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KISALTMALAR

MSS: Merkezi sinir sistemi

AH: Alzheimer hastalif

HKB: Hafif kognitif bozukluk

MCI: Mild cognitive impairment

AP: Amiloyid plak

NFY: Norofibriller yumak

f-tau: Fosforile tau

t-tau: Toplam tau

AEI: Asetilkolin esteraz inhibitorii

NINCDS-ADRDA: National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
BOS: Beyin omurilik sivisi

ELISA:Enzym linked immunabsorbant assay

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
DSM-III:Diagnostic and Stastistical Manual of Mental Disorders, 3. versiyonu
MAH: Muhtemel Alzheimer hastalig1

MMDT: Mini mental durum testi

BDS-BHK: Blessed demans skalasi-Bilgi hafiz konsantrasyon alt grubu
GBO: Global Bozulma Olgegi

DKEQ: Demansmn Klinik Evrelendirme Olgegi

MAP: Mikrotiibiil asosiye proteinler

AP:  Amiloyid beta protein

APP: Amiloyid prekiirsor protein

AR-LAB: Aragtirma laboratuvari

f1g1 tau: Threonin 181°de fosforile olmug tau

PBS: Phosphorylated buffer solution (Fosforile edilmis tampon ¢ozelti)
JCH: Jakob-Creutzfelt hastalig1

ALS: Amiyotrofik Lateral Skleroz

LCD: Lewy cisimcikli demans



ONSOZ

Noroloji’yi 6grenme ¢abama, bilgi ve deneyimleriyle yapmis olduklan katkilardan dolay: sevgili
hocalarim Prof.Dr.Fethi Idiman, Prof.Dr.Egemen idiman, Prof.Dr.Ahmet Geng, Prof.Dr.Kiirsad
Kutluk, Prof. Dr.Barig Baklan, Prof.Dr.Raif Cakmur, Dog¢.Dr.Gorsev G. Yener, Do¢.Dr.Giilden
Akdal, Dog.Dr.Vesile Oztiirk, Yrd.Dog.Dr.Thsan §. Sengiin, Yrd.Dog.Dr. Ibrahim Oztura’ya,
tezimin hazirlanmasindaki emek ve destegini daima hatirlayacagim Dog¢.Dr.Gérsev G. Yener’e,
uzmanhk egitimim boyunca desteklerini her zaman gordiigiim Uzm.Dr.Serkan Ozakbas ve
Uzm.Dr.Beril Donmez’e, birlikte ¢calismaktan ¢ok keyif aldigim sevgili arkadaglarim Dr.Huriye
Aydin, Dr.Miislim Yilmaz, Dr.Burak Yulug, Dr.Fatma Kiigiik, Dr.Burak Pakéz, Dr.Biilent Unlii,
Dr.Nazan Pekcan, Dr.Burcu Ugurel, Dr.Utku Uysal, Dr.Sevgi Saym, Dr.Fiisun Boyacioglu,
Dr.Gorkem S. Kosehasanogullari, Dr.Gokhan Giirel, Dr.Ahmet Evlice ve tiim Noroloji klinigi
caliganlarina, tez galismam sirasindaki yardimlarindan dolayi Dr.§ermin Geng, Dr.Kemal Kiirsad
Geng, Yrd.Dog.Dr.Leyla lyilikgi’ye, AR-LAB’da ¢alijmam sirasinda ilgi ve yardimlarmi
esirgemeyen tiim AR-LAB c¢aliganlarma, istatistiklerimi yaparken sorularimi sabirla yanitlayan
Dr.Pembe Keskin’e, bu g¢aligmada yer alan Alzheimer hastalarna ve kontrol grubunu
olusturanlara tesekkiir ederim.

Dr.Erdem Yaka
{zmir - 2004



1. OZET

ALZHEIMER HASTALIGINDA BEYIN OMURILIK SIVISINDA (BOS) BiYOLOJIK
BELIRTECLER VE BOS’UN PC 12 HUCRE HATTI CANLILIGI UZERINE iN
VITRO ETKIiSIiNIN DEGERLENDIRILMESI

Dr. Erdem Yaka

Giris ve amag¢: Giinlimiizde, Alzheimer hastalifinin (AH) kesin tanis1 ancak post-mortem
beyin incelemesi ile konulabilmektedir. Yasayan bir hastada kesin AH tanis1 koyabilecek
higbir laboratuvar incelemesi yoktur. Bu konuda 6zellesmis merkezlerde, AH tamis1 klinik
Olgiitlerle % 90 dogrulukla konmakla birlikte, her saglik merkezinde uygulanabilecek, kesin
tan1 koymay: hedefleyen laboratuvar belirteglerine ulagmak igin ¢aligmalar devam
etmektedir. Son bilgiler 1s18inda, duyarlilik ve Ozgiillikleriyle 6n plana gikan tig BOS
belirteci vardir: ABi40, AB142 ve f~tau. Caligmamizda bu belirteglerin olgu ve kontrollerde BOS
diizeyleri, ELISA yontemiyle belirlenmis, klinik tan1 esas alinarak 6zgiilliikk ve duyarliliklari,
laboratuvarimiz i¢in hesaplanmigtir. Ayrica, ‘Muhtemel Alzheimer hastalifi’ (MAH) olgularinin
BOS’larinin PC12 hiicre hattina sitotoksik etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla
hiicre hattma AH ve kontrol BOS’larmmin eklenmesinden sonra, hiicre canlilify,
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testiyle degerlendirilmis
ve gruplar arasinda kargilagtirma yapilmigtir.

Yoéntem: Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Noroloji Anabilim Dali Demans Poliklinigi
hastalan arasindan segilmis 15 Alzheimer hastas1 ve nérolojik bir sorunu olmayan, herhangi bir
cerrahi girisim nedeniyle spinal anestezi uygulanmasi gereken hastalar arasindan segilmis 15
kontrol dahil edilmigtir. AH olgularinin ve kontrollerin her birinden, lomber 4-5 araligindan
lateral dekubit pozisyonunda 2.5 cc BOS alinmigtir. Ornekler, Arastirma Laboratuvari’nda
(AR-LAB) galigiimistir.



Bulgular: Alzheimerli olgularimn  ve kontrollerin BOS  belirtegleri  ortalamalar
karsilastinldiginda, olgularin AB;4o ortalamalarinin kontrollerin ortalamalarindan anlamli olarak
diisiik oldugu (p=0,014), f-tau deger ortalamalarinin olgularda anlaml olarak yiiksek oldugu
saptanmigtir (p=0,04). Alzheimerli olgularin AP,4, ortalamalann ise kontrollerden farkl
bulunmamistir (p=0,054). Olgularda, f-tau’nun ayrica, hastalik siiresi ile orta gliglitkte pozitif
korelasyon gosterdigi bulunmustur (Spearman Rho=0,575; p=0,025). Canl kalan hiicre sayisi
ortalamalar1 degerlendirildiginde, olgularin canli kalan hiicre sayis1 ortalamasiin da
kontrollerden farkli olmadig1 izlenmistir (p=0,056).

Sonu¢: Bu ¢alismada, f-tau’nun, klinik tam &lgiitleri esas alindifinda, en yiiksek duyarhlik ve
Ozgiilliige ulasan BOS belirteci oldugu saptanmistir (duyarhiik %73.3, 6zgiilliik %80). Olas1
bagka bir galiyjmada kullanilabilmek izere, AH’de BOS f-tau esik degeri (74,34 pg/ml)
laboratuvarimiz igin belirlenmistir. AH’li BOS’larin PC12 hiicre hattina sitotoksik etkisi
gOsterilememigtir. Ancak elde ettigimiz sonuglar genis olgu serilerinde bu sonucun
degisebilecegini dislindlirmiistiir. Ayrica sitotoksisitenin  serum ve idrar Orneklerinde
aragtirilmasi uygun olacaktir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, BOS belirtegleri, sitotoksisite, PC 12 hiicre hatti.



2. INGILIiZCE OZET

BIOCHEMICAL MARKERS IN CEREBROSPINAL FLUID (CSF) AND
EVALUATION OF THE EFFECT OF CSF ON PC 12 CELL LINE
VIABILITY IN ALZHEIMER’S DISEASE

Dr.Erdem Yaka

Background and objectives: The definite diagnosis of Alzheimer’s disease (AD) is based on
post mortem pathological examination. To date, there is no laboratory test that can discriminate
patients with AD from healthy individuals. Although, there is a relatively high accuracy rate of
the clinical diagnosis of AD (~ %90) in expert research academic centers, the studies which aim
to find out pathognomonic laboratory markers available for AD still continue. In the perspective
of recent knowledge, there are three CSF markers which have the highest sensitivity and
specificity: ABj40, AB142 and p-tau. In this study, concentrations of these markers in CSF were
quantified using the ELISA assays and the sensitivity and specificity for our laboratory were
determined. Also, the effects of ‘Probable Alzheimer’s Disease’ (PRAD) patients’CSF on the
survival of PC12 cell line were assessed. For that purpose, cell line viability was evaluated by
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test and the results were
compared between groups.

Method: In the present study, 15 PRAD patients and 15 control subjects were included. PRAD
patients were selected from the patients of Dokuz Eyliil University Neurology Department
Dementia outpatient clinic and control subjects were selected from the patients who were
undergone epidural anesthesia because of any surgical operation. The control subjects did not
have any neurological complaint. Lumbar CSF samples, which were obtained using a
standardized protocol, were studied in Research Laboratory (RES-LAB).

Results: There was a significant decrease of AB;4 (p=0,014) and increase of p-tau (p=0,04) in
patients with AD when compared with controls. A4, concentration was not significantly

different between groups (p=0,054) There was a positive corelation between duration of the



disease and CSF of p-tau concentration in patients with AD (Spearman Rho=0,575; p=0,025).
There was no significant difference in cell line viability values between groups (p=0,056).

Conclusion: In this study, it is concluded that when the clinical diagnostic criteria is taken into
consideration, the CSF marker which has the highest sensitivity and specificity is p-tau
(%73.3, %80). CSF p-tau cut off value (74,34 pg/ml) for our laboratory is determined for further
studies. The cytotoxic effect of PRAD patients’ CSF on PC12 cell line is not demonstrated; but,
in larger series this finding may change, since there is a trend to show toxicity of CSF in AD.
Further studies on cytotoxicity in serum or urine are also needed to clarify possible peripheral
toxic agents in AD.

Key words: Alzheimer’s disease, CSF markers, cytotoxicity, PC 12 cell line



3. GIRIiS VE AMAC

Demans, erigkin MSS’nin edinsel nedenlerle hasarlanmasi sonucu, biling bulaniklif: olmaksizin,
birden fazla kognitif alanin bozulmasina ve bununla ilintili olarak giinliik yasam aktivitelerinin
eskisi diizeyinde siirdiirlilememesine neden olan, dogal seyri agisindan kalici, siklikla da
ilerleyici bir klinik tablodur (1). Demans sendromlar: igerisinde en sik goriileni Alzheimer
hastalifidir (AH) (2).

AH’nin tanis1 konusunda klinik bulgulara dayanan 6lgeklerin kullanimi, %80-90 (9-10) 6zgiillik
ve duyarlilik saglamaktadir. Kesin tan1y1 koymay: hedefleyen biyolojik belirteglerin duyarlilik ve
Ozgiilligl ancak bu diizeye ulagmakta ya da biraz gegmektedir. Toplam tau, ABj4o, ve AB14,
gibi bazi 6lgeklerin kombine kullanimi (17,18,19) ya da son olarak bildirilen belirte¢ olan f-
tau’nun tek bagina (15,16) kullanimi1 bu oranlar1 yiikseltmektedir. Son yillarda s6zii edilen bu
belirtegleri (ABi40, AB14> ve f-tau) birbirleriyle kiyaslayan bir g¢aligma literatiirde mevcut
degildir.

Bu amagla, bu ¢aligmada klinik Slgeklerle ‘Muhtemel Alzheimer hastaligi’ (MAH) tanis1 almig
olgularda biyolojik belirteg olan APj40, AP142 ve f-tau BOS diizeylerini ELISA yontemiyle
belirledik. Bu belirteglerin laboratuvarimiz igin 6zgiilliik ve duyarhiliklarim aragtirdik.

Kesin tanis1 histopatolojik kanitlarla ortaya konan AH’de iki patolojik gosterge olan amiloyid
plak (AP) ve norofibriller yumagin (NFY) noronal hiicrelere toksik etkileri bildirilmigtir (82).
Ayrica, Alzheimer hastalifinda beyinde norotoksik etkili ajanlarin varhgi bilinse de (18) bu
konuda beyin omurilik sivis1 Srneklerinin noronal hiicreler iizerine in vitro etkileri net degildir..
Alzheimer hastalarinin serum IgG 6rneklerinin siganlarda in vivo kolinerjik ndronlara toksik
etkisi oldugu bildirilmistir (21). Ancak beklenenin tersine Alzheimer hastalarinin BOS ve beyin
6rneklerinin in vitro hiicre canlhilif1 tizerine, arttiric: etkisinden s6z eden yayin da mevcuttur (22).
Bunun diginda diger nérolojik hastaliklarda da serum/BOS Orneklerinin néron gelisimini ve
canliliint azaltici etkisi oldugunu saptayan ¢aligmalar vardir. Parkinson hastalifinda BOS

Orneklerinin sigan dopaminerjik ndronlarmna (23,24), multipl skleroz idrar 6rneklerinin in vitro



sigan glia kiiltiirlerine (25,26) ve noropatisi olan diyabet hasta serum Orneklerinin in vitro sigan

arka kok ganglion noronlarma toksik etkisi (27) bildirilmistir.

Bu ¢alismanin ikinci bir amaci olarak da MAH olgularinin BOS’larinin PC12 hiicre hattina
sitotoksik etkisinin olup olmadig aragtirilmistir. Bu ¢alismada, bu amagla hiicre hattina AH ve
kontrol BOS’larinin eklenmesinden sonra hiicre canlilif: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) testiyle degerlendirilmis ve gruplar arasinda kargilagtirma
yapilmustir.

Bu sonuglar 1s1ginda, Alzheimer hastalarinin BOS 6meklerindeki biyolojik belirtegler kontrol
BOS’larindaki degerler ile karsilastinlmis, Alzheimerli bireylerin BOS’larinin hiicre hattina
sitotoksik etkisinin olup olmadigi tartigiimigtir.

AH’de BOS sitotoksisitesini aragtiran bu arastirma, ayrica ABi40, AB142 ve f-tau gibi Onemli g
belirteci kargilagtiran ilk ¢aligma olma 6zelligine sahiptir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Tanim

Alzheimer hastalig1 (AH), bellek ve en azindan bir diger kognitif alandaki ilerleyici bozulmanin,
demansin bagka tanimlanabilir sebepleri olmaksizin, sosyal, profesyonel ve evle ilgili islerde
Onceki diizeye gore yitimin oldugu klinik durumu tanimlamak igin kullanilir (33). Giinlimiize
kadar demansin tan1 kriterleri farkliliklar géstermistir (29,30). Demans sendromlar1 iginde en sik
goriileni olan AH’nin tam kriteri olarak giiniimiizde yaygin bi¢imde NINCDS-ADRDA (Tablo
1) kullanilir. NINCDS-ADRDA kriterleri bellek veya lisan gorsel-uzaysal yetiler veya yiiriitiicii
islevler gibi biligsel iglevlerde bozulmay: sart kosar (28). Kriterlerin gergeklestirildigi tipik
tabloya NINCDS-ADRDA ile ‘Muhtemel Alzheimer hastaligr’ (MAH) denmektedir. Ozellesmis
kliniklerde yapilmis olan postmortem g¢aligmalara gére, NINCDS-ADRDA tan: kriterine goére
tan1 dogrulugunun %90°a yaklagti1 gériilmiigtiir (1,34,35,36).

AH’nin tanisin1 koymada iglevsellidi ve davranig bozuklugunu yansitan Sykii ile kognitif baki
cok 6nemlidir. Izlemde kullamlan birkag standart test ve 8lgek arasinda en yaygin olanlar1 ‘Mini
Mental Durum Testi’ (MMDT) (31) ve ‘Blessed Demans Olgegi (Bilgi hafiza konsantrasyon alt
grubu)’ (BDO-BHK) (32), ‘Global Bozulma Olgegi’ (GBO) dir (72). Bu testler, demans veya
kognitif bozukluk igin bir tarama araci olabilir ve zaman icinde entelektiiel durumdaki
kotiilesmenin bir olgiitii olarak islev goriirler (28).
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Tablo 1: NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastali31 Klinik Tan1 Kriterleri

I. MUHTEMEL Alzheimer Hastalig: klinik tan: kriterleri sunlar: icerir:
+ klinik muayene ile saptanan, Mini-Mental Test, Blessed Demans Olgegi ya da benzer
bir test ile doklimante edilen ve noropsikolojik testlerle de dogrulanan demans tablosu;
« iki ya da daha fazla biligsel siiregte bozulma;
biling bozuklugu yok;
baslangi¢ 40-90 yaslar1 arasinda, biiyiik siklikla da 65 yasindan sonra;
bellek ya da diger bilifsel stireglerde ilerleyici bozukluga yol agabilecek sistemik ya d
beyne ait bagka bir hastalik yok.

II. MUHTEMEL Alzheimer Hastali: tanis1 sunlarla desteklenir:

« dil (afazi), motor yetenekler (apraksi) ve alg: (agnozi) gibi 6zglil bilissel islevlerde
ilerleyici bozulma;
» giinliik yasam aktivitelerinde bozulma ve davranig bi¢iminde degisme;
» ailede benzer bozukluk dykiisti (6zellikle patolojik olarak kanitlanmigsa);
* laboratuvarda:
standart tekniklerle normal lomber ponksiyon,
EEG'nin normal olmas1 ya da yavas dalga aktivitesinde artis gibi non-spesifik

dglgi iklikler,
B dse serebral atrofiye iligkin bulgular ve seri incelemelerde bu bulgularin ilerleyisi.

ITT.Alzheimer hastahg disindaki nedenler dislandiktan sonra, MUHTEMEL Alzheimer
Hastah@ tanisi ile uyumlu olabilecek diger klinik 6zellikler sunlardir:

* hastaligin seyrinde platolar;

» depresyon, uykusuzluk, inkontinans, hezeyan, illiizyon ve haliisinasyonlar, verbal,
emosyonel ya da fiziksel katastrofik patlamalar, cinsel bozuklukiar ve kilo kaybi gibi
eslik¢i bulgular;

* bazi hastalarda, 6zellikle hastaligin ileri donemlerinde, kas tonusunda artisg,
miyoklonus ya da yliriime giigliigii gibi diger nérolojik bozukluklar;

* hastalifin ileri evresinde ndbetler;

 yag igin normal BT.

IV.MUHTEMEL Alzheimer Hastalif1 tanisim1 belirsizlestiren ya da ihtimal digina
¢ikaran ozellikler sunlardir:
* inme tarzinda ani baglangig;
* hemiparezi, duysal kayip, gérme alanm1 defektleri ve inkoordinasyon gibi lokal nérolojik
bulgularin hastalifin erken evrelerin de bulunmasi;
» nébetler ya da yliriiylis bozukluklarinin, daha baglangigta ya da hastaligin ¢ok erken
evrelerinde bulunmasi;

V. MUMKUNAIzheimer Hastalig: tani kriterleri sunlardir:

» demansa neden olabilecek diger ndrolojik, psikiyatrik ya da sistemik bozukluklar
olmaksizin, baslangig, prezentasyon ya da klinik seyirde varyasyonlarn bulunmasi
durumunda konulabilir;

» demansa neden olabilecek, ancak demansin nedeni gibi gériinmeyen ikinci bir sistemik
ya da beyin hastaliginin bulunmasi1 durumunda konulabilir;

» diger belirlenebilir nedenlerinin diglandig), tek ve yavas ilerleyici bir bilissel
bozuklugun bulunmas: durumunda, aragtirma ¢aligmasi amagl olarak kullanilabilir.

VI KESIN Alzheimer Hastahig tamisi kriterleri sunlardir:
* muhtemel Alzheimer Hastaligi1 klinik kriterleri;
» biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar.
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4.2. Klinik

AH ilerleyici bir hastalik olmasi nedeniyle, klinik bulgularinin hastalifin seyrine baglh olarak
smiflandirilmas1 mantiklidir. Giintimiizde sik olarak kullamlan iki evrelendirme sistemi vardir.
Bunlardan birincisi ‘Global Bozulma Olgegi’ (GBO) dir. AH’ye zgiilliigii nedeniyle AH dist
demanslarda kullaniimaz. Evreleri 1-7 arasinda degisir. GBO 1, yakinmasi ve muayene bulgusu
olmayan, GBO 2 unutkanliktan yakinan ancak testleri normal olan saglikli yasliya karsilik
gelirken 6znel yakinmalar1 olan ve testlerde bozukluk saptanan GBO 3 ise HKB’yi ifade eder.
GBO 4 hafif, GBO 5 orta, GBO 6-7 agir AH evrelerini belirtir (1).

Hafif evre AH’de hasta sozlerini tekrarlar; kelime bulmakta zorluk geker; ev islerini yapabilse de
eski Ozenini gosteremez; yakindan tanidifi insanlarin isimlerini unutur; esyalarmin yerlerini
animsayamaz; banka isleri gibi mali islerde hatalar yapar; giyinmek, yikanmak, temel hijyende
heniiz sorun yoktur; sosyal uygunluk korunmugtur. Bellekteki bozulma segici olarak yakin
gegmigteki olay ve deneyimleri kapsarken, buna kiyasla gocukluk ile ilgili uzak olaylar ve
duygusal agirlig olan yeni olaylar géreceli olarak daha iyi hatirlanabilir. MMDT skoru kabaca
20-24 arasinda olabilir. Bu hastalarin heteromodal korteksinde NFYler, limbik sistemde noritik
AP’ler saptanir (1).

Hastalifin orta evresinde lisan, yargilama, mekan oryantasyonu ve ylirlitlicli islevler ile ilgili
diger bélgelerdeki kusurlar tam olarak ortaya ¢ikmaya baglar ve glinliik yagsam aktivitelerini
yiiriitmek konusunda zorluklar artar. Unutkanlhifin gsiddeti artmaya devam eder; yemek
pisirme, ev iglerini gérme, faturalar1 deme ve araba kullanmada bagimsizlik kademeli olarak
bozulur. Yargilama ve iggorii bozulur. Genellikle uyku-uyaniklik dongiisiinde bozulma, giiniin
sonuna dogru kognitif ve davranigsal belirtilerde kotlilesme, genel goriiniim ve hijyende
bozulma ve hezeyanlar (genellikle eslerin sadakati ve yanlisg yere konulan egyalarin ¢alinmasi
ile iligkili), halliisinasyonlar, ajitasyon gibi psikiyatrik belirtiler ortaya ¢ikabilir. Saglikli ese
(veya bagka bir 6nemli kisiye) giderek daha yogun bir gekilde bagimli olma hastalign bu
evresinde oldukga tipiktir (33). MMDT skoru 10-19 arasinda degisir.

Hastalifin son evresi inkontinans, aile bireylerini tantyamama ve hareket etme ve beslenmede

gicliik ile kendini belli eder. Kognitif, sosyal davramista maksimum diizeyde bozulma
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mevcuttur. Primer duysal ve motor islevler hastalifin seyrinde ge¢ dénemlere kadar géreceli
olarak saflam kalabilir ama miyokloni, rijidite, disli ¢ark, bradimimi ve dengesizlik gibi
ekstrapiramidal bulgular giderek daha sik hale gelir. MMDT skoru 0-9 arasindadir. Oliim

genellikle enfeksiyona bagh komplikasyonlardan olur.

AH’nin, bahsedildigi sekilde olan tipik seyrine uymayan, patolojik olarak AH’si kanitlanmig
hastalarda bagka klinik sekiller de bildirilmigtir. Hastalifin 14. ya da 1. kromozomda
mutasyonlar ile beraber goriilen erken baslangigli sekillerinde, motor kusurlar ve Kkisilik
degisikligi erken donemde ortaya g¢ikabilir (37). Diger hastalarda, olfaktor, gorsel, isitsel
sekillerde duysal kusurlar hastalifin ilk evresinde mevcut olabilir (38,39). Cok kiigiik bir
hasta grubunda, AH'nin tipik noropatolojisi ilerleyici yar1 mekan ihmali, ilerleyici afazi ve
hatta myoklonik epilepsi ile birlikte goriilebilir. AH nadiren, kayda deger bagka bir kognitif
bozukluk eslik etmeksizin yirmi yil boyunca sinsi seyirle ilerleyen izole bellek bozukluguna
sebep olabilir (40). Bu AH igin olagan dis1 klinik tablolar AH patolojisinin egit derecede
olagan dig1 anatomik dagilimlarini temsil ediyor olabilir (Tablo 3) ya da AH tanisi bu

hastalarda hatali olabilir.

Norodejeneratif hastaliklar, biligsel islevierde hayati 6nem tagiyan limbik sistem ve
asosiyasyon alanlarinda ndron ve sinaps kaybiyla dejenerasyona yol agarlar.
Nérodejenerasyon, AH’de oldugu gibi bahsedilen alanlara sinirli kalirsa, ya klinik tablo
agirlikli olarak demans ya da izole demans olarak kalir. Fakat dejenerasyon motor sistemi de
etkilerse Lewy cisimcikli demansta oldugu gibi parkinsonizm, Huntington hastalifinda
oldugu gibi kore demansa eslik edebilir ya da demans kliniginden daha agirlikli bir klinik
tablo yaratabilir. Klinik bulgular ¢ok énemli olmakla birlikte bazen AH tanili demans olgusu
bagka bir nérodejeneratif hastalia sahip olabilir. Bununla beraber yagadiklar siire igerisinde
yakinlar1 ve doktorlar: tarafindan normal olarak nitelendirilen fakat postmortem incelemede

AH’nin patolojik tamsimi diigiindiiriir bulgulari olan olgu sunumlari da bildirilmigtir (41,42).
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Sekil 1: Noropatolojik antiteler, en belirgin lezyonlarin anatomik dagilimi ve klinik
sendrom arasindaki iligkiler. Cizgilerin kalinlig ile iligkinin kuvveti orantilidir. Sendromun
¢ekirdegini olugturan anatomik alanlar biiylik harflerle, daha az siklikla ama genellikle tutulan

alanlar parantez iginde gdsterilmistir (33).

4.3. Laboratuvar

AH'nin kesin tanisi ancak post-mortem beyin incelemesi ile konulabilir. Heniiz yasayan bir
hastada kesin AH tams1 koyabilecek higbir laboratuvar testi yoktur. Ancak yagayan hastada
AH tamisim kesinlikle koyabilecek biyolojik belirteglerin aragtirilmas: yogun olarak
siirmektedir. Daha 6nceden ileri sliriilen aday belirtegler arasinda, PET veya SPECT ile
saptanan pariyetotemporal hipometabolizma (43), MR'da hipokampus hacminin azalmasi
(44), tropikamid uygulamasina abartili pupilla cevabini (45), apolipoprotein e4 alellerinin
varligl (46), belli AP amiloid pargaciklarinin beyin omurilik stvisinda (BOS) azalmasi
(11,47) ve noronal ipliksi proteinlerin (48) veya BOS tau (11) diizeylerinin artmasi
bulunmaktadir. Bu testlerin higbiri AH ile bire bir bir iligki saglamaz; pariyetotemporal
hipometabolizma ve hippokampus atrofisinin bagka sebepleri olabilir, demans:1 olmayan
hastalar tropikamide anormal pupilla cevab: verebilir ya da AH e4 alelleri bulunmadan da
geligebilir ve demansh ile demanssiz bireyler arasinda BOS tau, AP ve néronal ipliksi

protein diizeyleri arasinda belirgin bir Ortiisme vardir. AH'nin sporadik gekilleri igin
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giivenilir tan1 testleri olmamasina ragmen, demans igin kuvvetli aile Sykiisii olan hastalarin
1. ve 14. kromozomunda AH'ye sebep olan presenilin genlerine ait dominant olarak
kalitilmig mutasyonlar1 saptamak artik miimkiindiir. Bu tiir mutasyonlarin g¢ocuklara gegisi

hemen hemen tam oldugundan pozitif sonug saptanmasi AH i¢in tan1 koydurucudur.

4.4. Noropatoloji

AH i¢in patognomonik bir belirteg yoktur (1). NINCDS-ADRDA tani kriterlerine gére kesin
AH tanisi i¢gin NFY ve AP’larin patolojik olarak saptanmasi gerekli, ancak yeterli degildir. Her
iki bulgu da sagliklh yaslilarda ve bazi ndrodejeneratif hastaliklarda izlenebilmektedir. AH’nin
kesin tanis1 igin gereken, bu iki bulgunun varlifindan ¢ok belli ndroanatomik
lokalizasyonlarda ve belli miktarlarda bulunmalaridir. Altmig yasindan sonra hemen herkeste
neokortikal amiloyid plaklar ve limbik norofibriler yumaklar gelisgmeye baglar. Ancak son
aragtirmalar NFY’lerin neokorteks, AP’lerin limbik sistemde goriinlir olmalarinin AH igin

%100’¢e yaklasan duyarlilik ve 6zgiilliik ortaya koydugunu gostermigtir (1).

AH noropatolojisini olusturan degisiklikler arasinda 1) NFY, 2) AP, 3) Gliyozis ve
enflamasyon, 4) Noron kaybi, 5) Sinaps kaybi, 6) Kolinerjik innervasyon kaybi, 7) Diger

norotransmiterlerin kaybt yer alir.

4.4.1. Norofibriler yumak (NFY)

NFY’lerin temel bileseni hiperfosforile tau proteinidir. Tau, 17. kromozom tarafindan
kodlanan mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinden bir protein (1) olup mikrotiibiillerin
stabilizasyonu, hiicre iskeleti biitlinl{igii ve aksonal iletide 6nemli rol oynar. AH patogenezinde
hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol
agarak mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar. Baglanmamis fosforile tau ¢oziilemeyen
¢ift sarmalli filamanlara polimerize olur. Bunlar zamanla sinir hiicresi i¢inde NFY’ler seklinde
yogunlagirlar. NFY’ler sonunda hiicre iskeleti biitlinliiiinii ve aksonal iletiyi bozarak hiicre
Oliimiine neden olur. Hiicre dlimiiyle ortaya ¢ikan ekstraselliiler NFY’ye ‘hayalet yumak’

denir.
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AH’de norofibriler dejenerasyon belirli bazi bolgelere lokalizedir. NFY’ler 60 yas civarinda,
Meynert'in bazal gekirdeginde ve entorinal-transentorinal korteks, amigdala ve hipokampus gibi
temporal lobun limbik bilegenlerinde belirir (33). AH’de NFY olusumu, aksonal baglant1 yollar
boyunca, dnce diger paralimbik ve komsu temporal alanlara, sonra daha uzaktaki neokortikal
asosiasyon alanlarina ve sonra da primer duysal ve motor alanlara yayilmaktadir. AH'nin biitiin
seyri boyunca, g¢ekirdek limbik alanlar yiiksek miktarda NFY bulundurmaya devam ederler.
Klinik olarak sessiz diisiik limbik evreden, yliksek neokortikal evredeki son dénem demansa

dogru seyir 50 yil kadar uzun siirebilir (49).

Heteromodal neokortikal alanlarda, NFY’lerin varliina ragmen demansi bulunmayan nadir
hasta bildirileri, NFY dagilimi ile kognitif durum arasinda oldugu s6ylenen siki korelasyonla
uyusmamaktadir (33). Bunun i¢in olast bir agiklama, bu hastalarin hastalik 6ncesi istisnai
derecede yiiksek bir zihinsel islevsellik diizeyinden, mutlaka demans kriterlerini

doldurmalar gerekmeksizin, kayda deger bir diisiis géstermis olabilecekleridir.

BOS’daki toplam tau (t-tau) proteinin yogunlugunun artmasi, olasilikla ndron harabiyetinin
siddetini belirtir. Iskemik inme gibi akut etkilenmelerde BT deki enfarkt alaninin bityiikligii
ile dogru orantili olacak sekilde BOS toplam tau protein konsantrasyonunda gegici bir artig
olur (53). Jakob-Creutzfelt hastalifinda (JCH) oldugu gibi siddetli néron harabiyetinin
oldugu hastaliklarda BOS’daki toplam tau protein yogunlugu en yliksek diizeyine ulasir (54).
AH’deki yiikselme orta diizeydedir. Depresyondaki hastalarda bakildifinda bunun normal
degerlerde oldugu goriilmiistiir (55).

AH igin son olarak tespit edilmis biyolojik belirteg¢ fosforile tau’dur (f-tau). Fosforile tau
proteinin degisik epitoplarim (threonin 181ve 231 (9), threonin 181 (56), threonin 231, serin
235 (57), serin 199 (57), serin 296 ve 404) saptamak igin birkag ELISA yOntemi
geligtirilmigtir (58). Olasilikla BOS’daki f-tau konsantrasyonu beyindeki f-tau miktarini
belirtir. Toplam tau’nun aksine iskemik inmede f-tau miktarinda bir degisiklik olmaz (59).
Ayrica Jakob-Creutzfelt hastaliginda da BOS toplam tau konsantrasyonunda artts olmasina

ragmen f-tau miktarinda bir degisiklik olmaz (60). Biitiin bu bulgular, f tau’nun t-tau gibi
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ndron harabiyetini gOsteren bir belirteg olmadigim1 gosterir. F-tau, beyindeki tau’nun

fosforile olmug seklinin, dolayisiyla AH’deki NFY’nin gostergesi olarak degerlendirilebilir.

4.4.2. Amiloyid plak (AP)
Amiloyid plaklarin temel bilegseni amiloyid beta proteindir (AP) (67). AB, 19. kromozomda
kodlanan ve iglevi tam olarak anlagilamamis bir transmembran protein olan amiloyid prekiirsor

proteinin (APP) metabolizma iirtinterindendir.

APP metabolizmasinda o , B ve y sekretazlar olarak adlandirilan {i¢ proteaz ig goriir (Sekil 1).
a -sekretaz APP'yi, AP bdlgesinin ortalarina rastlayan ekstraselliiler bolgede keserek tam bir
AP pargasinin olusumunu olanaksiz kilarken, B ve y sekretazlar etkilerini, sirasiyla, AB
bolgesinin hemen disindaki, N- ve C- uglarinda gostererek, biitlin AP’y1 igeren bédliinme
Uriinleri ortaya gikartirlar (Sekil 1). v -sekretaz'in etkinlik gosterdigi kesim bdolgesine gore,
olusan AP pargasi, kisa (39-40 aminoasit) veya uzun (42-43 aminoasit) olabilir. Uzun AB,
¢Ozlinilirliigli olmayan lifler olugturmaya daha yatkindir ve ndrotoksisite olasilifi daha
yiiksektir. Potansiyel olarak ¢6ziiniirliiii olmayan ve plaklara ¢okelebilen diger bir APP
pargasi, a ve y sekretazlarin ortak etkisiyle olusan A B 17-42 pargasidir. Sonug olarak, a
sekretaz aktivitesiyle hiicre kiiltiirlerinde ndronlar lizerinde nérotrofik etkileri g6sterilmis olan
¢oOziinebilir APP olusurken, P ve y sekretazlarin aktiviteleri sonucunda belirgin derecede
bolgesel norotoksik etkiler ¢ikartan kat1 ve noritik P kivrimli plaklar (agregatlar) olusmaktadir
(50). Bu B kivrimhi plaklarin serebral neokortekste bol veya orta yogunlukta gésterilmeleri
AH’nin kesin tanis1 i¢in gerekmektedir (51).

Gerek BOS’ta ¢Oziiniir durumda olan AP’larin gerekse beyin dokusunda bulunan A’larin,
karboksi ve amino uglarindaki heterojeniteye bagli olarak, farkli tipleri vardir (63). En ¢ok
bulunan tipi APj40lup (> % 60-70) daha sonraki A4, dir (~ %15). Bunlarin yanisira APi.ag,
APBi33, APi3s, AB1-37, AP1as, APi1.3o gibi daha az oranda bulunan formlar1 vardir (64). Genetik
caligmalarda AP;4, ile AH arasinda bir bag bulunmus olmasmna ragmen, APj;4’in AH
patogenezindeki rolii i¢in o denli net baglantilar saptanamamustir (65). Bunun yanisira yapilan

baz1 galigmalarda ileri evre AH’lerin serebral damarlarinda biriken amiloyidin biiyiik 6lgiide
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ABPj.40 peptidi oldugu gosterilmistir (65,66). Sonugta periferik dokularda biriken AP;4o peptidi
bu nedenle BOS’ta azaliyor olabilir.

ABPP

Dig ic

membran

Sekil 2: B-amiloyid prekiirsor proteininin (APP) ¢izimi. "D1s" ve "i¢" hiicre dig1 ve hiicre igi

bdlmeleri tanimlamak i¢in kullaniliyor (33).

AH, genetik agidan kompleks bir norolojik hastalik olarak nitelenmektedir. Birden fazla
kromozomdaki gen lokuslarinin farkli mutasyonlar1 ayni hastalifa yol agmaktadir. Otozomal
dominant gegisten sorumlu bulunan ii¢ gen: APP geni (21. kromozom), presenilin 1 geni (14.
kromozom) ve presenilin 2 geni’dir (1. kromozom). Bu genlerdeki mutasyonlar her durumda
APP’den metabolize edilen AP proteinin atilamayip amiloyid plaklar i¢inde biriken daha uzun
bir geklinin iiretiminin artigina yol agmaktadir. Bu gen mutasyonunu tagiyan ailelerin sayisi
¢ok az olsa da, Down sendromuyla AH arasindaki iligkiyi ortaya koymasi, AH patogenezinin
agikliga kavusturulmasi agisindan 6nemlidir. Down sendromlular 21. kromozomun 3 kopyasini
tagirlar (trizomi 21). Fazla kopya nedeniyle fazla sayida APP iireten bu hastalarin ¢ogu, 30°1u
yaglardan itibaren AH’nin néropatolojik degisikliklerini gostermektedirler (1).

Dogrudan belirleyici olarak degil de, sporadik AH’de risk faktorii olarak bilinen, kolesterol
tasinmasinda rol oynayan bir enzim olan APOE’nin (19. kromozom) ii¢ ayr1 allelik formu
vardir; €2, €3 ve €4. Toplumda €3 siklif1 %70 olarak goriiliirken , &4 siklif1 %20’dir. AH’de
bu oran %40’a ¢ikmaktadir. €4 AH riskini doza bagh bir gekilde arttirir ve hastalik baglangi¢
yagini azaltir (1). Her ne kadar AB;40’tn AP142’ye oranla AH patogenezindeki rolii gok net

degilse de (65,66); APOE’nin amiloyid birikimi #izerine etkisini aragtiran ¢aligmalarda
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APOe4’iin  APBj4 birikiminden gok A4 birikimine yol agtifi saptanmistir. APOg4’iin
AP1.49"1n fibrilizasyon esigini diigiirerek etki gosterdigi diigiintilmektedir (85,86).

AH BOS AP 4> konsantrasyonunda AH olmayan olgulara kiyasla belirgin azalma olmaktadir.
AH'de BOS'da ¢oziinebilir AB;.4,'nin neden azaldig belirlenememistir, ama bu bulgunun peptidin
plaklar ve mikrovaskiiler birikintiler seklinde kiimelenmesine ve ¢oziiniirligiinii kaybetmesine
baglh oldugu diistiniilmektedir. Yani, Api4'nin beyne ait hiicre disi sivilardaki toplam
¢oziinebilir kismi, ilerleyici AP kiimelenmesi ve depolanmasi sirasinda belirgin derecede
azalmakta ve bu degisiklik diigik BOS diizeyleri seklinde yansimaktadir. BOS APj.4,
diizeylerindeki azalma ile post-mortem beyindeki A birikintilerinin derecesi arasindaki baglanti
heniiz bilinmemektedir. Ancak eldeki ¢aligmalar, diisiik BOS AB;.4, diizeylerini yiiksek BOS total
tau diizeyleri ile karsilastirmanin, AH'nin klinik tanis1 igin, her iki degiskeni tek bagma
Olgmekten daha duyarli ve 6zgiil olacagimi diistindtirmiistiir (17, 18,19).

Amiloyid plaklarin ilk birikimi, NFY’lerin tersine limbik sistemde degil neokortekste ve gevsek
plaklar geklindedir. Baglangigta selim olan bu AP birikintilerinin kademeli olarak patojenik
noritik plaklara déniigmesinde pek ¢ok etken yer alir. Bunlardan en 6nemlisi, tau proteinidir. Tau
proteini varhginda AP birikintilerinin kademeli olarak patojenik noritik plaklara doniigtiikleri
gosterilmigtir (88). Bir diger neden, AP birikintilerinin, selim plagin fiziksel olarak néritik plaga
doniismesini baglatan serbest radikal ve diger reaktif oksijen tiirlerinin olugmasim saghiyor
olabilecegidir. Bu olas1 oksidatif stres agiklamasi, vitamin E, selegilin, melatonin ve ginkgo
biloba gibi antioksidanlarin AH'ye yararh etkileri olabilecegini dne siiren hipotezlere bir dayanak
olusturmaktadir

4.4.3. Gliyozis ve enflamasyon

Gevsek plagin kati, noritik plaga doniisiimii gliyozis ve enflamatuar yanit esliginde limbik ve
asosiyasyon neokorteksinde gergeklesir. Ornegin serebellar gevsek plaklarda aym dontisiim
olmaz. Mikroglial aktivasyon sitokinlerin salgilanmasini, akut faz yanitlari ve komplemanin
aktive edilmesiyle enflamasyonu harekete gegirir. Enflamasyonun serbest radikallerin ortaya
cikigi, oksidatif stres, kalsiyum homeostazi ve mitokondriyal membranda bozulmalar ile

birlikte gittigi diisiiniilmektedir (1).
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4.4.4. Noron ve sinaps kaybi

Demansin saptanabilir en erken evresinde bile entorinal korteksin II. tabaka néronlarinda %50
azalma oldugu, ancak superiyor temporal sulkus kiyilarindaki neokortikal ndronlarin géreceli
olarak korundugu gosterilmigtir (51). Demans ilerleyip lisan ve diger kognitif islevierde
bozukluklar belirmeye bagladikga, ndron kaybi superiyor temporal sulkusta da saptanmaya
baslanir. Bu sonuglar, néron 6liimii yatkinliginin, anatomik olarak NFY olusumu yatkinlifina

benzer bir yayilim gosterdigini diigiindlirmektedir.

AH'de demansin ortaya ¢ikmasina katkida bulunan diger bir 6nemli etken kortikal sinapslarin
kaybidir. Sinaps kaybmnin baslangici, doZas1 ve yerlesimi hakkinda net bilgi yoktur. Hem néron
kayb1 hem de NFY, Walleriyan dejenerasyon siireci yoluyla ikincil sinaps kaybina sebep olabilir.
Ancak, neden sonug iligkisi bunun tam tersi yonde de olabilir, primer hasar sinapslardan
baglayarak retrograd noronun hiicre gévdesine iletiliyor olabilir. Bu degisiklikler, sonugta NFY

olusumuna ve/veya hiicre 6liimiine yol agabilir.

Néron ve sinaps kaybi hakkinda ileri evre AH’li olgularin postmortem g¢alismalar1 &nemli
sonuglar vermistir. BT ve MR ile yapilan nicel incelemelerle in vivo noron kitlesi hakkinda daha
erken doénemde yaklagik bir bilgi elde etmek miimkiindiir. Pek ¢ok ders kitabi, AH'yi resimlerle
dmeklemek igin garpici bir sekilde biiziismiis bir beyin kullanir ve bu sekilde agir ve genel bir
atrofinin hastalign tipik bir bileseni oldugu yoniindeki yanlis izlenimi tegvik etmis olur. Aslinda,
yaygin atrofi hastalifin son evrelerinde gelisir ve hafif ile orta dereceli demansta BT veya MR'nin
yillarca "belirtilen yagla uyumlu" olmasi bir kuraldir (33).

4.4.5. Kolinerjik inervasyon kaybi

Serebral korteksin kolinerjik inervasyonu, limbik sistemin énemli bir bileseni olan Meynert'in bazal
¢ekirdeginden baglar (33). Bu yol bellek ve dikkatin noral kontroliinde 6nemli bir rol oynar.
Sinaptik arahktan difiizyonla ilerleyen asetilkolin postsinaptik membranda nikotinik
reseptorlere baglanarak dogrudan, muskarinik reseptorlere baglanarak ise G-proteini iligkili
ikincil mesajcilar lizerinden etkisini gosterir. Nikotinik etkiler hiicrenin uyarilabilirligini
arttirarak dikkat tonusunun saglanmasinda rol oynar, muskarinik etkiler kalici sinaptik

degisikliklerle yeni bilginin depolanmasi seklindeki noroplastisite mekanizmalarina yol agar(1).
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Meynert'in bazal ¢ekirdegi, yaslanma sirasinda izole NFY olusumunun ilk goriildiigli ve tau’nun
agir1 fosforlandid: ilk alanlardan biridir. Korteksin kolinerjik inervasyonunda ilimli bir yasa bagh
azalma bildirilmigtir ve bu durum yasa bagli bellek bozukluklarmin ortaya ¢ikigma katkida
bulunuyor olabilir. Alzheimer hastahi bazal ¢ekirdekte yaygin NFY olusumu ve serebral
kortekste agir kolinerjik akson kaybi ile iligkilidir. Kolinerjik inervasyondaki tiikkenme daha
siddetli olarak gelisiyor ve serebral korteksteki diger noérotransmiterlere Ozgii sistemlerin
azalmasindan daha once gergeklesiyor gibi goriinmektedir. AH'de goriilen kolinerjik azalma en
carpic1 olarak limbik sistem ve temporal lobda, en az belirgin olarak primer duysal-motor

alanlarda bulunmaktadir.

4.4.6. Diger nérotransmiter kayiplan

AH’de beyin dokusunda 1970'lerin sonuna dogru ortaya ¢ikarilmaya baglanan ¢ogul
ndrotransmiter degisikliklerinin, ilk tamimlanan kolinerjik islev kaybinin G&tesinde gesitli
monoaminerjik ve noropeptid eksikliklerini igerdigi bilinmektedir (3). Bunlar serotonerjik,
noradrenerjik ve dopaminerjik kayiplardir. Gergekten de morfolojik ¢aligmalarda, amiloyid
tagiyan herhangi bir néritik plagin ¢ogul norotransmiter 6zgiilltijti gdsteren néronlardan tiiremis
ve degisiklife ugramig noritler igerdigi ortaya konmustur (3). Bu varsayimlar, asetilkolinesteraz
inhibit6rleri gibi kolinerjik tedavi uygulanan hastalarin bazilarinda, neden belirgin bir

semptomatik iyilesme olmadig1 konusunda bir agtklama saglamaktadir.

Ozetle en yaygin goriilen nérodejeneratif hastalik olan AH'de yaygm histopatolojik ve
norokimyasal degisiklikler izlenir ve bu degisikliklerin yarattif1 klinik tablo garpicidir. AH'de
nesnel Olgiitlerin aragtirilmasi ve patogeneze yonelik caligmalar hastalifin 6nlenmesini
hedefleyen g¢abalarin temelini olusturmaktadir. Bu calismada da, &ncelikle  Alzheimer
hastalarinin BOS belirteglerinin klinik tani esas alinarak duyarlilik ve 6zgiilltikleri arastiriimug,

ayrica BOS'larinin PC12 hiicre hattina sitotoksisitesi incelenmistir.
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Aragtirmanin tipi: Karsilagtirmali olgu serisi ¢aligmast yapimustir.

5.2. Aragtirmanin yapildig1 yer ve aragtirmanin zamani: Aragtirma, Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Noroloji Klinifinde ve AR-LAB’da Haziran 2003-Ekim 2004 déneminde
yapilmigtir. Omekler Haziran 2003-Temmuz 2004 déneminde toplanmistir. Arastirmada
toplanan BOS Orneklerinin laboratuvar incelemeleri Eylil-Ekim 2004 doneminde Arastirma
Laboratuvar’’nda (AR-LAB) yapilmistir. Verinin analizi ve tezin yazimi Ekim-Kasim 2004

doneminde tamamlanmigtir.

Olgular: NINCDS-ADRDA tam kriterlerine gore ‘muhtemel AH’ tamisi almig  olgular
aragtirmaya dahil edilmisgtir.

Kontroller: Herhangi bir demansiyel semptomu olmayan, olgularla benzer yas grubundan olan,
bir cerrahi girisim igin epidural anestezi uygulanan kisiler, kontrol grubu olarak aragtirmaya
dahil edilmigtir.

5.3. Arastirmanin degiskenleri:
Demografik degiskenler ve ahigkanliklari:
o Yas: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yliz ylize gbriisme sirasinda sorularak elde
edilmigtir.
e Cins: Kadin ve erkek olarak belirtilmistir.
e Egitim yili: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yliz yiize goriigme sirasinda
sorularak elde edilmistir.
e Sigara: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz ylize gériigme sirasinda sorularak
elde edilmistir. Calismanin yapildi1 zamanki igicilik dikkate alinmgtir.
e Bilissel durum: MMDT, GBO ile degerlendirilmisti. MMDT skorlan 26 ve iistii,
islevselligi tam olan ve GBO 1 olan saglikh bireyler kontrol grubunu olusturmuslardir.
MMDT skorlar1 25 ve altinda olan ve GBO 4 ile 7 arasinda degisen DSM-IV kriterine
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gore demans ve NINCDS-ADRDA tan: kriterine gére ‘muhtemel AH’ tanisini kargilayan
olgular AH grubu olarak alinmigtir.
o BOS belirtegleri: A B140, A B142, f-tau BOS belirtegleri olarak degerlendirilmistir.
Etik kurul onami: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar:

Etik Kurulu’'nun 12 Haziran 2003 tarihli 03/11/03 no’lu toplantisi sonucunda g¢aligmanin

yapilmasinda etik agidan sakinca olmadigina dair onay alinmistir.

5.4. Verinin Toplanmas1 ve Islenmesi: Olgu grubu, 01.06.2004 ve 01.07.2004 tarihleri
arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Néroloji Anabilim Dali Demans Polikliniginde muayene
edilen Alzheimer hastalar1 arasindan segilmistir. Olgular hafif, orta, agir evre Alzheimer
hastalaridir. AH grubundaki olgulardan, lomber 4-5 aralifindan lateral dekubit pozisyonda
toplam 2.5 cc BOS alinmistir. Biyokimya tiiplerine konan BOS’lar, 1000 rpm’de 5 dk. boyunca
santrifiij edildikten sonra, dipte ¢6kelti halinde olan pargaciklardan arindirilarak AR-LAB’daki
derin dondurucuya (-75°C ’de) kaldirlmistir. Kontrol grubu nérolojik bir sorunu olmayan,
herhangi bir cerrahi girisim nedeniyle spinal anestezi uygulanmasi gereken hastalar arasindan
segilmigtir. Segilen olgularla yiiz yiize goriisme yapilip, onamlar1 yazili olarak alinarak ¢aligmaya
dahil edilmigtir. Klinik bakiyla demans1 olmadig1 tespit edilen bireylere MMDT uygulanmusgtir.
Kontrollerden, 2.5 cc BOS spinal anestezi amaciyla yapilan lomber ponksiyon sirasinda
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dalinda ¢alisgan yardimc1 aragtirmaci
koordinasyonuyla almmustir. Omekler, ameliyathaneden alindiktan hemen sonra laboratuvara
gotiriilerek AH grubundaki olgularin BOS’larina uygulanan islemlerin aymis1 uygulandiktan
sonra AR-LAB’daki derin dondurucuya kaldinlmigtir. Calismanin yapildii giine kadar tiim
ornekler derin dondurucuda korunmugtur. Orneklerin toplanmaya baslanmasindan galigmanin
yapildig: giine kadar gegen 16 aylik siire boyunca, drneklerin uygun kosullarda (- 75°C _ -70°C)
saklandigindan emin olmak igin derin dondurucu kontrol edilmistir (Elektrik kesintisi oldugunda

jeneratoriin devreye girdiginden emin olunmasi gibi).

Calismada laboratuvar gereci olarak, karbondioksid enkiibatorii, enkiibatér, faz-kontrast
mikroskobu, laminer flow kabinet, Enzyme-linked Immunoadsorbent Assay (ELISA) plak
okuyucusu, santrifiij, derin dondurucu (- 20 ve - 80°C), likid nitrojen tanki, buzdolabi, Pasteur
firini, otoklav, hot plate, pHmetre, hassas terazi kullanilmistir. PC12 kiiltiirlerinin siirdiirtilmesi
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i¢in 75 em®lik kiiltiir flasklar1 (Greiner), MTT testi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir plaklari (Greiner)

kullaniimustir.

F-tau, AP142 ELISA kitleri (INNOTEST B amiloyid(i42), Innogenetics, Gent, Belgika) ve ABi4o
ELISA kiti (Signal Select Human 8 amiloyid(40) Biosource International, California, USA)
temin edilmigtir. Caligmaya dahil edilen 15 AH’nin ve 15 kontrol olgusunun BOS’larim1 ELISA

yontemiyle f-tau, AB;4> ve AB ;4o igin degerlendirilmistir.

5.4.1. Kiiltiir Kaplarmm ve Lamellerin Polilizin Ile Kaplanmasi

Kiiltir kaplarimin  kaplanmasinda poli-p-lizin (PDL) (Sigma) kullamildi. 10 pg/ml
konsantrasyonda PDL eklenen kiiltiir kaplar1 laminer flow kabinet altinda bir saat siireyle
bekletildikten sonra kaplama malzemesi g¢ekilerek kiiltiir kaplann birkag kez steril, distile su
(Biochrom KG) ile yikandi. Ardindan laminer flow kabinet altinda kiiltiir kaplarinin kapaklar
acik birakilarak kurutuldu ve agizlan parafilm ile sarilarak hiicrelerin ekimine kadar saklandi.

PC12 hiicre hatti1 Fransa’dan temin edildi. PC12 hiicreleri % 10 oraninda at serumu, % 5
oraninda fetal inek serumu, 50 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin eklenen RPMI1640
kiiltir ortam1 iginde PDL ile kaplanmis kiiltlir kaplarina ekildi. Kiiltiirler sikigtk duruma
geldiklerinde (genellikle haftada bir) pipetleme islemiyle mekanik olarak kiiltiir kaplarindan
ayrilarak 1/4 oraninda pasaj yapilarak kiiltlicler siirdiirtildii. Kiiltlirler karbondioksid
enkiibatoriinde (% 5 oraninda karbondioksid igcermektedir) ve 37°C sicaklikta tutuldu. PC12
kiiltiirlerinin ortami iki giinde bir taze kiiltiir ortamiyla 2/3 oraninda tazelendi.

5.4.2. In Vitro Deneyler

In vitro deneyler i¢in, 96 kuyucuklu ve PDL ile kaplanmig Kkiiltiir kaplarma 50 000
hiicre/kuyucuk/200 pl kiiltiir ortam1 yogunlugunda ve % 3 oraninda serum (% 2 at serumu ve %
1 fetal inek serumu) igeren Kkiiltlir ortami i¢inde ekilmis olan PC12 hiicreleri kullanildi.
Deneylerde diigiik serum igeren kiiltiir ortamina gegilmesinin amaci, hiicrelerin deneyler
sliresince gogalmasini Onlemek ve serumun igerebilecegi koruyucu faktorlerin etkisinden
~ kagmmaktir (61). Deneylerde her bir kogul igin en az Uglii es 6rnekler ¢aligilarak deneyler ayn1
standart kosullarda en az ii¢ kez tekrarlandi. Deney giinii BOS rnekleri ¢oziildiikten sonra 56°C
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sicaklikta 30 dakika siireyle isitilarak inaktive edildi. Bu iglemin amaci BOS &rneklerinin
icerebilecegi kompleman faktorlerinin inaktivasyonu yoluyla komplemana bagl olabilecek hiicre
Olimii olasihigmin diglanmasidir. Bu iglemler sonrasi hasta ve kontrol BOS &rnekleri 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk bagma 20 pl hacimde eklendi. Boylece, Alzheimer ve
kontrol BOS’unun eklenmedigi saf hiicre hatt1 kuyucuklari, AH grubunun BOS’larinin oldugu
kuyucuklar ve kontrol BOS’larinin eklendifi kuyucuklar elde edildi. Kiiltiirler daha sonra
karbondioksid enkiibatoriinde 48 saat siiresince enkiibe edildi. Bu siirenin sonunda hiicre

canlihgt MTT testi ile degerlendirildi.

5.4.3. MTT Testi

MTT ybntemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin oranm1 kolorimetrik y6ntemle kantitatif
olarak saptanabilmektedir. Bu ydntem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin
tetrazolium halkasin1 pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (61,62). Bu reaksiyon frajil bir
mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimhdir. Tetrazolium
halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyast koyu mavi-mor formazan iiriiniine
doniismektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte
boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu ySntem
hiicrelerin MTT boyasiyla enkiibasyonu, presipite reaksiyon lriiniiniin ¢4ziiniir hale getirilmesi
ve reaksiyon {irliniiniin kolorimetrik olarak OSl¢iimii basamaklarindan olugmaktadir. Ayrintili
deney basamaklari su gekildedir:

1. 100 mg MTT (Sigma) maddesi 10 ml hacimde PBS (Phosphorylated buffer solution- Fosforile
edilmis tampon ¢&zelti) ig¢inde ¢oziilerek % 0.5°lik (10 mg/ml konsantrasyonda) stok MTT
soliisyonu steril ve karanlik kosullarda hazirlandi. Soliisyon 0.22 pm’lik filtre ile siiziilerek
debrisler uzaklagtirildi. Bu soliisyon karanlik ortamda ve 4°C sicakhikta bir ay kadar bir siire
saklanabilmektedir.

2. Deneylerde herhangi bir toksik ya da koruyucu ajan eklenmeyen kiiltiir kosullar1 kontrol
olarak kullanildi. Doksanalti kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilen ve degisik toksik ve/veya

koruyucu ajanlarin degisik dozlariyla karsilastirilan kiiltiirlere hedeflenen enkiibasyon siiresinin

sonunda 10 ul/kuyucuk hacimde MTT soliisyonu eklendi.
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3. Kiiltir plaklarn aliiminyum folyo ile sarilarak % S karbondioksidli nemli hava igeren
karbondioksid enkiibat6riinde 37°C sicaklikta 4 saat siireyle tutuldu.

4. Enkiibasyon siiresinin sonunda faz-kontrast “inverted” mikroskop altinda canli hiicrelerde mor

renkte formazan kristallerinin olustugu, 6lii hiicrelerin ise boyanmadig: saptandi.

5. Kiltiir plagi, plak rotoru kullanilarak 1250 rpm hizda 5 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij

sonras1 ¢okelti atildi.

6. Formazan kristallerini ¢Oziiniir duruma getirmek igin Onceden hazirlanmig solubilizasyon
soliisyonu 100 pl/kuyucuk hacimde eklendi. Bu soliisyon isopropranolol i¢inde hazirlanmig 0.04
N HCI soliisyonundan olugmakta ve oda sicakliginda saklanmaktadir.

7. Kiilttir plagn DEUTF Hematoloji laboratuvarinda bulunan ELISA plak okuyucusuna konularak
absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda okutuldu. Referans dalga boyu olarak 650 nm dalga
boyu kullamldi. Herhangi bir ajan eklenmeyen kontrol kiiltiirlerinden elde edilen absorbans
degerlerinin aritmetik ortalamasi % 100 olarak kabul edildi. Degisik ajanlar eklenen kiiltiir
kosullarindan elde edilen absorbans degerlerinin her biri ortalama kontrol absorbans degerine

oranland1 ve bu degerin ytizdesi olarak gsterildi.

5.5. Veri Coziimlemesi: SPSS 11.0 paket programi ve Epi-info 2000 programi kullanilarak,
dagilimlar degerlendirilmis, sayimla elde edilen degiskenlerde (cins, yas grubu, egitim grubu,
sigara iciciligi) arasindaki farkliliga Ki-kare (x> Yates, Fisher-Exact test) analizi, Slgiimle elde
edilen veride ve siirekli degiskenlerde (yas ortalamasi, egitim yili ortalamasi, AB;40, AP142, f-
tau ve MTT absorbans ortalamalari) arasindaki farklilia gruplar nonparametrik kosullari
sagladigt igin Mann Whitney U testi ile bakilmigtir. Klinik taniya gore f-tau igin kesim noktasi
belirleme amaciyla ROC egrisi ¢izilmis ve bu galigmaya 6zgii f-tau kesim noktasi belirlenmigtir.
Caligmada p< 0.05 diizeyi anlamli kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

Yukaridaki olgu ve kontrol tanmimlamasina uyacak sekilde 15 olgu, 15 kontrol g¢aligmaya
alinmigtir. Aragtirmaya katilmasi igin teklif gotiirtilen hastalarin ancak onda biri aragtirmaya
katilmak igin goniillii olmugstur. Az sayida hasta bu konuda kendi kararin1 verebilecek biligsel
yetiye sahip olduundan, ¢aligmaya katilim i¢in, hem hastalardan hem de hasta yakinlarindan
onay istenmistir. Aragtirmaya katilmayan hastalarin katilmama nedenleri ¢ogunlukla; hasta
yakinlarmin ya da hastalarin lomber ponksiyon islemine riza gfstermemeleri olmugtur. Hasta
yakinlarinin ya da hastalarin bildirdigi diger bir neden de, bu islemin kisa dénemde tedaviye bir

katkisinin olmamasidir,

Olgularin yas ortalamasi 69.7+10.5, kontrollerin yas ortalamasi 67.3+11.3 bulunmugtur. Yag
ortalamalar1 arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=0.63). Olgularin egitim ortalamalar1 7.8 +
4.7 yil ve kontrollerin egitim ortalamalart 7.5+ 5.9 yil olarak saptanmistir. Egitim siirelerinin
ortalamalar1 arasinda anlamh farklihk bulunmamistir (p=0.86). Olgularin hastalik siiresi
ortalamas1 2.67 yil (SS=1.76 yil) bulunmustur. Hastalik baglangi¢ yas1 ortalamasi 67.07
(SS=10.86) saptanmistir. Olgu ve kontrollerin bazi &zelliklerine gére dagilimlar1 Tablo 3’de

Ozetlenmigtir.

Olgu ve kontrollerin, BOS belirtegleri ve yas degiskenleri arasinda, ayr1 ayr1 korelasyonlara
bakilmigtir. Her iki grupta da say1 30’un altinda oldugu i¢in Spearman korelasyonu ile birliktelik
degerlendirilmigtir. Olgularda, yas ve APj4¢ belirteci arasinda anlamli, giiclli, pozitif bir
korelasyon saptanmigtir (Spearman Rho = 0,709 p=0,003). Diger belirteglerle yas arasinda bSyle
bir anlamlilik saptanmamigtir. Kontrollerde, yas ile APi4 belirteci arasinda anlaml, giigli,
negatif bir korelasyon saptanmistir (Spearman Rho = -0,617 p=0,014).

Olgularda, BOS belirtegleri ile hastalik siiresi arasinda korelasyonlara bakilmistir. Grubun sayis:
15 oldugu igin Spearman korelasyon sayisi ile degerlendirilmistir. Yalmzca f-tau ve hastahk
sliresi arasinda pozitif, orta diizeyde anlamli bir birliktelik saptanmigstir (Spearman Rho = 0,575
p=0,025)
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Tablo 3: Olgu ve kontrollerin demografik ve sigara kullanim &zelliklerine gére dagilimi1

w Olgu Kontrol Toplam
Ozellik P
Say1i  %* Sayi1  %* Sayi1  %*
Yayg grup
64 yas ve altinda 3 200 5 333 8 26.7
0.681***
64 yas lizeri 12 80.0 10 66.7 22 733
Cins
Erkek 8 533 8 533 16 53.3
1.000**
Kadin 7 46.7 7 46.7 15 46.7
Egitim
Okur-yazar degil, okur yazar 2 133 4 267 6 20.0
Ilkokul ve tizeri egitim 13 86.7 11 733 23 80.0  0.651%%x*
Sigara kullanim 6zellikleri
Igiyor 2 133 4 26.7 6 20.0
) 0.651%**
Igmiyor 13 86.7 11 733 23 80.0

*siitun yiizdesi ** x* Yates*** Fisher-Exact test

Olgu ve kontrollerin, 64 yas sinir alindifinda yas grubuna gére dagilimi, cinse, egitim grubu ve
sigara igicilik varligina gore dagilimi benzer saptanmigtir (Tablo 3).

Tablo 4: Olgu ve kontrollerin MMDT ve GBO skor ortalamalarin gére kargilagtiriimasi

. Olgu Kontrol p*
Ozellik Ortalama  Standart  Ortalama  Standart
Sapma Sapma
MMDT 17.67 6.59 27.40 1.64 0.000
GBO 4.60 0.91 1.00 0.00 0.000

* Mann-Whitney U testi

Olgu ve kontrollerin kognitif yeterlilikleri MMDT ve GBO ile degerlendirildiginde, MMDT skor
ortalamasinin olgularda anlamli olarak diistik oldugu GBO ortalamasinin ise olgularda anlamli
olarak yiiksek oldugu saptanmagtir.
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Tablo 5: Olgu ve kontrollerin BOS belirtegleri ve canli kalan hiicre sayisi ortalamalarma goére

kargilastiriimasi
Olgu Kontrol p*
Ozellik Ortalama  Standart  Ortalama  Standart
Sapma Sapma
A B142 (pg/ml) 830.0 279.7 1086.6 409.9 0.054
A P40 (pg/ml) 7388.9 4103.9 12031.5 5297.9 0.014
ftau (pg/ml) 97.1 41.4 66.9 30.1 0.04
MTT absorbans ortalamasi 74.1 13.7 84.7 12.1 0.056
*Mann-Whitney U testi

AH’li olgularin ve kontrollerin BOS belirtegleri ortalamalar1 kargilastirildiginda, olgularin AB;.4
ortalamalarinin kontrollerin ortalamalarindan anlamli olarak diisiik oldugu (p=0,014) ve f-tau
ortalamalarmin ise anlamh olarak yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,04). AH’li olgularin AB;.4
ortalamalart kontrollerin ortalamalarindan daha diisiik izlenimi verse de, bu fark istatistiksel
anlamliliga ulagmamigtir (p=0,054). Canl1 kalan hiicre sayis: ortalamalar1 degerlendirildiginde,
olgularin canli kalan hiicre sayisi ortalamasinin daha diisiik olmaya egilimli oldugu, ancak bu
farkin anlaml olmadi$1 saptanmistir (p=0.056).
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Sekil 3: f-tau igin ROC egrisi
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Klinik tami esas almnarak f-tau igin ROC egrisi ¢izilmigtir. Buna gore f-tau’nun olgulan
kontrollerden ayirt etme esik degeri 74.34 pg/ml ve bu deger igin duyarlilik %73.3, dzgiilliik
%80 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4: A4z igin ROC egrisi
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Klinik tam1 esas alinarak Ai4, i¢in ROC efrisi ¢izilmistir. Buna gére Afi4;’nin olgulan
kontrollerden ayirt etme esik degeri 931,25 pg/ml ve bu deger i¢in duyarlilik %40, 6zgiilliik %27
olarak hesaplanmistir.
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Sekil 5: AP i¢in ROC egrisi
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Klinik tam1 esas alinarak APi4o icin ROC egrisi ¢izilmigtir. Buna gtre AP;40’in olgulan
kontrollerden ayirt etme esik degeri 6792 pg/ml ve bu deger i¢in duyarhlik %53, dzgiillik %20
olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 6: Olgu ve kontrollerin f-tau degerleri
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Sekil 6°da olgu ve kontrollerin f~tau degerlerinin dagilimi goriilmektedir. Olgularin f-tau deger
ortalamalar1 97.14+41.1 pg/ml, kontrollerin f-tau defer ortalamalan 66.9+30.1 pg/ml olarak
hesaplanmigtir. Olgulardaki f-tau degerlerindeki yiikseklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmugtur (p=0.04)
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Sekil 7: Olgu ve kontrollerin AP;.4; degerleri
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Sekil 7°de olgu ve kontrollerin AB;4» degerlerinin dagilim: goriilmektedir. Olgularin A, 4>
deger ortalamalari 830+279.7 pg/ml kontrollerin AP;4, deger ortalamalar1 1086.6+409.9
pg/mlolarak hesaplanmigtir. Olgulardaki APi4; degerlerindeki disiikliik istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p=0.054).
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Sekil 8: Olgu ve kontrollerin AB;.49 degerleri
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Sekil 8°’de olgu ve kontrollerin APi4o degerlerinin dagilimi goriilmektedir. Olgularin AP .40
deger ortalamalar1 7388.9+4103.9 pg/ml kontrollerin APj4o deger ortalamalar1 12031.5+5297.9
pg/ml olarak hesaplanmistir. Olgulardaki AB;4o degerlerindeki dustikliik istatistiksel olarak
anlamli bulunmusgtur (p=0.0§14).
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Sekil 9: Olgu ve kontrollerin MTT abzorbans ortalamalari (450 nm’de)
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Sekil 9°da olgu ve kontrollerin MTT abzorbans ortalamalar goriilmektedir. Olgularin MTT
abzorbans deger ortalamalart 74.1+13.7 kontrollerin abzorbans ortalamalar1 84.7 +£12.1 olarak
hesaplanmigtir. MTT abzorbans degerleri hesaplanirken; oncelikli olarak iginde higbir geyin
olmadif1 ortamin abzorbans1 Sl¢iilmiistiir (99x10™) Daha sonra saf hiicre hattinin abzorbansi
Slgiilmiis ve ortamin abzorbans degeri bundan gikartilmigtir (104x107%). En son olarak her bir
olgunun ve kontrolliin abzorbans degerleri Glgiilmiis, ortamin abzorbans degeri diigiilerek net
sonuglar alinmigtir. Olgulardaki MTT abzorbans deger ortalamalarindaki diisiikliik istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmamigtir (p=0.056)

Hiicre hattinda canli kalan hiicre say1si, yilizde degerler olarak hesaplanmigstir. Bu degerler, tiim

olgu ve kontrollerin BOS abzorbans degerlerinin, tek tek saf hiicre hatti abzorbans degerlerine

béliinerek elde edilmigtir. Bu degerler, ortalama olarak gekil ,I%’da gosterilmigtir.
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Sekil 10: Olgu, kontrol ve o6mek eklenmemis saf hiicre hattinin MTT abzorbans ortalamalar
(450 nm’de)
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Sekil 11: Olgu ve kontrol BOS 6rneklerini igeren hiicre hattinin canli kalim yiizdeleri
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7. TARTISMA

Giiniimiizde insanlaﬁn ortalama yagam siiresinin uzamasina paralel olarak yaghlarda goriilen
saghk sorunlarmin prevalansinda artis gozlenmektedir. Alzheimer hastalii da bu saglik
sorunlarindan biridir. AH, ndrodejeneratif hastaliklar igerisinde en sik goriilen (2) ve bir kez
kaybedildigi zaman yerine yenisi konamayan beyin hiicrelerinin &liimiine neden olan ilerleyici
bir hastaliktir (28). Giiniimiizde, bir hastaya klinik olarak AH tanis1 konuldugunda, patolojik
olarak geri déniigsiiz beyin hasarinin oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalar, klinik bulgular
ortaya gikmadan 15 ile 20 y1l kadar dnce ndron yikimina neden olan patolojik slirecin baglamis
oldugunu diigiindiirmektedir (68,69). AH’de saptanan patolojik bulgulardan (NFY, AP, néron,
sinaps kaybi) hangilerinin demansin giddetiyle daha yakindan iligskili oldugu net olarak
bilinmemektedir. Ancak hastalifin klinik olarak ortaya g¢ikmasindan 6nce néropatolojik
anormalliklerin geligmis oldugu netlesmistir (70). Parkinson hastaliinda, tablo klinik olarak
belirgin hale geldiginde substantia nigra pars kompaktadaki pigmente noronlarin %50-60’nin
kaybedilmis olmas: gibi (71), AH’de de klinik bulgular saptandiinda, bellek islevinde gok
6nemli rol oynayan entorinal korteksteki néronlarin %50’si kaybedilmis olmaktadir (52).

Her ne kadar AH’nin patolojik gostergeleri hakkindaki bilgiler netlesmis olsa da; kognitif agidan
tamamen saglikli bir yaglilik dSneminden sonra yapilan otopsilerin bir kisminda, AH i¢in kabul
edilmis patolojik tam1 kriterlerini kargilayan bulgularin bildirilmesi (41,42,68) kafa
karigtirmaktadir. Belki de, AH’nin klinik olarak belirgin hale gelmesi igin agiimasi gereken
patolojik esik kigiden kisiye farkliik gostermektedir. Bu durumda AH klinik olarak ortaya
¢ikmadan 6nce belirteglerini saptayip, patolojiyi gelismeden durduracak tedaviler gelistirmek
gerekmektedir. Yakin zamanlarda buna iligkin bir tedavi gabast beta amiloyid asis1 olmus ve
yararli etkileri deneysel olarak gosterilmistir. Bu aginin immiinolojik yonden diizeltilmesi
¢abalarmin Oniimiizdeki birkag yilda sonug verecegi diisliniilmektedir (13). Tiim bu ¢abalar
presemptomatik ya da semptomatik olgularin belirlenmesine yonelik biyolojik belirteglerin
aragtirilmasin1 haklh kilmaktadir. En iyi belirtegler patolojik siireg ile dogrudan iligkili olanlar ya
da sadece patolojinin sonucu olarak oluganlardir. Ayrica bu belirtegler ileri evre AH’ye yol

agabilecek bir patolojinin varligini, olabilecek en erken donemde saptayabilmelidir.
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Bu c¢aligmada, AH’li olgularin BOS Orneklerindeki biyolojik belirtegleri kontrollerin
BOS’larindaki degerlerlerle kargilastirmak ve AH’li bireylerin BOS’larimin hiicre hattina
sitotoksik etkisinin olup olmadifim 6grenmek amaglanmistir. Bunun igin, mevcut bilgiler
1s1ginda duyarliik ve 6zgiillligii en {ist diizeyde oldugu gesitli galigmalarda saptanan A4,
APB1.4> ve f-tau biyolojik belirte¢ olarak aragtirilmigtir.

AB, amiloyid plaklarin ana bilesenidir (67). AB’nin AH’de biyolojik belirteg olarak
kullamlabilecegine dair ilk g¢aligmalarin sonuglar1 hayal kirikligi yaratmistir (75,76,77) AP
degerleri AH’lilerin BOS’larinda hafif azalmis ya da degismemis olarak saptanmistir. Bu
¢aligmalarda total AP degerlerine bakilmigtir. Daha sonra AP’nin iki tane karboksil ugla
sonlanan formu oldugu anlagiimigtir: ABj49 (AB’nin 40 aminoasitli formu) ve AB;4> (AB’nin 42
aminoasitli formu) (73,74). Ayrica, ABi42’ nin ¢6kelmeye en egilimli ve hizlica amiloyid plak‘
olugturan form oldugu saptanmigtir. Bu forma yénelik ilk ELISA y6ntemleri yayinlanmigtir (78,
79). Bizim ¢aligmamizda, AH vakalarindaki BOS AB;4; deger ortalamalari, kontrol
olgularindaki BOS AB,.4, deger ortalamalarina gore diisiik izlenimi vermekle birlikte, aralarinda
anlaml fark tespit edilmemigtir (p=0.054) (Tablo 5). Ayni sekilde, APj42’nin AH’de ve
kontrollerde anlamh fark g6stermedigini bulan bagka galigmalar da vardir (80, 81). Ancak, hem
APBi4, hem de APj40’in kontrollerden daha diisiik oldugu (66, 81) ve ABj42’nin patogenezle
daha yakindan ilintili olduguna ait kanitlar da vardir (11,66,81). Yapilmis bir metaanaliz
caligmasinda AB;42’nin %90 oraninda duyarhihifa ve %86 oraninda 6zgiilliige sahip oldugu
belirtilmistir. Fakat, bizim ¢aligmamizda klinik tani esas alinarak, Af;4, igin gizilen ROC
egrisinde bu diizeyde duyarlilik ve ozgiillige ulagilamamistir. AP;4’nin yagla ilgili olup
olmadig1 aragtinldiginda ise kontrollerde, yas ile AP+ belirtegi arasinda anlamli, giiglii, negatif
bir korelasyon saptanmistir (Spearman Rho =-0,617 p=0,014). Bu bulgu, A plak birikintilerinin
yasla beraber artmak zorunda olmamasi, bireyden bireye degisebilen, bir tiir kisiye 6zel dagilim
sekli gosteren bir madde olmasi ile agiklanabilir (33). Normal bireylerde yas arttikga BOS’ta
AB;.4,’ nin sabit kaldigin: bildiren galiyma da mevcuttur (91).

AH’de BOS tau, ABj.4;, AB14o degerlerinin ne oranda tanisal oldugunu anlamak igin yapilan, ti¢
yillik bir ¢aligmada (66), 17 hastanin baglangi¢ ve 36. ay BOS’larinda tau, ABj4, ABi40
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degerlerine bakilmig ve hastalarin %82’nde A4, degerlerinde, % 88°nde A;49 degerlerinde
istatiksel olarak anlamli azalma saptanmistir. Onyedi hastanin 9’unda tau degerleri yiiksek
¢ikarken, 8 hastaninkinde diigiik ¢ikmistir. APOE’nin bir alleli olan €4’ yiiksek oranda
bulunduranlarda AH’nin gelisme yiizdesinin yiiksek oldugu bilinmektedir (1). APOE’nin
amiloyid birikimi iizerine etkisini arastiran ¢aligmalarda, APOE4’iin AP;4, birikiminden ¢ok
APi4 birikiminine yol agmasi (85,86), ABj40’in gdzden kagirilmamasi gereken bir belirteg
oldugunu diigiindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda da, Alzheimer grubundaki AP;4o degerleri,
kontrol grubuna gére, anlamli oranda diisilk bulunmus (p=0,014) (Tablo 5) ve APi4¢’1n
Onemli bir belirte¢ oldugunu desteklemistir. Ayrica, olgularin yaglar1 ve A4 belirteg degerleri
arasinda anlamh, giiglii, pozitif bir korelasyon saptanmugtir (Spearman Rho = 0,709 p=0,003). Bu
istatiksel deger her ne kadar nedenselligi ifade etmese de birlikteligi ortaya koymasi agisindan
carpicidir. Ancak, bu sonug yag arttikga, BOS’ta AP;40’1n azaldiim belirten g¢aligmanin (91)
tersine, ileri yastaki AH olgularinda kontrollerdekine benzer bigimde daha yiiksek degerlerin
gOriilmesini yordamaktadir. Bununla birlikte Mesulam’in da belirttigi gibi (33) APi4o’in yasla
birlikte degiskenlik gostermesi kisiden kisiye degisen bir durum oldugu i¢in ¢aligmalarda farkli

sonuglarin gikmasi beklenebilir.

AH’ye yonelik tanimlanmis en son biyolojik belirteg f-tau proteinidir. Fosforile tau proteinin
degisik epitoplarimi (threonin 181 ve 231, threonin 181, threonin 231, serin 235, serin 199,
serin 296 ve 404) saptamak i¢in ELISA yontemleri geligtirilmigtir (9,56,57,58). Bu
¢alismalarin da dahil oldugu toplam 11 ¢alismada 800 Alzheimer hastasi, 370 kontrol olgusu
¢ahigilmigtir. Sonugta f-tau’nun %92 duyarlihik ve %80 &zgiillikle AH’yi normal
yaglanmadan ayirt edebildigi saptanmigtir. BOS’da f-tau’nun -t-tau’nun aksine- iskemik inme
ve JCH’de artmadi@1 gosterilmistir (60,83). Ayrica, depresyon gibi psikiyatrik hastaliklarda (55,
83), ALS ve parkinson hastalif1 gibi kronik nérolojik hastaliklarda (15,55,84), vaskiiler,
frontotemporal ve LCD’de f-tau’nun BOS’da normal diizeylerde, AH’de artmis degerlerde
oldugunu tespit etmis caligmalar mevcuttur (15,84). Sonug olarak f-tau’nun AH i¢in duyarhiligi
t-tau, APi4 ve APj4’ye oranla daha yiiksektir (11). Bizim ¢aligmamizda duyarhlik ve
Ozgiilliigii yiiksek olarak diistiniilen theronin 181°de fosforile olmug tau kullaniimigtir. Alzheimer
hastalarinin BOS f-tau deger ortalamalari, kontrol grubunkine oranla anlamli derecede artmig
olarak bulunmustur (p=0.04) (Tablo 5). Bu galismada f-tau’nun, AH’nin AH olmayanlardan
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ayirt edilmesinde ABi4 ve APi4’den daha duyarli ve 6zgiil biyolojik belirteg oldugunu
gostermistir (Grafik 1,2,3) Ayrica, olgularda, BOS belirtegleri ile hastalik siiresi arasinda
korelasyonlara bakildiginda yalmzca f-tau ile hastalik siiresi arasinda pozitif, orta diizeyde
anlamli bir birliktelik saptanmigtir (Spearman Rho = 0,575 p=0,025). Bu sonug, hastalik siiresi
arttikca f-tau diizeyinin artacagimi 6ngérmekte ve Alzheimer hastalifi ile f-tau dizeyinin
yiiksekliginin birlikteligine isaret etmektedir.

Bu ¢aligmada ayrica AH grubundan elde edilen BOS’larin sitotoksik olup olmadigi
arastinlmigtir. Daha 6nce sigan mezensefalik hiicre kiiltiirlerinde Parkinson hastalarindan alinmig
BOS o&rneklerinin, dopaminerjik noronlarin fonksiyonlarini ve biiylimelerini durdurduklar
goOsterilmigtir (23). Srinivasan ve ark (1998) tip II diabetik noropatili hastalarin serum
Orneklerinin ndron hiicre kiiltiiriinde komplemandan bagimsiz, kalsiyum bagimli apoptozis
yaptiklarint géstermiglerdir (27). Ayrca multipl skleroz idrar 6meklerinin in vitro sigan glia
kiiltiirlerine toksik etkilerini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (25,26).

Pauwels ve ark (1992) tarafindan yapilan ¢alisma, 7 Alzheimer hastasinin ve 26 saglikli
kontroliin BOS’u; ayrica, frontal kortekste NFY tespit edilmis 2 Alzheimer hastasinin ve
beyinlerinde NFY olmadigindan emin olunan 2 kontroliin otopsi ile alinmig frontal korteks ve
hipokampus Srnekleri ile yapilmistir. Bu 6rneklerin, 17 giinliik bir sigan embriyosunun oksipital
korteksinden hazirlanmis hiicre kiiltiirii iizerine sitotoksisitesine bakilmistir. Sonugta, kontrol ve
AH grubu hipokampus Orneklerinin hiicre kiiltiirlinde yarattiklar1 etki arasinda bir farklihk
saptanmamugtir. Fakat AH grubunun BOS ve frontal korteks 6rneklerinin kontrol grubuna gére
anlamli oranda hiicre canliligim arttiric1 etkileri oldugu tespit edilmistir (22). Calismada, AH
Orneklerinin néron koruyucu etkileri, AH ‘nin beyinlerinde olmayip, saglikli bireylerde oldugu
Uchida ve ark’nin (1991) (87) yaptig: bir ¢aligmada g&sterilen ‘biiyiime yok edici faktore’[(BYF)
growth inhibitory factor (GIF)] baglanmigtir. BYF igeren Orneklerin hiicre hattinda canhligi
azaltici yonde etki gosterdikleri sonucuna varilmistir. Bu protein, saglikli insanlarin beyinlerinde
saptanmigtir, fakat AH kortekslerinde BYF-pozitif astrositlerin dramatik olarak azaldiklar1 tespit
edilmistir.
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Bizim c¢alisgmamizda, ekledigimiz BOS’larin PC12 hiicre hattinda ne oranda sititoksisite
yarattifini anlamak i¢in MTT abzorbans degerlerine bakildiginda, AH grubunun MTT deger
ortalamalarinin kontrol grubuna oranla daha diigiik olma egiliminde olmakla beraber, aralarinda
anlamli bir farklilik olmadig tespit edilmistir (p=0,056) (Tablo 5). Sonuglarimiz Pauwels ve
ark’nin yaptiklar1 c¢alismayla uyusmamaktadir. Bu durum, iki calismadaki olgu-kontrol
sayilarindaki farktan ya da ¢alijmamizdaki hastalarin gogunda asetilkolinesteraz inhibittrii (AED)
kullamlmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak, AEI kullamiminin, amiloyid beta (90) ve serbest
radikallerle (89) yaratilan PC12 hiicre hattindaki hasarlanmay: azaltic1 etkileri oldugunu bildiren
calismalar vardir. AEI’nin hiicre koruyucu etkisinin gosteren bu ¢alismalar, Pauwels ve ark’ ile
bizim ¢alismamiz arasindaki farkin, ilag kullanimindan bagimsiz oldugunu diistindiirmiis, bu iki

¢alismada elde edilmig farkli sonuglan agiklamada yardimer olmamigtir.

Biitiin bu kafa karistiric1 sonuglar Alzheimer hastalarmin BOS’larinda, koruyucu ya da toksik
maddelerin aragtirilmasini gerektirmektedir. Eger AH’de BOS’ta sitotoksisiteye ait veri yoksa bu
toksik etmenin periferden kaynaklanabilecegi de diisiiniilebilir. Engelhardt ve ark’min (2000)
(21) yaptiklar1 galismada Alzheimer hastalarinin serumlarindan izole ettikleri IgG ‘nin sigan
beyinlerindeki kolinerjik noronlari harap ettiklerini géstermis olmalari, BOS diginda nérotoksik
etken tagiyan viicut elemanlann olabilecegi goriisiinii destekler niteliktedir. Bu g¢aligmaya
dayanarak, koruyucu ve/veya toksik etkenlerin ortaya konmasi igin, BOS un yan1 sira, Alzheimer
hastalarinin serum ve idrar 6rneklerinin de hiicre hattina toksik etkilerini aragtiran ¢aligmalarin

yapilmas1 uygun olacaktir.
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8. SONUC

1-Calismamiz, AH’li olgular i¢in biyolojik belirteglerden f-tau ve AP;4 BOS diizeylerinin
kontrollerden farkli oldugunu, bunlardan da f-tau’nun, klinik tam Slgiitleri esas alindiginda, en
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilltige ulagtifim gdstermistir.

2-Calismamizda, olasi bagka bir g¢alisma i¢in AH’de BOS f-tau esik degeri (74.34 pg/ml)

populasyonumuz ve laboratuvarimiz i¢in saptanmustir.

3-Caligmamizda, AH’li BOS’larin PC12 hiicre hattina sitotoksik etkisi gosterilememistir. Ancak
elde ettigimiz sonuglar genis olgu serilerinde bu sonucun degisebilecegini diiglindlirmiistiir.

4-Caligmamiz sonucunda, AH’de koruyucu ve/veya toksik etkenlerin ortaya konmasi igin,

BOS’un yan sira, serum ve idrar Srneklerinin de hiicre hattina etkilerini aragtiran ¢aligmalarin

yapilmasinin uygun olacag diisiiniilmiistiir.
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Ek 1: Alzheimer hastalar1

Ad soyad | Cinsiyet | Yas Egitim Hastahk | Hastahk | MMDT | GYO
siiresi (y1l) | baslangi¢ | siiresi (y1l)
yasi (yil)
G.T. E 69 11 64 5 21 4
H.M. E 58 15 56 2 25 4
F.A. K 45 5 44 1 14 4
S.H.C. E 67 11 62 5 10 6
M.C. E 67 10 65 2 7 6
H.B. K 77 0 76 1 14 5
C.B. K 76 5 74 2 21 4
GK. K 64 8 59 5 9 6
H.E. E 70 12 64 6 24 4
AR.O. E 71 5 71 1 26 4
H.A. K 72 5 70 2 21 4
N.G. K 67 5 64 3 20 4
F.P. K 76 0 74 2 15 6
B.O. E 72 10 71 1 27 4
M.K. E 94 15 93 1 21 4
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Ek 2: Kontrol grubu

Ad soyad | Cinsiyet | Yas | Egitimn | MMDT | GYO |
siiresi (y1l)
S.U. K 52 0 26 1
A.C. E 54 5 27 1
AA. K 51 13 30 1
H.S. E 54 19 30 1
S.C. E 61 5 28 1
M.P. E 72 5 26 1
G.0. K 80 10 27 1
M.D. E 78 15 27 1
KK K 71 0 27 1
R.D. K 76 0 26 1
O.A. E 65 10 29 1
M.O. K 68 8 30 1
H.AS. E 74 3 26 1
CE. E 72 5 27 1
AT. K 88 8 25 1




