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ALZHEIMER HASTALARINDA SERUM LEPTIN DUZEYI VE LEPTIN GEN c.-
2548 G>A POLIMORFIZMi ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

(YUKSEK LiSANS TEZI)

IBRAHIM SEYFETTIN CELIK

OZET

Alzheimer hastaligi, hafif-orta-agir bellek bozuklugu ile beraber dil, idarecilik,
karar verme islevlerinde, dikkatte, oryantasyonda ve kisilikte bozukluklar, edinilmis
entelektiiel becerilerde progresif bir kayip ile kendini gosteren ilerleyici ve fatal
norodejeneratif bir hastaliktir. Yapilan son c¢alismalarda Alzheimer hastaliginin
fizyopatolojisinde leptin hormonunun 6nemli rolii olduguna iligkin bilgiler mevcuttur.

Leptin adipd6z dokudan salinan peptit yapisinda bir hormondur. Leptinin beyin
iizerinde kavrama ve yashlikla iligskili cok cesitli etkisi bulunmaktadir. Son ¢alismalarda
hipokampal gelisimi ve fonksiyonu iizerinde 6grenme ve hafiza siiregleri gibi leptinin
etkisinin belirleyici oldugu gosterilmistir. Ayrica yapilan diger ¢aligmalarda plazma leptin
seviyesinin kognitif bozukluklarla iligkisi bulunmustur. Yiiksek leptin seviyesiyle demans
riskinin azalmasi arasinda iliski belirtilmistir.

Yapilan calismalarda kan yaglarmin Alzheimer hastaligi i¢in bir risk faktorii oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada Alzheimer hastaliginda serum leptin diizeyi ve leptin gen c.-
2548 G>A polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmak amaclanmistir. Bunun igin
Alzheimer tanis1 konmus 61 hasta ve nérodejeneratif hastaligi olmayan 60 saglikli birey
calismaya dahil edilmistir. Total kolesterol, HDL, LDL, VLDL ve Trigliserit degerleri
Olciilerek kan yag degerlerinin serum leptin diizeyi ve leptin gen c.-2548 G>A iliskisi
incelenmistir.

Arastirmamiza gore kontrol ve hasta gruplar1 arasinda genotipler bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
serum leptin diizeyi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0001). Kan yag degerleri
diizeyleri kontrol ve hasta gruplarinin karsilastirilmasinda LDL, Trigliserit, Total
Kolesterol ve VLDL 6l¢iim degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastalig1, Leptin

Sayfa Adedi: 44
Damsman: Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN
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STUDY OF CORRELATION BETWEEN ALZHEIMER PATIiENT SERUM
LEPTIN LEVEL AND LEPTIN GENE -2548 G/A POLYMORPHISM.

(M.Sc. THESIS)

IBRAHIM SEYFETTIN CELIK

SUMMARY

Alzheimer’s disease 1is a progressive neurodegenerative condition with mild to
severe memory deficiency which effects the language, cognitive decision making capacity,
concentration, orientation and characteristic changes with the lost of intellectual abilities of
an individual. From the latest physiopathological studies, leptin hormone was seen to be
involved in important aspect of Alzheimer’s disease.

Leptin is a peptide hormone that is secreted from the adipose tissues. Leptin plays
an important role on the brane and has many effects on the aging process. Latest studies
show the leptin effect on hippocampal growth and function which effect the memory
process. Other studies have also portrayed correlation between plasma leptin levels with
cognitive disorders. High levels of leptin have shown demans risk to be lowered.

In the studies conducted, fat levels in the blood have depicted a risk factor for
Alzheimer’s disease. The objective of this study was to show the relationship between
serum leptin levels and leptin gene -2548 G/A polymorphism on alzheimer patients. 61
alzheimer patients and 60 healthy individuals without neurogenerative disease have been
included in this study. Using centrifuge to separate the plasma for leptin serum levels from
8 ml blood collected in EDTA tubes from fasting individuals, ELISA method was used.
The remaining cell blood elements was used in salting out to extract DNA for leptin gen -
2548 G>A polymorphism study. After modifying the RCR-RFLP method to meet our
laboratory requirements used by Gotoda and friends, leptin gene promoter area was
depicted for c.-2548G/A polymorphism. Total cholesterol, HDL, LDL, VLDL and
triglyceride levels were used to determine the relationship between serum fat levels in the
blood to leptin gene -2548 G>A.

In studies conducted between the patient and control group, there has been no
correlation of the genotypical or allele gene frequency that was found to be statistically
significant. Statistical significance was found between serum leptin levels in terms of
patient and control groups (p=0,0001) The control and AD group blood fat levels of LDL,
triglyceride, total colesterol and VLDL levels were statisticly significant. (p<0.05)

Key Words: Leptin, Alzheimer’s Disease
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AH : Alzheimer Hastalig1

BKIi : Beden Kitle Indeksi

HDL : Yiiksek Dansiteli Lipoprotein

LDL : Diistik Dansiteli Lipoprotein

PCR : Polimer Zincir Reaksiyonu

RFLP : Restriksiyon Parcacik Uzunluk Polimorfizmi
TG : Trigliserit

VLDL : Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein

VI



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastali§1 hafizada ve kognitif fonksiyonlarda bozukluk, gilinliik yasam
aktivitelerinde 1ilerleyici gerileme, cesitli nodropsikiyatrik semptomlar ve davranig
bozukluklariyla karakterize olan ve gerek kiside neden oldugu ciddi morbidite, artmis
mortalite ve gerekse hastaya bakan kisilere yiikledigi agir yiilk ve sigorta sistemlerine

getirdigi ekonomik yiik nedeniyle 6nemli bir halk sagligi problemidir (1, 2, 3).

Alzheimer hastaligi, kalp hastaliklar1 ve kanserden sonra saglik hizmetlerinde
maliyeti en ylksek 3. swrada olan hastaliktir(4). Gelismis iilkelerde ortalama yasam
siiresinin artmasi sonucunda, yasli populasyon ile iliskili hastaliklarin sikliginda da artis
gozlenmistir. Tiim norodejeneratif hastaliklarda, ozellikle de demansta, yas Onemli
faktordiir. Demansin Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ekonomisine maliyeti yilda 100
milyar dolarin lizerindedir. Gelecek 20 yil i¢cinde demans insidansinin iki katina ¢ikacagi
ve maliyetin yilda 380 milyar dolar1 gececegi on goriilmektedir. Bu ylizden AH’nin
fizyopatolojisini ve etkin tedavi stratejilerini bulmaya yonelik 6nemli ¢aligmalar vardir

(5,6).

Leptinin beyin iizerinde kavrama ve yashlikla iliskili c¢ok c¢esitli etkisi
bulunmaktadir. Son ¢aligmalarda leptinin hipokampal gelisimi ve fonksiyonu iizerinde

ogrenme ve hafiza siirecleri gibi etkisinin belirleyici oldugu gosterilmistir (7).

Leptin, hipokampiiste ndronal morfolojinin zenginlestirilmesini de igeren,
hipokampal sinaptik esnekligin yonlendirilmesinin kontroliinde ve norogenesis ve sinaptik

gecirgenligin artiginda rol oynar (8).

Folch ve ark.2012 de yaslanma iizerine diizenlenen hayvan model ¢alismalarinda ve
Alzheimer hastaliginda, leptinin; adipoz dokuda enerjinin dengelenmesinde, beslenme,
ekzersiz sirasinda kognitif fonksiyonun gelisebilecegini ve yasla ilgili 6grenmede diisiisi
onlemede rol aldigmi gostermislerdir. Bununla birlikte leptinin, amilodojenik siirecin
onlenmesiyle noro koruyucu aktiviteler ortaya cikarabilecegini ayrica tau protein
fosforilasyonunun seviyesinin azalmasi ve kavrama fonksiyonunun yiikselmesini de ileri

stirmiislerdir (9).

Indirgenmis leptin sinyalizasyonunda oldugu gibi leptin direnci kan-beyin

bariyerinden leptinin taginmasini tehlikeye sokabilir (10). Bu diisiinceye benzer olarak



Bonda ve ark.2014 de serebrosfinal sivida leptin konsantrasyonunu goézlemlemislerdir
(11).

Bu sonuglar Alzheimer hastaliginda ndéronalleptin direncinin var oldugunu soyler.
Bununla birlikte Rajogapalan ve ark.(2013) kronik olarak yiikselmis plazma leptin
seviyeleriyle beyin hacminin kiigiilmesi arasinda leptin direncine gore iliski kurmuslardir
(12). Ayrica Khemka 2014 gore serum leptin diizeyi Alzheimer hastalarinda demans

derecesiyle ters orantilidir (13).

Kolesterol Alzheimer hastaligindaki amiloid plaklarinin formasyonu ile yakindan
ilgilidir. Kolesterol seviyesi ile APP prosesi ve AB-40 toksititesi arasinda iliski oldugu
gosterilmistir (13, 14, 15) APP olusturan enzimlerin yiiksek kolesterollii bir ortamda daha
aktif calistiklar1 gdsterilmistir. Bu da kolesteroliin Alzheimer hastaliginda tetikleyen bir
faktor oldugu goriisiinii desteklemektedir (16).

Bu c¢alismada saglikli bireyler ile Alzheimerli hastalardan alinan kan 6rneklerindeki
yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL), ¢ok diislik dansiteli
lipoprotein (VLDL), Trigliserit ve Total Kolesterol seviyeleri analiz edilmis, her 6rnekten
alman kandan leptin geni promotor bdlgesindeki c.-2548 G>A polimorfizmi belirlenerek
bunun serum leptin diizeyi ve kan lipid parametreleri ile iliskisinin istatistiksel olarak

anlamli olup olmadigmin arastirilmas1 amag¢lanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligit (AH), hafif-orta-agir bellek bozuklugu ile beraber dil,
idarecilik, karar verme islevlerinde, dikkatte, oryantasyonda ve kisilikte bozukluklar,
edinilmis entelektiiel becerilerde progresif bir kayip ile kendini gosteren ilerleyici ve fatal

norodejeneratif bir hastaliktir (17).

Alzheimer Hastaligi'nda
Beyin

serebral Hertehsin Asiri
Asiri Bizilmesi S

Normal Beyin

I'“m" 7 i _..-'.'._
Kampusun . & =
Asgie Bizillmesi

gl
== Emtorinal
Hippoampus Horteks

Sekil 1: AH’da beyinde goriilen anormallikler
(http://www.wholehealthinsider.com/newsletter/alzheimers-type-3-diabetes/)

Alzheimer hastaligi, anatomik olarak; neokorteks, entorinal alan, hipokampus,
amigdala, niikleusbazalis, anteriyor talamustaki anormallikler ile (Sekil 1), néropatolojik
olarak ise; noron kaybiyla birlikte, amiloid B proteininin (AB) birikiminden olusan,

intraseliiler norofibril yumaklar1 (Sekil 2)ile tanimlanir ( 18, 19, 20, 21,).
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Ekstraseliiler intrascliiler
senil plaklar norotibriler yumaklar

Sekil 2: Alzheimer hastaliginin patolojik bilesenleri (Blennow ve ark. 2006)

Hafizada ve kognitif fonksiyonlarda bozukluk, gilinliik yagam aktivitelerinde
ilerleyici gerileme, ¢esitli noropsikiyatrik semptomlar ve davranis bozukluklariyla
karakterize olan alzheimer hastaligi, erken evrede tedavi alanlarda kognitif fonksiyonlarin
ve hayat kalitesinin daha uzun siire korunuyor olmasi nedeniyle erken evrede taninmasi
Oonem arz eden Onlenebilen, seyri ve klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasi yavaslatilabilen

bir hastaliktir (13, 14, 22).

Sekil 3: AB antikorlar1 ile immiin isaretleme yontemi kullanilarak senil plaklarin
gosterilmesi.
(http://www.usc.edu/programs/neuroscience/faculty/img/52 PikeADhimag.jpg)



AH, ilk kez 1907 yilinda Alman noropatolog ve psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer
tarafindan tanimlanmistir. Dr. Alois Alzheimer, 4 yillik ilerleyici bir demans gegmisi olan
ve 55 yasinda 6len Auguste Deter isimli hastanin serabral korteksinde hastaligin patolojik
ozellikleri olan plaklar1 ve norofibril yumaklar1 gézlemlemistir. Hastaligin ismi, 1910
yilinda Dr. Alois Alzheimer’in ¢aligma arkadasi olan Emil Kraepelin tarafindan verilmistir

(23,24).

2.1.1. Alzheimer hastalig icin olasi risk faktorleri

Yas, kadin cinsiyet, ve aile Oykiisii disinda kesinlesmis risk faktorii yoktur.
Yaslanmayla kognitif kapasitenin nasil bozulmaya bagladig: ile ilgili yapilan “Oregon
Brain Aging” calismasinda yas, hipokampal voliim, mantiksal diisiinme kapasitesi, egitim
seviyesi, Apo-E4 varligi, yiirlime zamaninin gecikmesi kognitif kapasite tizerine etkili risk

faktorleri olarak saptanmistir.(22,13)

2.1.1.1. Yas

Alzheimer hastali1 i¢in degistirilmesi miimkiin olmayan yas, genetik faktor ile en
cok kabul edilen ve calismalarla ispatlanmis risk faktoriidiir. Alzheimer hastaligi i¢in yas
kesin bir belirleyici olmamakla birlikte yasn ilerlemesi ile birlikte Alzheimer hastaliginin
prevalansi ve insidansinin ¢ok artig1 gdzlemlenmistir. Biitiin yaslilarda goriilmemesi yasin
tek faktor olmadigmi gostermektedir. Yas artikga Alzheimer hastaligina yakalanma
olasiligi artmaktadir. 60-65 yas sonrasi her bes yilda bir AH prevalanst iki katina
cikmaktadir (15, 25, 26, 27). 65-70 yas arasinda %5-10 sikliginda bulunan bu hastalik 75-
85 arasinda %20, 85 yas lizerinde %40-50 seviyelerine yiikselmektedir (13, 14, 15, 26).
Doksanli yaslardan sonra Alzheimer hastaligi prevalansinin plato ¢izdigi ileri siiriilmekte
ise de hastaligin goriilme sikligmin artmaya devam ettigini gosteren caligmalar da

bulunmaktadir (28,29).

2.1.1.2.Cinsiyet

Cinsiyetin Alzheimer hastaligi riski arasindaki iliski tartismali bir konudur. Cogu
calismada Alzheimer hastaliginin kadinlarda erkeklere gore iki kat fazla gorildiigi
gosterilmisse de, bu, her prevalans ve insidans calismasinin ulastigi bir sonug degildir

(28,30).



Alzheimer hastaliginin kadmlarda daha sik goriilmesinin, kadinlarin daha uzun
yasamasina bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Yine hastaligin kadinlarda daha sik goriilmesinin
goreceli olarak kadinlarda egitim seviyesinin daha diisiik olmasina da baglayan yayinlar

vardir (30).

Kadinlar daha uzun yasadiklar1 i¢in prevalans yerine insidans rakamlarinin daha
gecerli olmas1 beklenmektedir. Kadinlarda yillik demans insidansi erkeklerden daha fazla

olarak bir¢ok calismada saptanmistir (31,32).

2.1.1.3. Genetik

Birinci dereceden akraba, anne-baba ya da kardeste Alzheimer hastalig1 varliginin
demans riskini 3 kat arttirdigini bildirilmistir (22,13). Alzheimer hastaliginin %2’sini ailevi
Alzheimer hastaligi olusturur. Literatiirde otozomal dominant gegisli Alzheimer hastaligi
olan ailelerin oldugu bildirilmistir (33). Ancak tek yumurta ikizlerinde Alzheimer hastalig1
konkordansmin  %100’den az olmasi, hastalikta genetik faktdrlerin tek basma rol
oynamadigi; cevresel faktorlerin ve baska risk faktorlerinin de Onemli oldugunu

gostermektedir.

Amiloid Onciil protein (APP) ve presenilin (PS) genlerinde mutasyonlarin
saptanmasi ile hastaligin patofizyolojisi anlasilmaya baslanmistir. En sik goriilen genetik
anormallik 21. kromozomdadir (13,22). 21, 14, ve 1. kromozomlarda Apo-E geni icin

yatkmlik faktorii bulunmaktadir (34).

2.1.1.4. Down sendromu

Amiloid Onciil protein (APP) proteinin ve Down sendromunda ki defektin 21.
kromozomda bulunmasi ilging beraberliktir (13, 22). Down sendromlu hastalarin
cogunlugu 40 yaslarina geldiklerinde Alzheimer hastaliginin tiim klinik ve noropatolojik
ozelliklerine sahip olmaktadir. Down sendromu ile hem erken hem de gec¢ baslangich

Alzheimer hastaliginin ailesel birikim gdsterdigini bildiren ¢aligmalar vardir (13, 15, 22).

2.1.1.5. Diger risk faktorleri

Apolipoprotein  E (Apo-E), senil plagin ortasinda bulunur ve inflamatuar
proseslerden etkilenir, polimorfik bir gendir, beyinde 06zellikle glial hiicrelerden izole
edilmektedir. Apo-E ile iligkili norofibriller de dejenerasyon gelismektedir. Apo-E4
antioksidan aktiviteyi azaltmaktadir(28). Apo-E2 ve E3 kan beyin bariyerini gegemezken,



E4 senil plakta-beyin omurilik sivisinda (BOS) ve norofibriller yumakta saptanmistir. Apo-
E4 amiloid birikimini arttirir, ayn1 zamanda amiloid olusturan ve izoenzimleri ve Oncii

maddeleri de arttirir, senil plaklarin olusumunu hizlandirir (37).

Geg baglangicli sporodik veya ailesel Alzheimer olgularinda %99 oraninda Apo E4
allelinin bulundugunu bildiren yayinlar vardir (28,38,39).Apo-E4 alleli bulunan ve
bulunmayan demansli hastalar arasinda patolojik farkliliklar bulunmazken, demans
baslangi¢ yaslar1 arasinda belirgin farklar vardir. Apo-E4 artmis AH riski ile iliskili iken,
Apo-E2 azalmis risk ile iliskilidir (41). Apo-E2 genotipi en az risk tasirken, Apo-E4 tipi en
fazla risk tasimaktadir (22).

Apo-E4 amiloid plakta gosterilmis ve beyinde amiloid birikimini arttirdigi
saptanmistir. ApoE-4 icin tek allel tasinmas1 AH riskini 3.5 kat arttirirken, iki allele sahip
olunmasi riski 9-34 kat arttrmaktadir (25,26).

Kardiyovaskiiler hastaliklar, ¢ok sayidaki arastrma vaskiiler sistemi bozan

hastaliklarin Alzheimer hastalig1 gelisim riskini artirdigini ortaya koymustur (28,30).

Alzheimer hastaliginda hipokampal atrofi ve kortikal atrofi disinda c¢ok sayida
mikrovaskiiler yapida, kan beyin bariyerinde ve serebral kan akiminda wvaskiiler
degisiklikler gosterilmistir. Ayrica Alzheimer hastalarinda serebral amyloid anjiyopatisi

sik goriilmektedir (44).

Oz gecmisinde depresyon dykiisii bulunanlarda AH gelisme riski, depresyon etkisi

olmayanlara gore daha fazladir (29,30).

Yashlikta ortaya ¢ikan depresyon AH igin risk faktoriidiir. Ozellikle demans
semptomlarinin baslangicindan itibaren 10 yil icinde tedavi edilmis depresyon, AH igin
risk faktorii olarak kabul edilirken, 10 yildan daha 6nce ortaya ¢ikmis depresyon bir risk

faktorii olarak kabul edilmemektedir (48).

Calismalarm c¢ogu, kafa travmasmnin AH riskini arttrdigim1 gostermektedir. Kafa
travmasmin hangi yolla AH’ ye yol agtig1 biyolojik mekanizma kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak travmanin ndronal hasara yol agtigi, bunun B amiloid birikimini
artirdigi, bunlarin da daha sonra amiloid plaklara doniistiigii, gerek hayvan gerekse de

insan ¢aligmalarinda gosterilmistir (28,30).



Alzheimer hastalarinin  beyinlerinde serbest oksijen radikal olusumunu
kolaylastiran, antioksidan eksikligine yol acan ve amiloid beta agresyonunu arttiran

metallerden demir, aliiminyum, bakir ve ¢inko diizeyleri yiiksek bulunmustur (13, 15, 25).

Cinko, amiloid betanin stabilizasyonunu bozar ve fibrin olusumunu arttirir. Senil
plaklarda ve norofibriller yumaklarda ¢inko artis1 gosterilmistir (41). APP bu metallere
baglanarak serbest radikaller agiga c¢ikarmaktadir. Bu metaller primer bir sebepten cok,

stireci hizlandirict faktorler olarak degerlendirilmektedir (42).

IL-1 ve IL-6 Alzheimer progresyonunda rol oynayan Onemli stokinlerdir ve

Alzheimer hastalarmin kortekslerinde IL-6 asir1 ekspresyonu gosterilmistir (46).

AH patogenezi incelendiginde mikroglialar tarafindan iretilen akut faz
proteinlerinde artis dikkati ¢gekmektedir (46). Bu akut faz proteinlerinin tetikleyicisi olan
IL-6 ekspresyonunun senil plaklar icerisinde arttig1 bildirilmistir. IL-6 6zellikle erken plak
formasyonu doneminde etkili bir stokindir. Hastaligin progresyonunda plak etrafindaki

immunoreaktiviteyi diizenledigi diisiiniilmektedir (13,22).

IL-1 ve IL-6 Alzheimer progresyonunda rol oynayan Onemli stokinlerdir ve

Alzheimer hastalarmin kortekslerinde IL-6 asir1 ekspresyonu gosterilmistir (46).

AH patogenezi incelendiginde mikroglialar tarafindan {retilen akut faz
proteinlerinde artis dikkati ¢ekmektedir (46). Bu akut faz proteinlerinin tetikleyicisi olan
IL-6 ekspresyonunun senil plaklar icerisinde arttig1 bildirilmistir. IL-6 6zellikle erken plak
formasyonu doneminde etkili bir stokindir. Hastaligin progresyonunda plak etrafindaki

immunoreaktiviteyi diizenledigi diisiiniilmektedir (13,22).

IL-1 ve IL-6 Alzheimer progresyonunda rol oynayan Onemli stokinlerdir ve

Alzheimer hastalarmin kortekslerinde IL-6 asir1 ekspresyonu gosterilmistir (46).

AH patogenezi incelendiginde mikroglialar tarafindan {retilen akut faz
proteinlerinde artis dikkati ¢ekmektedir (46). Bu akut faz proteinlerinin tetikleyicisi olan
IL-6 ekspresyonunun senil plaklar icerisinde arttig1 bildirilmistir. IL-6 6zellikle erken plak
formasyonu doneminde etkili bir stokindir. Hastaligin progresyonunda plak etrafindaki

immunoreaktiviteyi diizenledigi diisiiniilmektedir (13,22).

Kolesterol AH’ndaki amiloid plaklarinin formasyonu ile yakindan ilgilidir.

Kolesterol seviyesi ile APP prosesi ve AB-40 toksititesi arasinda iligki oldugu



gosterilmistir (5,6,1). Kolesterol seviyelerinin statinlerle diisiiriilmesi AH gelisim riskini

%70 azalttigin bildiren ¢aligmalar vardir (13, 15, 26).

Yiiksek  distik yogunluklu lipoprotein (LDL), diisiik yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL), yiiksek Lipoprotein-a (Lip-a) vaskiiler demans icin risk faktorii olarak
bilinmektedir ve bu faktorlerin Alzheimer hastalarinda da risk faktorii olabilecegi

konusunda ¢aligmalar vardir (15).

Framingham ¢alismasinda 5290 kisi 8 sene takip edilmis ve 77 kiside demans
gelistigi saptanmis ve AH gelisiminde total kolesterol seviyesinin bir risk faktorii olmadigi

saptanmistir (48).

HDL kolesterol seviyesinin yas, egitim, ateroskleroz varligi ve stroke varligindan
bagimsiz olarak AH ve kognitif kapasitede bozulma i¢in bir risk faktorii oldugu ispat

edilmistir (49).

Trigliserid ytliksekligi aterosklerotik kalp hastaligi olmayan demans hastalarinda

risk faktorii olarak ayni ¢caligmada gosterilememistir (49).

Calismalarm cogunda diisiik egitim diizeyi Alzheimer hastalig1 i¢in bir risk faktori
olarak bildirilmistir (35). Ayrica egitim diizeyi fark etmeksizin fazla biligsel aktivite
gerektirmeyen islerde ¢alisan diisiik kognitif fonksiyonlu kisiler Alzheimer hastalig1 i¢in

risk tasirlar (36).

2.2. Leptin

Leptin, ob geni tarafindan kodlanan, 16 kDa agrhginda, cogunlukla yag
dokusunda, sentezlenen yag dokusu ile orantili olarak miktar1 artan, protein yapili bir

peptid hormonudur (50, 51, 52).

Admi Yunanca leptos kelimesinden alan leptin, sitokinlere benzeyen ve 167
aminoasit igeren protein yapisinda bir hormondur. Adipoz dokudan salinan leptin viicudun

bir ¢cok alaninda gorev yaptigi tespit edilmistir (50,53).

Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda bulunan (7q31) ob/ob geninde
kodlanmustir. Ik defa ob/ob mutant farelerde bir mutajenik gen iiriinii olarak belirlenmistir

(53,54).



Ob geni 3 ekzon ve 2 introndan olusmustur ve glukokorrtikoid yanit eleman: ile

birkag cAMP yanit elemani igerir (53).

Leptin, kanda iki formda bulunur, serbest ve proteine bagli halde. Leptinin

aktivisinden serbest formun sorumlu oldugu diistiniilmektedir (55,56).

Leptinin dolasimdaki yar1 omrii yaklasik 30 dakikadir ve pulsatif olarak
yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir. Diiirnal bir ritmi vardir ve sabah erken saatlerde pik

yaparken 6gleden sonra en diisiik diizeylere iner (57).

2.2.1. Leptinin fonksivonlari

Leptinin, insan ve memelilerde tespit edilen fonksiyonlar1 sunlardir;

e Beslenme davranisinin diizenlenmesi

e Metabolizma hizinin ayarlanmasi

e Sempatik sinir sisteminin aktive edilmesi
e Anjiyogenezin uyarilmasi

e Termoregiilasyon

e Biiyiime ve gelismeye etkisi (59).

Bunun yani sira leptinin pleitropik etkileri s6z konusudur. Ornegin; endokrin ve
metabolik sistemde Onemli etkilere sahiptir ve organizma i¢in enerji dengesinin
diizenlenmesinde son derece Onemlidir. Sitokin sentezinde, monosit-makrofaj
aktivasyonunda, yara iyilesmesinde, hematopoezde, iireme sisteminde, hipotalamo-

hipofizer aksim islevinde 6nemli gorevleri vardir (59).

2.2.2. Leptin, inflamasyon ve immiin sistem

Leptinin dogal ve edinsel immiinitede Onemli rol oynadigi bilinmektedir.
Infeksiyon/ inflamasyon esnasinda leptin diizeyinin artmasi konagm inflamasyona verdigi
yanitta onemli bir faktdr oldugunu diisiindlirmektedir. Enfeksiyonlarin seyri sirasinda
goriilen anoreksinin konagin akut faz yanit1 olduguna inanilmaktadir. Bakteri/viriis iirtinleri
de proinflamatuvar sitokinlerin interlokinler (IL, tiimdr nekroz faktorii-alfa-(TNF a,)
interferonlar) yapimimi uyarir. Sitokinler de yag dokusunda leptin ekspresyonunu artirir.

Hem mikrobik {iriinler, hem de olusan sitokinler ve leptin gida alimin1 azaltir. Bu nedenle,
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inflamasyon sirasinda gelisen anoreksiden 6zellikle TNF-a, IL-1ve IL-6’nin sorulu oldugu

ve sitokinlerin bu etkilerinde kismen leptinin aracilik ettigi diistiniilmektedir (60).

2.2.3. Leptin cinsivet iliskisi

Kadin ve erkeklerde leptin diizeylerinin farkli oldugu tespit edilmistir. Kadinlardaki
leptin konsantrasyonu genellikle erkeklerden daha fazladir (61,62). Subkutandz depolar
abdominal depolara gore daha fazla leptin eksprese etme ve salgilama kapasitesine sahiptir

(63,64).

Kadinlardaki leptin seviyeleri menstriial siklus esnasinda degisim gostermektedir.
Leptin seviyeleri oviilasyonda en yiiksek seviyelere ¢ikmakta, luteal fazda yiiksek

kalmakta ve menstriiasyondan 6nce diismektedir (65,66)

Erkeklerde plazma leptin seviyeleri, kan testosteron seviyeleri ile ters orantilidir, bu

da leptin ekspresyonuna testosteronun negatif etkisi olarak diistiniilmektedir (67,68).

Yaslanmayla birlikte erkeklerde testeoteronun azalmasma bagli olarak leptin
seviyesinde artma olur, kadinlarda ise menapoz sonrasi leptin seviyelerinde azalma

meydana gelir (69).

2.2.4.Leptin Sekresyonunun Regiilasyonu

Leptin diizeyinin ana belirleyicisi viicut yag kitlesi olsa da (70,71) bir ¢cok faktor
leptin regiilasyonunda rol almaktadir. Insiilin (72), glukokortikoidler (73) ve prolaktin
leptin sentezini stlimiile ederken, troid hormonlar1 (74) biiyiime hormonu (75)
somatostatin(76), serbest yag asitleri (77) uzun siire soguga maruz kalma (78) ve

katekolaminler (79) leptin {izerinde inhibitdr etki gosterirler.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Vaka secimi

Arastirmaya aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan ve baska norodejeneratif
rahatsizlig1 olmayan 61 Alzheimer hastasi ile ayn1 yas grubuna ait 60 saglikli birey dahil
edilmistir. Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesine bagvuran
hasta ve kontrol gruplarina arastirma hakkinda bilgi verildikten ve yazili onay alindiktan
sonra arastirmaya katilmak isteyenlerden sabah a¢ karnma EDTA’l1 ve sar1 kapakl jelli
tiiplere 10 ar ml kan alimmistir. Sar1 kapakli jelli tiipler santrifiij edilerek serum kismi
ayristirilip analizler yapilana kadar -20 °C de saklanmustir. Leptin gen polimorfizmi
calismasi i¢in ise EDTA’l tiiplere almman kanlar calisma giiniine kadar -20 de muhafaza
edilmistir. Arastrma kapsamina almman Alzheimer ve saglikli kontrol gruplarmin obez

olmamasina dikkat edilmistir.

3.2.Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Tablo 1. Deneylerde kullamilan cihazlar

Cihaz Marka Model Uretim
Tarihi
Thermomixer Eppendorf AG Thermostat plus 2009 Almanya
Pipet Eppendorf Research Plus 10 pl 2012 Almanya
Pipet Eppendorf Research Plus 100 pl 2012 Almanya
Pipet Eppendorf Research Plus 1000 pl 2012 Almanya
Pipet Eppendorf Research Plus 10 pul | 2012 Almanya
(8kanall)
pH metre Thermo Orion Star A211 2013 ABD
Scientific
Su Banyosu Wisd WiseBath WSB-30 2013 G. Kore
Vorteks Wisd WiseMix VM-10 2013 G. Kore
Manyetik Fisher Scientific | 11-102-50SH 2013 ABD
Karistirict
Hassas Terazi OHAUS Adventurer Pro AV264C | 2013 Isvigre
Biogiivenlik ESCO Class I BSC/AC2-4E8 2013 Singapur
Kabini
Termal cycler Applied Veriti 96-Well Thermal | 2012 ABD
Biosystem Cycler
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Jel Goriintiileme | Uvitec FireReader XS D56-20M | 2011 Ingiltere
Sistemi Cambridge AUTO

Santrifiij Sigma 3-16 KL 2013 Almanya
Santrifiij Sigma 1-14 K 2013 Almanya
Derin Dondurucu | Ugur UCF 410 SSL 2012 Tirkiye
Buzdolab1 Vestel BZP-1.2303 WCP 2012 Tirkiye
Mikrodalga Firin | Vestel MW 20-W 2012 Tirkiye
Elektroforez Cleaver MultiSUB Maxi 2013 Ingiltere
Sistemi

Gii¢ Kaynagi Cleaver omniPAC MIDI CS-300 | 2013 Ingiltere
Spektrofotometre | NanoDrop 2000 2009 ABD

3.3. Deneylerde kullanilan kimyasallar

e Tri-base (sigma)

e BoricAcid (sigma)

e Proteinaz-K

e SDS ( sodiumdodecylsulfate) (sigma)
e FEtil alkol (sigma)

e Izoamil alkol sigma)

e Siikroz (sigma)

e NaoH (sigma)

e 10X PCR buffer (Vivantis)

e Taq DNA polimeraz enzimi (Vivantis)
e PCR Primerleri (Biomer)

e Rekstriksiyon enzimleri (Biolab)

e FEthidiumbromide (sigma)

e Triton X-100( sigma)

e Agaroz (Vivantis)

e EDTA, sodium salt (sigma)

e dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ((Vivantis)

e Chloroform (sigma)
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3.4. Yontem

3.4.1. Serum leptin diizeyinin olciimii

Serum leptin diizeyinin 6lgiimii USKIM’de yapilmistir. Serum leptin diizeyinin
Ol¢limii i¢in serumlar ¢ozdiiriilerek oda sicakligma getirildi. Leptin diizeylerinin tayini i¢in
ise MICROELISA esasma dayal: ticari kit ( Leptin-EASIA Kap 2281 DIAsource Immuno
ASSays S.A. Belgium) kullanilmistir.

3.4.2. Bivokimyasal parametrelerin élciimii

Kan yaglar1 6lciimii Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda yapilmistir. Serum total kolesterol, HDL-
kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserit, VLDL-kolesterol olgiimleri Siemens Advia
Chemistry (U.S.A) kiti ile 6l¢iilmiistiir.

3.4.3. Denevlerde kullanilan soliisyvonlarin hazirlanmasi

3.4.3.1.Stok soliisyonlar
6M NaCl

e 35.06 g NaCl

e 80 ml bidistile H,O i¢inde ¢ozildii

e Voliim bidistile H,O ile 100 ml*“ye tamamlandi
e Otoklavda steril edildi

e (Oda 1sisinda saklandi

a) 1M MgCl2 .6H20

e 10.16 g MgCl, .6H,O

e 40 ml bidistile H,O i¢inde ¢ozildii

e Voliim bidistile H,O ile 50 ml“ye tamamland1
e Otoklavda steril edildi

e (da 1sinda saklandi
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b) 1M Tris-HCL, pH7.5

e 12.11 g Tris-base

e 80 ml bidistile H,O i¢inde ¢ozildii

e pH’lar HCl ile 7.5; 8.3; 8.6’ ya ayarland1

e Voliimler bidistile H,O ile 100 ml’ye tamamland1
e Otoklavda steril edildi

e (Oda 1sisinda saklandi

c) 0.5M EDTA, pHS.0

e 18.61 gdisodyum EDTA

e 80 ml bidistile H,O i¢inde ¢ozildii

e Icine 2 g NaOH tableti atarak eritildi

e PH 8 yapild1 (2 g NaOH pH’1 8 yapmaya yeterli)
e Voliim bidistile HO ile 100 ml’ye tamamland1
e Otoklavda steril edildi

e (da 1sisinda saklandi
3.4.3.2. DNA ekstraksiyon soliisyonlar1

a) 5 X Red Cell LysisBuffer ( Eritrosit lizis tamponu)
e 2.5ml 1M MgCl, .6H,O (final kons. 25 mM)

e 5 ml Triton X-100 (final kons. %5 v/v)

e 6 ml 1M Tris-HCI, pH 7.5 (final kons. 60 mM)
e Siikroz 50 ml bidistile H,O i¢inde ¢oziildi

e Voliim bidistile H,O ile 100 ml*“ye tamamlandi
¢ Buzdolabinda muhafaza edildi.

b) Proteinaz-K (20 mg/ml)

e 100 mg proteinaz-K

e 5 ml bidistile H>O ilave edildi

e 0.5 ml“lik porsiyonlara ayrildi

e -20°C’de muhafaza edildi

¢) %70 Etil alkol

e 70 ml %99.5 etil alkol“e

e 30 ml bidistile HO eklendi
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e -20°C’de muhafaza edildi
d) 24:1 Kloroform: izoamil alkol
e 24 ml kloroform + 1 ml izoamil alkol karistirild1

e Buzdolabinda muhafaza edildi.
3.4.3.3. Elektroforetik analiz soliisyonlar1

a)10X TBE (Stok soliisyon)

e 55 g Boric acid (0.9M)

e 40 ml 0.5M EDTA, pH8.0 (20 mM)

e 108 g Tris-base (0.9M)

e Tris-base ve borik asit 700 ml bidistile H,O i¢inde ¢6ziildi
e EDTA eklendi

e Voliim bidistile HO ile 1000 ml“ye tamamland

e (da 1sisinda, sise i¢inde muhafaza edildi
b) 0.5X TBE (¢alisma soliisyon)

e 50ml 10X TBE
e 950 ml bidistile H,O eklendi

e Flektroforez tankina konularak kullanild:
¢) Ethidiumbromide soliisyonu (10 mg/ml)

e Ethidiumbromide
e 10 ml bidistile H,O i¢inde ¢ozildii

e Isik almayan bir cam sise i¢cinde buzdolabinda muhafaza edildi

3.4.4. DNA ekstraksivonu

DNA ekstraksiyonu i¢in salting out yontemi modifiye edilerek uygulandi (81).

1- 10 ml’lik steril bir tiipe 1ml 5X lysisbuffer, iizerine 3 ml bidistile H,O konup
pipetle homojen hale getirildikten sonra bu karisgma Iml EDTA’li -20 °C derecede
bekleyen kan ornekleri ilave edilerek tiipiin kapagi kapatildi ve tiip alt-list edilerek

homojen karigim saglandi.

2- Buz i¢inde 10 dk. inkiibe edildi.
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3- +4 °C’de 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve iist stv1 uzaklastirildi.

4- Dipte kalan pellet lizerine 2 ml bidistile HO ve 0.5 ml 5X lysisbuffer konulup,

pipetleme yapilarak tiipiin dibindeki pellet tamamen dagitilarak homojen hale getirildi.
5- +4 °C°de 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve iist sivi uzaklastirild.

6- Pellet lizerine 1 ml %10 SDS ve 20 mg/ml’lik proteinaz-K’dan2.5 pl konulup

kopiik olusturmadan iyice pipetleme yapilarak pellet tamamen dagitildi.
7- 65 °C ye ayarli etiivde, arada bir hafifce karistirarak 15 dk. inkiibe edildi.

8- Karisim 10 ml’lik tiipten 2 ml’lik ependorf tiipe aktarilarak buz icinde 5 dk.
inkiibe edildi.

9- Bu siire sonunda 300 pl sature (6 N) NacCl ilave ettikten sonra tiip bir vorteks

yardimiyla iyice ¢alkalanarak beyaz goriiniimlii icerik homojen hale getirildi.
10- Buz i¢inde 5 dk bekletildi.
11- +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.
12- Ust s1iv1 2 ml’lik steril bir ependorf tiipe aktarildi.

13- Bu tiipe 0.5 ml, 24:1 kloroform/izoamil alkol karisimi kondu ve tiip iyice

calkalanarak karisim homojen hale getirildi.
14- +4 °C’de 13.000 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi.
15- Ust s1iv1 dikkatli bir sekilde 2 ml’lik steril bir ependorf tiipe aktarild1.

16- Tiipe 1 ml %99.5’lik etil alkol konularak tiip 8-10 kez yavasca bas-asagi
cevrilerek DNA’nin presipite olmasi saglandi. Bu asamada DNA yumak seklinde goriildii.

17- +4 °C’de 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek presipite olmus DNA
coktlrildi.

18- Tiip ters cevrilerek alkol uzaklastirildi.
19- Tiipe 1 ml %70 etil alkol konulup, tiip alt-iist edildi.

20- +4 °C’de 13.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra tiip ters gevrilerek alkol
uzaklastirild1 ve tiiplin agz1 bas asag1 gelecek sekilde bir kurutma kagidi tizerine konularak

alkoliin tamamen uzaklasmas1 i¢in 15 dk. bekletildi.
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21- Tiipe 200 pl steril bidistile H,O konuldu ve DNA’nin tamamen ¢dziinmesi ve
DNagz aktivitesinin ortadan kaldirilmasi i¢in 75 °C’de 10 dk. bekletildi.

3.4.5. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA saflig1 NanoDrop cihazi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan aralik 1.8-
2.0 dir. Konsantrasyonu hesaplanan DNA 6rnekleri 50 ng/ul olacak sekilde ayarlandiktan

sonra 3 epondorf tiipiine béliinerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4.6. PCR-RFLP (polimer zincir reaksivonu-restriksivon parcacik uzunluk

polimorfizmi) vontemi ile leptin geninin (LEP) promoter bolgesindeki -2548 G>A

polimorfizminin belirlenmesi

LEP promoter bolgesindeki -2548 G>A polimorfizminin belirlenmesi i¢in Gotoda
ve arkadaglarmin uyguladiklar1 PCR-RFLP teknigi laboratuvar sartlarimiza goére modifiye

edilerek uygulanmstir (82)

M 529 54°C 56 °C 58 °c 60 °C 62 °C

Sekil 4: LEP promoter bolgesindeki c.-2548 G>A polimorfizmi i¢in amplifikasyonun
gergeklestirilecegi sicakligin gradiyent ile tespiti.

PCR’ da optimizasyon i¢in gradiyent uygulanarak uygun annealing sicakligi 54 °C

olarak tespit edilmistir.
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Tablo 2. LEP promoter bolgesindeki -2548 G>A polimorfizmi i¢in amplifikasyonun
gerceklestirilecegi reaksiyon karisimi

Reaksiyon Karisim

Kullanilacak Miktar(ul)

Final Konsantrasyon

10X PCR tamponu 2.5 1X
Forwardprimer (5 pmol/pl) 1 5 pmol
Reverseprimer (5 pmol/pl) 1 5 pmol
DeoksiNTPs (25 mM) 0.5 0.25 mM
MgCI2 (50 mM) 1.5 1.5 mM
Genomik DNA (50 ng/pl) 1 50 ng
Taq DNA polimeraz (5] 0.2 1u
U/ul)

Steril bidistile su 17.3

Total Hacim 25ul

PCR optimizasyonu icin Oncelikle Tablo 1 ve Tablo 2’de verilen PCR miksi ve

amplifikasyon dongiileri kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezinde dogru ve keskin PCR

bantlar1 elde edilene kadar gerek PCR miksi ve gerekse de amplifikasyon dongiileri

degistirilerek optimizasyon saglanmustir.

Tablo 3. Lep promoter bolgesindeki c.-2548G>A polimorfizmi i¢in PCR programi

Basamak I Basamak I1 Basamak III | Basamak IV
(1 defa) (35 defa) (1 defa) (1 defa)

95 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C 4°C

5:00dk 0:45dk 0:45dk 0:30dk 7:00dk sonsuz

3.4.7. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi Manniatis ve arkadagslarinin yontemine gore yapilacaktir,

1- 2.1 g agaroz tartilarak 250 ml’lik bir erlenmayere konulup ve 140 ml 1X TBE

tamponu eklenip (%1.5 lik agaroz) ve 25 mg/ml’lik ethidiumbromid’den 4 pl ilave edilir.

2- Hotplate (1s1tic1) lizerinde kaynatilir.
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3- Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina, tabanda 1mm bosluk kalacak sekilde

ayarlanarak yerlestirilir.

4- Yaklasik 60 °C*ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabmna dékiilip donmast i¢in
oda sicakliginda 30 dk. bekletilir.

5- Taraklar dikkatlice ¢ikartilarak jel kabi elektroforez tankina yerlestirilir.

6- Jeldeki agilmis olan kuyucuklara 10’ar pl miktarlarda sirasiyla DNA marker
(pUC19/Hae I11) ve PCR iiriinleri aplike edilir.

7- Jele elektrik akimi (5Volt/cm) verilerek 15 dk. elektroforez yapilir.
8- Olusan bantlar jel goriintiileme sisteminde incelenir.

PCR amplifikasyonunun istenilen sekilde gerceklesmemesi halinde optimizasyon
saglanincaya kadar yukaridaki iglemler tekrarlanir. Amplifikasyon islemi istenilen sekilde

gerceklesirse kesim islemine gegilir.

3.4.8. Leptin geni promoter bolgesindeki -2548 G/A polimorfizminin PCR-

RFLP teknigi ile saptanmasinda kullanilan primer dizileri

Forvard: 5> TTT CTG TAA TTT TCC CGT GAG_3’

Reverse: 5 AAA GCA AAG ACA GGC ATAAAAA ¥

3.4.9. PCR iiriinlerinin restriksivon endoniikleaz enzimi ile kesimi

LEP promoter bolgesindeki -2548 G>A polimorfizminin belirlenmesi i¢cin Hha I
restriksiyon enzimi kullanilacaktir. Kesim islemi Tablo 3.2.3’deki c¢izelgeye gore

yapilacaktir.

Tablo 4. Lep promoter bolgesindeki -2548G/A polimorfizminin gdsterilmesi i¢in kesim
reaksiyonu karigimi

Reaksiyon Karigimi Miktar(ul)
Amplifiye iirtin (PCR {iriinii) 15

Steril bidistile su 2.8

10x Tampon 2
Rekstriksiyon enzimi (10U/ul) 0.2

20



3.5. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama = standart sapma olarak gosterilmistir. Arastirmanin istatistiksel
analizleri i¢cin SPSS programinda Independent Sample T Test kullanilmistir, gruplarin
parametreleri arasindaki korelasyon yine SPSS programi kullanilarak yapilmistir. p<0,05
degeri istatistiksel anlamlilik gostergesi olarak kabul edilmistir. Orneklerdeki gen

frekanslar1 hesaplanirken ise KI kare testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Arastirmamiza goniillii olarak katilan bireylerin biyokimyasal parametreleri ve
leptin gen polimorfik 6zellikleri, genotip ve allel frekanslarin kontrol ve hasta gruplari
arasindaki dagilimlar1 tablolarla gosterilmistir. Genotip dagilimmda GG normal genotipi,

GA heterozigot genotipi ve AA ise homozigot genotipi gdstermektedir.

AA GA GA AA GA GA GAGA GA M GA AAAA GG GG GAGA GG

T S W ——— — —

Sekil 5: PCR-RFLP yontemi ile ¢alisilan Leptin Geni-2548 G>A genotiplerinin %3’ liik
agaroz jel elektroforezi goriintiisii (Marker: Herbir bant 100 bg.).

Tablo 4’de goriildiigii gibi, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda LEP geni c.-2548
G>A genotip dagilimlar1 ve allel frekanslar1 incelendiginde, 61 alzheimerh bireyin 36’smnin
AA genotipine %59, 21°inin GA genotipine %34,4, 4’liniin de GG genotipine %6,6 sahip
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna dahil edilen 60 bireyin ise, 28’inin AA genotipine
%46,7, 22’sinin GA genotipine %36,7, 10’unun GG genotipine %16,7 sahip oldugu
gozlenmistir. G ve A allel frekanslar ise sirasiyla alzheimerl bireylerde % 40,9ve %93,4,
kontrol grubunda %353,3 ve %83,3 olarak bulunmustur. Alzheimer ve kontrol gruplari
arasinda LEP geni -2548G>A polimorfizminde GA ve AA genotipleri A alleli frekanslar1

yoniinden karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamustir.
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Tablo 5. Alzheimer ve kontrol grubu arasinda Leptin Geni c.-2548G>A genotip ve allel

frekanslarinin karsilastirilmasi

Genotip/Allel Alzheimerli Birey Kontrol Birey OR-GA p

n=61 n=60 (<0,05)
GG 4 (%6,6) 10 (% 16,7) 3,021 0,351 (0,104-1,189) 0,096
GA 21 (%34.,4) 22 (%36,7) 0,066 0,907 (0,431-1,910) 0,851
AA 36 (% 59) 28 (% 46,7) 1,852 1,646 (0,801-3,379) 0,204
G (GG+GA) 25 (%40,9) 32 (%53,3) 3,680 0,579 (0,331-1,015) 0,067
A (AA+GA) 57 (%93.,4) 50 (%83,3) 3,680 1,727 (0,986-3,025) 0,067

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyete bagli olarak serum leptin diizeyleri

SERUM LEPTIN DUZEYI

ORTALAMA p <0,05
HASTA 2,59%2,12 0,0001
KONTROL 8,33%8,01
HASTA ERKEK 1,88%1,12 0,03
HASTA KADIN 3,56%2,72
KONTROL ERKEK 7,34%6,71 0,681
KONTROL KADIN 9,25%8,87

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda serum leptin diizeyi karsilastirildiginda hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmustur (p=0,0001).
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Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyete bagl olarak genotip ve allel genlerin serum leptin diizeylerinin karsilastirilmasi

GG P GA P AA P G(GG+GA) | p A(AA+GA) P
HASTA
ERKEK 421%2,10 2,05+1,20 1,6+0,76 2,41F1,52 1,740,919
HASTA 0,121 0,284 0,020 0,650 0,008
KADIN 1,48F1,14 3,84F2,94 3,64%2,71 3,47F2,85 3,73F2,35
KONT.
ERKEK 6,07+4,82 7,27+8,61 7,84%5,65 7,35%6,72 7,56+7,05
KONT. 0,831 1 0,719 0,681 0,616
KADIN 9,23%8,59 8+8,02 10,18+9,98 9,25+8,87 9,25%9,09
HASTA 2,84F2,10 2,98F2,41 2,34F1,96 2,96F2,32 2,57F2,14
KONT. 7,97+7,17 0,322 7,63+8,13 | 0,010 9,14%8,28 0,001 7,74%7,73 0,006 8,46+8,16 0,001

Arastirmamiza katilan hasta ve kontrol gruplarinin serum leptin diizeyi genotip ve allel genler acisindan karsilastirildiginda homozigot
AA alleline sahip bireylerin serum leptin diizeyleri hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001). G
(GG+GA) allelini tastyan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin serum leptin diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.006). Hasta ve kontrol grubunda polimorfik A (AA+GA) allelini tasiyan bireylerin serum leptin diizeyleri karsilagtirilda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001)
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Tablo 8. Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki biyokimyasal parametrelerin karsilastirilmasi

KONTROL GRUBU | HASTA GRUBU p Degeri
n=60 n=61

HDL 50F11,34 47,66F11,44 0,264

LDL 133,80F39,53 120,61F 36,30 0,024

TRIGILISERIT 146,79F93,55 109,56F57,84 0,013

TOTAL 188,10F39,12 172,77F38,98 0,034

KOLESTEROL

VLDL 29,35F18,71 21,85F11,5 0,012

BKI 25,40F3,14 23,65F3,90 0,055

MMT 11,95¥8,83

Tabloya gore aragtirmamiza katilan hasta ve kontrol grubu bireylerin biyokimyasal

parametre diizeyleri ve BKI diizeyleri karsilastirildiginda BKi ve HDL diizeyleri harig

istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur.

Tablo 9. Hasta grubuna ait biyokimyasal parametrelerin korelasyonu

HASTA LEPTIN | HDL LDL VLDL TRIGLISERIT | T KOLESTEROL
LEPTIN 1,000r) | 0,203(r) | 0,389(r) | 0,337(r) | 0,333(r) 0,477(r)
p<0,05 0,059 0,001 0,004 0,004 0,0001
HDL 0,203(r) | 1,000(r) | 0,042(r) | -0,173(r) | -0,177(r) 0,288(r)
p<0,05 0,059 0,374 0,092 0,087 0,012
LDL 0,389(r) | 0,042(r) | 1,000(r) | 0,558(r) | 0,558(r) 0,878(r)
p<0,05 0,001 0,374 0,0001 0,0001 0,0001
VLDL 0,337(r) | -0,173(r) | 0,558(r) | 1,000(r) | 0,999(r) 0,498(r)
p<0,05 0,004 0,092 0,0001 0,0001 0,0001
TRIGLIiSERIT 0,333(r) | -0,177(r) | 0,558(r) | 0,999(r) | 1,000(r) 0,496(r)
p<0,05 0,004 0,087 0,0001 0,0001 0,0001
T.KOLESTEROL | 0,477(r) | 0,288(r) | 0,878(r) | 0,498(r) | 0,496(r) 1,000(r)
p<0,05 0,0001 0,012 0,0001 0,0001 0,0001

r: Korelasyon degeri

Hasta grubuna ait bireylerin serum leptin diizeyinin kan yaglarindan LDL harig

tiimiinde korelasyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 10. Kontrol grubuna ait biyokimyasal parametrelerin korelasyonu

KONTROL LEPTIN | HDL LDL VLDL | TRIGLISERIT | T.KOLESTEROL
LEPTIN 1,000 ® 0,080® | -0,192® | -0,321® | -0,321® -0,203®
p<0,05 0,548 0,148 0,014 0,014 0,127
HDL 0,080® 1,000® | 0,127® | -0,303® | -0,303® 0,304®
p<0,05 0,548 0,338 0,020 0,020 0,019
LDL -0,192®0 | 0,127® | 1,000® | 0,354® | 0,353® 0,947®
p<0,05 0,148 0,338 0,006 0,006 0,0001
VLDL -0321® | -0,303® | 0,354® | 1,000® | 1,000® 0,461®
p<0,05 0,014 0,020 0,006 0,0001 0,0001
TRIGLIiSERIT -0,321® | -0,303® | 0,353® | 1,000® | 1® 0,461®
p<0,05 0,014 0,020 0,006 0,0001 0,0001
T.KOLESTEROL | -0203® | 0,304® | 0,947® | 0,461® | 0,461® 1®
p<0,05 0,127 0,019 0,0001 | 0,0001 | 0,0001

r: Korelasyon degeri

Kontrol grubuna ait bireylerin serum leptin diizeyinin kan yaglarindan VLDL ve

Trighserit diizeyleriyle korelasyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 6: Hasta ve kontrol gruplarinda serum leptin diizeyleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar1 arasindaki leptin diizeyleri karsilastirildiginda

kontrol ve Alzheimer gruplar1 arasindaki leptin seviyeleri istatistiksel olarak p<0,0001

diizeyinde anlamli bulunmustur. (Sekil — Tablo )
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Sekil 7: Hasta ve kontrol gruplarinda HDL 6l¢iim diizeyleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki HDL diizeyleri karsilastirildiginda kontrol
ve Alzheimer gruplar arasindaki HDL seviyeleri istatistiksel olarak herhangi bir farklilik

gostermemistir.
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Sekil 8: Hasta ve kontrol gruplarinda LDL 6l¢iim degerleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki LDL diizeyleri karsilastirildiginda kontrol
ve Alzheimer gruplar arasindaki LDL seviyeleri istatistiksel olarak p<0,024 diizeyinde

anlamli bulunmustur.
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Sekil 9: Hasta ve kontrol gruplarinda Trigliserit 6l¢lim degerleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki Trigliserit diizeyleri karsilastirildiginda
kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki Trigliserit seviyeleri istatistiksel olarak p<0,013

diizeyinde anlamli bulunmustur.
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Sekil 10: Hasta ve kontrol gruplarinda Total Kolesterol 6l¢iim degerleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki Total Kolesterol diizeyleri
karsilastirildiginda kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki Total Kolesterol seviyeleri

istatistiksel olarak p<0,034 diizeyinde anlamli bulunmustur.
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Sekil 11: Hasta ve kontrol gruplarinda VLDL 6l¢tim degerleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar1 arasindaki VLDL diizeyleri karsilastirildiginda
kontrol ve Alzheimer gruplar1 arasindaki VLDL diizeyleri istatistiksel olarak p<0,012

diizeyinde anlamli bulunmustur. (Sekil — Tablo )
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Sekil 12: Hasta ve kontrol gruplarinda BKI 6l¢iim degerleri

Kontrol ve Alzheimer gruplar arasindaki BKI diizeyleri karsilastirildiginda kontrol
ve Alzheimer gruplar arasindaki BKI seviyeleri istatistiksel olarak herhangi bir farklilik

gostermemistir.
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5. TARTISMA

Beklenen yasam siiresinin uzamasi yasli populasyonda goriilen kronik hastaliklarin
artisini beraberinde getirmistir. Yash populasyonunda goriilen kronik hastaliklarin basinda
gelen Alzheiemer hastaligi yas arttikca goriilme yiizdesi artan hayati ciddi oranda

etkileyen norodejeneratif bir beyin hastaligidir.

Hafizada ve kognitif fonksiyonlarda bozukluk, giinlik yasam aktivitelerinde
ilerleyici gerileme, g¢esitli noropsikiyatrik semptomlar ve davranis bozukluklariyla
karakterize olan alzheimer hastalii, erken evrede tedavi alanlarda kognitif fonksiyonlarin
ve hayat kalitesinin daha uzun siire korunuyor olmasi nedeniyle erken evrede taninmasi
onem arz eden Onlenebilen, seyri ve klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasi yavaslatilabilen
bir hastaliktir (22, 13, 14). Bu ylizden Alzheimer hastaliginin patofizyolojisini ve etkin

tedavi stratejilerini bulmaya yonelik 6nemli caligmalar yapilmaktadir.

Alzheimer hastalig1 i¢in degistirilmesi miimkiin olmayan yas ve genetik faktér en
cok kabul edilen ve calismalarla ispatlanmis risk faktorleridir. Yaslanmaya baglh hafiza ve
kognitif fonksiyonlarda meydana gelebilecek bozukluklarin 6nceden Onlenebilir olmasi,
beynin hafiza ve kognitif bolgeleriyle ilgili yapilan ¢aligmalarin sayisini artrmistir. Folch
ve ark. (9) Alzheimer hastalig1 lizerinde yapilan ¢alismada adipoz dokudan salman leptin
hormonunun beslenme ve egzersiz esnasinda kognitif fonksiyonu gelistirebilecegini ve
yasa bagli 6grenmede diisiisii onlemede rol aldigini gostermislerdir. Bununla birlikte
leptinin, amiloidojenik siirecin  Onlenmesiyle noéro-koruyucu aktiviteler ortaya
cikarabilecegini, ayrica tau protein fosforilasyonunun seviyesinin azalmasi ve kavrama

fonksiyonunun yiikselmesini de ileri stirmiislerdir.

Theodoropoulou ve ark. (7) yapmis oldugu ¢alismada leptinin hipokampal gelisimi
ve fonksiyonu {iizerinde 6grenme ve hafiza siirecleri gibi etkisinin belirleyici oldugunu
gostermisler. Fadel ve ark. (8) ise leptinin, hipokampiiste noronal morfolojinin
zenginlestirilmesini de iceren, hipokampal sinaptik esnekligin yOnlendirilmesinin
kontroliinde ve ndrogenesis ve sinaptik gecirgenligin artisinda rol oynadigini

gostermislerdir.

Azalmis leptin sinyalizasyonunda oldugu gibi leptin direnci kan-beyin bariyerinden
leptinin tasinmasini tehlikeye sokabilir (Hazzourie ve ark.2013) (10). Bu diisiinceye benzer
olarak Bonda ve ark. (11) serebrosfinal sivida leptin konsantrasyonunun yiiksek oldugunu

gostermislerdir. Calismamizda serobrospinal sivida leptin diizeyleri dlgiilmemis olmakla
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birlikte, bizim hastalarnmzda da serobrospinal sivida leptin diizeyleri yiiksek olabilir. Bu
konuda kesin bir kaniya varabilmek icin ayni hasta grubunda serobrospinal leptin
diizeylerinin calisilmasi gerekmektedir. Bu sonuglar Alzheimer hastaliginda néronal leptin
direncinin oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte Rajogapalan ve ark. (12) kronik
olarak yiikselmis plazma leptin seviyeleriyle beyin hacminin kii¢iilmesi arasinda leptin
direncine gore iliski kurmuslardir. Ayrica Khemka (13) serum leptin diizeyinin Alzheimer
hastalarinda demans derecesiyle ters orantili oldugu gostermistir. Hastalarimizin
tamaminda ileri derecede demans mevcut olup, leptin diizeyleri kontrol grubuna goére
oldukea diisiik bulunmustur. Bu da sonu¢larimizin Khemka’nin bulgulariyla uyum icinde
oldugunu gostermektedir. Leptin lizerine yapilan molekiiler diizeydeki 6nceki ¢alismalarda
serum leptin diizeyinin genotipler agisindan farkli oldugu gosterilmistir. Mammes ve ark.
obezlerde leptin gen c.-2548G>A polimorfizmi ve serum leptin diizeyleri arasindaki
iligkiyi incelemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada AA genotipine sahip bireylerde serum
leptin seviyelerinin yiiksek oldugunu gostermislerdir. Calismamizda hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda AA genotipini tagiyan bireyler arasinda serum leptin diizeylerinin
istatistiksel olarak p=0,001 diizeyinde anlamli oldugu gozlenmistir. Bu ¢aligmadan farkhi
olarak, ¢alismamizda Alzheimer grubunda serum leptin diizeyleri kontrol grubuna goére
olduk¢a diisiik bulunmustur, bunun sebebi de biitiin hastlarimizin BKI diizeylerinin
normale yakin (BKI ortalamasi 23,65+3,90) olmasindan kaynaklanabilir. Hasta ve kontrol
gruplar1 kendi igerisinde cinsiyet ayrimi yapilmaksizin GG genotipine sahip bireylerin
serum leptin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulunmazken GG genotipine sahip
olmayan (GA+AA) hasta ve kontrol gruplarina ait bireylerin serum leptin diizeyleri
istatistiksel olarak p=0.001 diizeyinde anlamli bulunmustur. Genotipler ve allel genler
bakimindan ise hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmamistir.

Yapilan cesitli caligmalarda Alzheimer hastaligi ile kan yag diizeyleri arasinda iliski
olup olmadigr arastirilmistir. Reitz ve ark. HDL kolesterol seviyesinin yas, egitim,
ateroskleroz varligi ve inme varligindan bagimsiz olarak AH ve kognitif kapasitede
bozulma i¢in bir risk faktorii oldugunu gostermislerdir (49). Ancak ¢alismamizda HDL
diizeylerinin hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gozlemlenmistir. HDL kolesterol seviyesinin bir risk faktorii olarak ¢alisma grubumuzda
istatistiksel olarak anlamli olmamasmi calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubu

bireylerin bazilarinin dykiilerinde ateroskleroz varligmin olmasma baglamaktayiz. LDL,

31



HDL ve yiiksek Lipoprotein-a (Lip-a) Vaskiiler demans i¢in risk faktorii olarak
bilinmektedir ve bu faktdrlerin Alzheimer hastalarnda da risk faktorii olabilecegi
konusunda c¢alismalar vardir(15). Bizim ¢alismamizda da HDL ve LDL 6l¢iim degerleri

hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Trigliserid yiiksekligi aterosklerotik kalp hastaligi olmayan demans hastalarinda
risk faktori olarak gosterilmemistir (49). Calismamizda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
trigliserit Ol¢iim degerleri farklar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Trigliserit 6l¢lim degerlerinin hasta ve kontrol gruplar:1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
olmasini hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin bazilarinin Oykiisiinde ateroskleroz

varliginin olmasina baglamaktayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Kiiresel bir halk saglig1 sorunu haline gelen Alzheimer hastaliginin hasta bireylere
ve onlara bakan kisi ve kurumlara yiikledigi vicdani ve ekonomik sorumluluk bu hastalik
hakkinda yapilan calismalarin sayismi arttirmistir.  Yapilan calismalarin  hastaligin
fizyopatolojisinde yiiz yil 6nceki bulgular1 desteklemekten ileri gidememesi hastaligin
molekiiler diizeyde incelenmesini gerekli kilmistir. Bu yiizden c¢aliymamizda son
zamanlarda Alzheimer hastalig ile iliskisi tespit edilen viicut yag hiicrelerinden salgilanan
leptin hormonunun serum leptin diizeyi ve bu hormonun salgilanmasini kontrol eden leptin
geninin promotdr bolgesindeki c¢.-2548G>A  polimorfizminin Alzheimer ile iliskisi
arastirilmistir. Obez gen lriinii olarak bilinen leptin hormonunun kan yag degerleri ile
iliskisi bilindigi ve kan yag degerlerinin vaskiiler demans basta olmak iizere Alzheimer

hastalig1 ile iliskisi tespit edildigi i¢in ¢alismamizda kan yag degerleri de arastirilmistir.

Sonug olarak genotip ve allel genler bakimindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak bir anlam bulunmamistir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda serum
leptin diizeyi karsilastirildiginda istaistiksel olarak p=0,0001 diizeyinde anlamli
bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplar1 arasmmda GG genotipine sahip bireylerin serum
leptin diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmadigr ancak GG
genotipine sahip olmayan bireylerin (AA+GA) serum leptin diizeyleri hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda p=0,001 diizeyinde anlamli oldugu gézlemlenmistir. Hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda polimorfik AA genotipine sahip bireylerin serum leptin diizeyleri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak p=0,001 diizeyinde anlamli oldugu g6zlemlenmistir.

Kan yag degerlerinden trigliserit, total kolesterol, LDL ve VLDL 6l¢iim degerleri
hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlhidir (p<0,05). HDL
Olciim degerleri hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farklilik

gostermemektedir.

Hasta grubunda serum leptin seviyesi ile LDL, VLDL, trigliserit ve total kolesterol
arasinda p<0,05’e¢ gore yapilan korelasyon pozitif yonlii istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Kontrol grubunda serum leptin seviyesi ile VLDL ve trigliserit arasinda p<0,05’e

gore yapilan korelasyon pozitif yonlii istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Arastrmamizin serum leptin diizeyi ve leptin gen c.-2548 G>A promotor bolge
polimorfizminin Alzheimer hastalig1 iligkisinin Kahramanmaras ili kapsaminda Tiirk
populasyonundaki ilk verilerini olusturmaktadir. Calismamizin Alzheimer hastalarinda
serum leptin diizeyi ve leptin gen c.-2548G>A polimorfizminin; kan yag degerleri ve
serum leptin seviyesinin bu polimorfizmden hangi Olglide degisebilecegini gostermesi
acisindan onemlidir. Ayrica Alzheimer hastaliginda serum leptin diizeyinin leptin gen c.-
2548 G>A polimorfizmine goére nasil degisebilecegi daha oOnce calisilmamis olmasi

nedeniyle elde edilen verilerin literatiire katki saglayacagini diisiinmekteyiz
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Medeni Hali : Bekar

Telefon : 05424960827

e-posta : seyfeddinO6c¢elik80@gmail.com

Egitim

Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Yiiksek Lisans K.S.U. Tibbi Biyokimya ABD (Kahramanmaras) 15.01.2016
Lisans K.S.U. Biyoloji Béliimii (Kahramanmaras) 19.09.2012
Lise Ankara Gazi Lisesi (Ankara) 18.06.2004
is Deneyimi

Yil Yer Mezuniyet Tarihi
Yabanci Diller

Ingilizce, Almanca

Ilgi Alanlan

Bilim, Kitap Okuma, Spor
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