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OZET

Demans kisinin bilissel ve entellektiiel islevlerinin normal dis1 azalmasidir.
Demans sendromlarinin en yaygin olam1  Alzheimer hastaligidir. Alzheimer
norofibriler yumaklar ve amiloid plaklar ile karakterize, yikici bir beyin hastaligidir.
Alzheimer multifaktoryel kaliim gosteren bir hastalik olup; genetik temeli oldukca
karmagiktir. Bir¢ok farkli gen ve polimorfizm ¢evresel faktorlerle etkileserek demans
gelisimine sebep olabilmektedir. Ge¢ baslangiclhh ve sporadik Alzheimer
patogenezinde etkili oldugu diisiiniilen en O6nemli genetik risk faktorii ApoE gen
polimorfizmidir. Ayrica inflamasyon, Alzheimer hastalifina neden olan patojenik
kaskatlarin bir kismi olabilir. Patolojik caligmalar Alzheimer hastalarinin beyninde
kronik inflamasyonun oldugunu ortaya koymustur. Bu sebeple, bir proinflammator
sitokin olan interlokin-1 (IL-1) de bu hastalifin patogeneziyle iliskilendirilmistir.
Bir¢ok calisma, Alzheimer hastaligi ve IL-1o C889T alel polimorfizmi arasinda

iliski oldugunu gostermektedir.

Bu c¢alismada, ApoE geni €2, €3, €4 polimorfizmleri ve IL-1¢ geni C889T
polimorfizminin genotip ve alel frekanslarn caligma grubumuzdaki 95 Alzheimer
hastas1 ve 60 demans Oykiisii olmayan kontrol bireyde degerlendirilmistir.
Calismamizda €3/e3 genotip frekansi kontrol grubunda, €3/e4, e4/e4 genotip
frekanslar1 ise olgu grubunda anlamli diizeyde yiiksekti. €3 alel frekansi kontrol
grubunda, €2 ve €4 alel frekanaslar1 ise olgu grubunda anlaml diizeyde yiiksekti.
Kontrol ve olgu gruplar1 arasinda IL-/ & geni C889T polimorfizmine iliskin genotip

ve alel frekanslarinin dagilimi acisindan farklilik gézlenmedi.

Sonug olarak, Alzheimer hastalif1 ile Apo E €4 aleli arasinda kuvvetli bir iligki
varken, Alzheimer hastaligi ile IL-/o C889T polimorfizmi arasinda bir iliski

olmadig belirlendi.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Apolipoprotein E, Interlokin-1 Alfa,

Polimorfizm



SUMMARY

Demantia is abnormal decrease of cognitive and intellectual processes. The
most commonly demantia syndrome is Alzheimer’s disease. Alzheimer’s disease is
a destructive brain disease which is categorized by neurofibrillar tangles and amyloid
plaques. Alzheimer’s disease is a multifactorial disease and its genetic basis is too
complicated. Many different genes and polymorphisms interacting with
environmental factors may lead to development of demantia. ApoE gene polymorphism
is thought to be the most important genetic risk factor in the patogenesis of late onset
and sporadic Alzheimer’s disease. Inflammation may also be the part of patogenic
cascade that leads to the Alzheimer’s disease. Pathological studies have exhibited
that chronic inflammation exists in the brain of patients with Alzheimer’s disease.
Therefore, Interleukin 1 (IL-1), a proinflammatory cytokine, is found to be
associated with the patogenesis of Alzheimer’s disease. Many investigations show
that there is an association between IL-Ia C889T allele polymorphism and

Alzheimer’s disease.

In this study recent studies, genotype and allele frequencies of €2,e3,e4
polymorphisms of ApoE gene and C889T polymorphism of IL-Ia gene were
evaluated in 95 patients with Alzheimer’s disease and 60 controls without demantia
story. The results showed that €3/e3 and €3/e4 genotype frequencies significantly
higher in the control and case groups, respectively. Although statistically significant
€3 allele frequency was detected in the control group, €2 and €4 allele frequencies
were significantly higher among the cases with Alzheimer’s. There was no difference
between control and case group in point of the distribution of genotypes and allele

frequencies of C889T polymorphism of /L-I & gene.

In conclusion, there was a strong association between Alzheimer’s disease and

ApoFE €4 allele, while was no relation was seen in with /L-/ & C889T polymorphism.

Keywords: Alzheimer’s Disease, Apolipoprotein E, Interleukin-1 Alpha,
Polymorphism
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Simge Aciklama

ACT Alfal-antikimotripsin

A2M Alfa2-makroglobiilin

AH Alzheimer hastalig

AR Amiloidf3

APP Amiloid prokiirsor proteini

ApoE Apolipoprotein E

Arg Arjinin

AChE Asetilkolinesteraz

B¢ Baz cifti

BChE Biitirilkolinesteraz

VLDL-R Cok diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii
DNA Deoksiriboniikleik asit

LDL Diisiik yogunluklu lipoprotein
EBAH Erken baslangicli Alzheimer hastalig
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

GBAH Geg baglangichi Alzheimer hastaligi
IL-1a Interlokin-1co

IL-1B Interlokin-1p

IL-1Ra Interlokin-1 reseptor antagonisti
ICE Interlokin-1f doniistiiriicti enzim
S100B Kalsiyum baglanma proteini beta
Kb Kilobaz

kDa Kilodalton

LC Light cycler

LRP Lipoprotein reseptor proteini

ul Mikrolitre

NINCDS/ADRDA National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke/Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association

PSENI1 Presenilin 1

PSEN2 Presenilin 2

SSS Serebrospinal s1vi

Cys Sistein

iNOS Tesvik edilebilir nitritoksitsintaz
TBE Tris-Borat-EDTA

HDL Yiiksek yogunluklu lipoprotein

X1l



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalig1 bellek, konusma, yiiksek serebral islevler ve gorsel-uzaysal
beceriler gibi birden cok sistemi etkileyen, biligsel islevlerde ilerleyici kayip ile
seyreden norodejeneratif bir hastaliktir (49). Hastalik, klinik ve patolojik yonden
etiyolojik olarak ¢ok farkli bir beyin yetmezligidir. Hastaligin klinik 6zellileri bellek
kaybi, davranis degisiklikleri, kognitif yetmezlik, norofibriler yumaklar, noritik plaklar

ve noronal 6liim olarak ortaya ¢ikmaktadir (91).

Alzheimer hastaligi, yash bireylerdeki demansin (kisinin biligsel ve entellektiiel
islevlerinin normal dig1 azalmasi) en sik nedenidir. Toplumda siklig1 65 yas i¢in %5-10,
85 ve daha ileri yaslar icin %47 olarak bildirilen Alzheimer hastaliginin patogenezi,
klinik seyri ve prognozu ile iliskili faktorler son yillarda arastirmalarin ilgi odagi
olmustur. Hastaligin klinik 6zellikleri arasinda hafiza ve kavramaya ait fonksiyonlarin

bozulmasi yer almaktadir (62).

Alzehimer hastaliginin patogenezinden sorumlu oldugu diisiiniilen apolipoprotein
E (ApoE)’nin, beyin omurilik sivisinda amiloid betaya bagl bulundugu ve Alzheimer’l1
bireylerin beyinlerinde senil plak ve norofibriler yumaklara kolonize oldugu
gosterilmistir. ApoE, baglica karaciger tarafindan sentezlenen bir plazma proteini olup,
ilgili ApoE geni kromozom 19q13.2°de lokalizedir. ApoE’nin genetik olarak belirlenmis
iic sekli olan ApoE €2, ApoE €3 ve ApoE €4 yiiklerine gore ayrilmalarii saglayan
izoelektrik fokuslama ile ayristirilabilir. ApoE €2 ApoE €3’ten 158. amino asidin farkli
olmasiyla ayrilirken (ApoE €2’de sistein, ApoE €3’te arginin), ApoE €4 ApoE €3’ten
112. amino asidin farkli olmasiyla ayrilir (ApoE €3’te sistein, ApoE €4’te arginin). Geg
baslangicli Alzheimer hastalifi ile ApoE’nin €4 aleli arasinda giiclii bir iliski oldugu
bir¢ok calismada gosterilmistir (94).

Alzheimerl1 hastalarin beyin dokusunda IL-1’in asir1 derecede eksprese edildigi,
IL-1’in asirt ekspresyonunun belirlenmis bir beyin bolgesini kapsayan patoloji ile

iligkilendirildigi ve IL-1’in asir1 ekspresyonunun kortikal bolgeleri gecerek Alzheimer



patolojisinin yayilis1 ile iliskili oldugu bildirilmektedir (116). Potansiyel bir
proinflammator sitokin olan interlokin-1 (IL-1), her biri 2. kromozomun uzun kolunda
(2q14-21) lokalize olmus ayn bir gen kiimesi tarafindan kodlanan ve en az ii¢ degisik
varyanti bulunan (IL-1A, IL-1B ve IL-1 antagonist reseptorii) bir protein ailesidir (119).
IL-1 yetiskin beyninde diisiik seviyelerde eksprese edilmekte ve farkli bir patofizyolojik
olusum icinde 6nemli bir rol oynamaktadir (130). inflammator, Alzheimer hastaligina
neden olan patojenik kaskadin bir kismi olabileceginden dolay1, IL-1A’nin bu hastaligin
patogeneziyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde,
artan IL-1 immiinorektivitesi ilk olarak Griffin ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir
(36). Alzheimer hastalig1 patolojisi bulunan beyin bolgelerinde IL-1’in asin iiretildigi
bildirilmistir. Noritik plak progresyonunun boyutu ile nérofibriler karisiklik derecesinin
IL-1 iiretimi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Alzheimer hastaliginin patogenezinde IL-
I’in rolint aydinlatmak igin yapilan caligmalar da IL-/A-C889 polimorfizmi farkli
populasyonlarda degerlendirilmistir (22, 39).

Bu calismada, Alzheimer hastalig ile iliskili olan ApoE genine ait €2, €3 ve €4
alelleri ile bu hastaliga iliskin aday genlerden biri olan IL-/a-C889T polimorfizmi
birlikte incelenerek hastalikla iliskileri arastirilmistir. Calisma sonuglarinin, Alzheimer
tanis1 alan olgularin kendilerinde hastaligin seyri ve ailelerinde yatkinlik agisindan

bilgilendirici olacag diisiiniilmektedir.

Ayrica yapilan literatiir taramasinda iilkemizde bu hasta grubunda IL-1a-C889T
polimorfizmine iligskin yapilan calismalarin ¢ok sinirli oldugu goriilmiistiir. Calisma
verilerimiz, bu iki polimorfizmin birlikte degerlendirildigi, Tiirkiye’de Alzheimer
hastalarindaki dagilimi ve hastalikla iliskisi tizerine elde edilen ilk veri olma 6zelligi
tasimaktadir. Ayrica calismamizda es zamanli PCR yontemi ilk kez IL-1a-C889T

polimorfizmine ait genotipleme c¢aligsmasi i¢in kullanilmisgtir.

Alzheimer hastalig ile iligkili genlerin ve etkilerinin ¢alisilmasi sadece yeni tedavi
yaklagimlar i¢in degerli ipuclar1 saglamakla kalmayacak, erken teshis ve bu yikici
hastaligin 6nlenmesi i¢in ¢ok Snemli 6n kosul haline gelecek olan yeni genetik risk

profilleme stratejilerinin gelismesine de yol agacaktir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Demans ve Alzheimer Hastaligi

Demans “kisinin biling disinda olmasi” anlamina gelir ve kisinin daha onceki
durumuna oranla biligsel ve entellektiiel islevlerinde meydana gelen azalmay1 anlatmak
amaciyla kullanilir. Demans olustugunda, bellek basta olmak iizere konusma, algilama,
gorsel boyutlandirma, hesaplama, soyut diisiinme, yargi yapma ve problem ¢ézme gibi
biligsel islevlerden en az ikisinde bozukluk meydana gelir (17). Demans yaslanmanin
dogal sonucu olmayip bir hastalik olarak kabul edilmekte ve normal yaslanma ile
goriilen kognitif ve psikolojik degisikliklerden ayirt edilmesi gerekmektedir (57). 65 yas
iistii hastalarda demansin en 6nemli nedenleri; Alzheimer hastaligi (yaklasik %60),
vaskiiler demans (%15) ve vaskiller demans-Alzheimer hastaliginin bir arada
bulunmasidir (%10). Diger hastaliklar, demans sebeplerinin sadece %10’unu olusturur

(56).

Alzheimer hastalifi bilissel islevlerde bozulma, giinliikk yasam aktivitelerinde
azalma, davranmigsal ve psikolojik bozukluklarla sonuglanan ilerleyici bir nérodejeneratif
hastaliktir (58). Dr. Alois Alzheimer’in 1907°de ilk olgusu 51 yasindaki Auguste D.’yi
yaymlamasindan sonra hastalia “Alzheimer” adini klinik sefi Dr. Emil Kraepelin
vermistir (109). Alzheimer hastaligi, yasamin son donemlerinde baslayan kademeli
demans ile karakterize edilmekte ve teshisten ortalama 8 ila 10 yil sonra 6liime neden
olmaktadir (128). Hastaligin klinik olarak ortaya cikarilmasi degiskendir ve hafiza
kaybi, saskinlik, kisilik degisiklikleri, bozulmus koordinasyon ve konusma problemleri

gibi semptomlar1 icermektedir.

Alzheimer hastaligi, baglama yasina ve kalitim durumuna gore gruplandirilabilir.
Erken olusan hastalik 65 yasindan once olusmaktadir. Bu durum genellikle aileseldir ve
otozomal dominant kalittm kalibina uygun olarak kalitilmaktadir. Alzheimer
hastaliginin %10 kadarim1 ailevi Alzheimer hastaligi olusturmaktadir. Alzheimer
hastaliginin ¢cogunlugu 65 yas iizerindeki bireylerde goriilen ge¢ olusan tiptir ve geg

olusan Alzheimer hastalig1 sporadiktir (102).



2.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemivolojisi

Demans hastaliklarn populasyonlarda ilerleyen yasla birlikte artmaktadir.
Avrupa’da yapilan bir calismada, yasliliktaki demansin prevalanst %6,4 olarak
belirlenmis ve bu oranin 65—69 yas grubunda %0.8’den baslayip, 90 yas ve iizerindeki
bireylerde yaklasik ii¢ katina ¢iktigi bildirilmistir. Demans hastalarinin yarisindan

fazlasinda AH nin goriildiigii bildirilmistir (73).

Alzheimer Hastalifi, yasla iligkili demansin en yaygin formudur ve ilerleyen
yaslarda ¢ok daha yaygindir. Hastaligin olusum riski yas, cinsiyet ve yasam tarzina gore
degisir. Insidans1 ise 65-70 yaslarindaki insanlar arasinda yaklasitk %1’den, 85 yas

iizerindeki insanlarda yaklasik %6—8’lere kadar artmaktadir (80).

AH’nin siiresi, hastalifin baslangicindan sonra 2 ila 16 yil arasinda degisir.
Alzheimer olgulan i¢in ortalama yasam siiresi son yillarda yapilan ¢aligmalarda 3 ila 7
yil olarak belirtilmistir (25). AH, Amerikada 65 yas iizerindeki bireylerin 6liim

nedenleri arasinda sekizinci siradadir (45).

Avrupa populasyonlarinda, AH’nin prevalanst %4.4’diir (73). Bu prevalans,
ABD’de yasayan Afro-Amerikalilar’da beyaz irka gore yiiksek olmasina ragmen (40),
Afrika yerlilerinin kendi {iilkelerinde daha diisiiktiir. (89). Hem insidans hem de
hastaligin devam siiresi oran1 prevalans oranini etkilemektedir. Bu yiizden, klinik olarak
teshis edilen AH’l1 yasamim siirdiiren olgularin prevalansi yas ile degismektedir. 65
yasindan once Alzheimer hastaligi nadir olarak goriilmekte (bu yas grubunda %0.5’den
kiigiiktiir); fakat 85 yas ve iizerinde artmaktadir. 85 yas lizerindeki popiilasyonlarda,
hastalik siddetinin hangi evrede inceledigine bagli olarak bireylerin %13 ila %30’un

iizerindeki kismi hastalia sahiptir (96).



2.3. Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi ve Patogenezi

AH’na 6zgii histopatolojik degisiklikler néronal kayip, norofibriler diigiimler ve
noritik plaklan igcermektedir. Beynin spesifik bolgelerinde noronal fonksiyon kaybi ve

noronlarin kaybi hastaligin klinik ifadesiyle iliskilidir (19).

Alzheimer hastaliginda, beyinde noritik plaklar ve norofibriler yumaklar olmak
iizere iki tip patolojik lezyon s0z konusudur. Alzheimer hastaliginda demans
derecesinin nérofibriler yumaklar1 ve noritik plaklarin yogunlugu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu sekildeki lezyon olusumunun muhtemelen hiicre yapisini, dentritleri
ve sinapslar1 bozdugu ve boylelikle norotransmisyona ciddi sekilde zarar verdigi bunun

da kavramsal yetenegin azalmasi ile sonuglandigi diisiiniilmektedir (33).

2.3.1. Noritik Plaklar

Noritik plaklar, proteinden olusan fibril c¢okeltilerinin kiiresel ekstraseliiler
cekirdeginden veya dejenere olan sinir hiicre prosesleri ile ¢evrelenmis amiloidden
olugmaktadir. Noritik plaklar 6zellikle hippokampus, neokorteks, amigdala ve serebral
ve meningeal kan damarlarinin duvarlarinda bulunmaktadir. Noritik plaklarin
cekirdegindeki predominant protein amiloid-f (AR), A4 veya /A4 olarak bilinen 4
kDa’luk bir peptittir. AP, 39-43 amino asitten olusur ve 42 amino asitten olusan form
amiloid ¢okeltilerinde olduk¢a dominant olarak bulunmaktadir (53). AP, amiloid
prekiirsor proteini (B-APP) olarak bilinen bir dncii proteinden proteolitik ayrilma ile
tiiremektedir (121). Immiinohistokimyasal c¢alismalarda, apolipoprotein E (ApoE) nin

hem noritik plak hem de norofibril diigiimler ile iliskili oldugu saptanmistir (87).

2.3.2. Norofibril Diigiimler

Norofibril diigiimler, noronlar arasi kalintilar olarak olusan noronal kaynakli
dejeneratlar gibi eksternal hale gelen anormal protein ¢okeltileridir. Norofibril diigiimler

hiicre yapilarinda ve noritik plaklarin ¢ekirdegini ¢evreleyen dejenere ndronlarin apikal



dentritlerinde olusmaktadir. Norofibril dugiimler, distrofik noronlarin ortak bir
ozelligidir ve Alzheimer hastalig1 i¢in spesifik olmakla beraber Parkinson gibi diger
norodejeneratif hastaliklarda da goriilmektedir. Bu diigiimlerin esas yapisal bileseni,
eslenmis sarmal filament olarak da bilinen bir anormal fibrildir. Bu eslenmis sarmal
filamentler mikrotiibiil iliskili protein taunun asir1 fosforile olmus formundan olusur

(67).

Mikrotiibiil iligkili bir protein olan tau, normal ndron aktivitesi i¢in kritik
goriinmektedir. Alzheimer hastalifinda tau'nun fonksiyonunu yitirmesinin nedeni,
taunun anormal hiperfosforilasyonudur. Bu sadece tau etkisinin ve mikrotiibiillerin
dengesinin kaybiyla sonu¢lanmaz. Yeni olusan modifiye form, toksik olabilir ve
mikrotiibiillerin bozulmasin ilerletebilir. Etkilenmis néronlar, normal tau sentezleyerek
ve anormal hiperfosforile edilmis tau’yu norofibriler aglara sararak, kivirarak ve
filamentleri uzatarak toksik tauya tepki gosterir. Etkilenmis noronlar yavas yavas

dejenere olurlar (51).

AH’de, hipokampusda toplam néron kayb1 %40’dan %50’ye kadar degismekte,
niikleus bazalisinde %79’a kadar ¢ikmakta ve kortekste %15’den %58’e degismektedir.
Bu olusum, temporalde parietal bolgesinden daha siddetli olmaktadir (78). Spesifik sinir
hiicresi igindeki niikleus kaybi1 norokimyasal eksikliklerle iliskilendirilmekte, sinirsel
kayip ve norotransmitter eksiklikler birlikte demans sendromunun ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu yikict durum, hiicre-hiicre iletisimlerini bozan, hiicre iskeleti
proteinleri (6rnegin; tau) ile beta-amiloidin (AP) asir1 sentezi ve birikimine, sinapslarin
kaybina, dendritlerin miktarinda azalmaya, oksidatif metabolizma yoluyla hasara ve

hiicre 6liimiine neden olan norokimyasal eksiklikleri kapsamaktadir (19).

2.4. Alzheimer Hastahgimin Klinik Ozellikleri ve Teshisi

AH oncelikle 65 yas iizerindeki bireyleri etkiler. Klinik olarak AH, kognitif
fonksiyonlardaki bozulmanin sosyal yasam ve is hayatinda bozukluk olusturmasi,
evdeki giinliik fonksiyonlar1 engellemesi ve hafizada ilerleyen kayip ile sinsi baslangicl

olarak karakterize edilir. Kognitif fonksiyonlarin bozulmasim siklikla davrams ve



mental rahatsizliklar takip eder. Motor zorluklar hastaligin ge¢ asamalarinda ortaya
cikar. Hasta 6liimden once siirekli yardim ve 6zene ihtiyac duyar. AH nin semptomlart
ve siddeti, hastaligin noropatolojik ilerlemesiyle iligkilidir. Hastaligin belirtisinden
sonra umulan yasam siiresi 2—16 yil arasinda degismekle birlikte ortalama 3 ile 7 yildir
(25).

National Institute of Neurological Communicative Disorders and Stroke ve
Alzheimer Disease and Related Disorders Association (NINCDS/ADRDA) kriterlerine
gore AH’nin teshisi ii¢ kategoriye ayrilmistir: muhtemel, miimkiin ve kesin AH. Kesin
AH tanisi icin, klinik olarak olas1t AH tanis1 almis olgunun histopatolojik dogrulanmast

gerekir. (Sekil 2.5.1)

2.5. Alzheimer Hastaliginin Alt Tipleri

AH tipinin erken baslangicli demans durumu (baslangi¢ yasi < 65 yil) i¢in Erken
Baslangicli Alzheimer Hastaligt (EBAH), AH tipinin gec baslangi¢cli demans durumu
(baslangi¢ yast = 65 yil) icin ise Ge¢ Baslangicli Alzheimer Hastalifi (GBAH) terimi
kullanilmaktadir. Hastaligin tipik beyin patolojisi EBAH ve GBAH’de benzerlik
gostermektedir (102). Yapilan calismalarda EBAH ile GBAH arasindaki en belirgin
ayirici Ozelliklerin tipe 6zgii genler oldugu ifade edilmistir. EBAH nin tanimlanmasinda
21. kromozomda lokalize amiloid prekiirsor proteini (APP), presenilin 2 (PSEN2) ve
presenilin 1 (PSEN1) genlerinin tam penetrant mutasyonlar1 kullanilmistir. Ancak basta
ApoE ve alfa2-makroglobiilin (A2M) olmak iizere pek ¢ok yaygin polimorfizm, diisiik
penetranslariyla AH'nin en sik goriilen formu GBAH iizerinde risk faktorleri ve/veya

yatkinlig1 arttirict markerler olarak degerlendirilmektedir (122).

Ailesel ve sporadik AH, sadece hastaliktan etkilenmis diger akrabalarin bulnup
bulunmamasina gore ayrilir. Gliniimiizde genetik agidan AH, otozomal dominant ailesel
AH, Mendel kaliima uymayan ailesel yigilma gosteren AH (ailesel agregasyon) ve
sporadik AH olmak iizere ii¢ formda gruplandirilabilir (93). Tiim AH olgularinin %5
kadari, otozomal dominant kalitimli, erken baslangich ailesel form AH’den sorumlu

oldugu bilinen genetik faktorler ile aciklanabilir (103). Bununla birlikte, tim AH



olgularinin %10’u otozomal dominant ailesel olgular olarak tahmin edilmektedir.
Ailesel yigilma gosteren ve Mendelyen kalitima uymayan olgular, tim AH olgularinin
%30’unu olusturur ve ailelerde genetik ve c¢evresel risk faktorlerinin etkisi altinda

ortaya ¢ikabilir (23).

NINCDS ADEDA Tam Eriterleri

I. MUHTEMEL Alzheimer Hastabé Kinik tam kriterleri sunlan icerir:

+  Klink rmavene ile saptanan, Wini-Mertal Test, Blessed Dernans Clgegi va da
benzer bir test e dokimante edilen we néropsikolojik testlerle de dogrlanan
de mans tablosn;

Iki v da dalka fazla bilissel siiregte bozula,

Biling hozuklugn yok.

Baglangi; 40-20 wmglar: aramrda, bityitk akhkla da 65 smandan sonra;

Bellek va da diger biligsel siireclerde derlesici bozkluZa wol agabilecek sisternik va
da beyme aitbaghka bir hastahlk yok.

IL MUHTEMEL Akheimer Hastals tanas: sunlarla desteldenir:

+ Dl (afazi), motor yetenekler (apraksi) ve alg1 (agnozi) gl dzgil hiligsel islevlerde

lerlevici bomilina,

+  Ginlitk yagam akttvitelerinde bozulma ve dasrarog bigirunde defisme;

+  bilede benzer homkluk dykisi (Gzellikle patolojik olamm karatlavenigsa),

+  Lahoratuarda:

0 Standart tekraklerle notmal lorber ponksison,
0o EEGrin nomnal olmasi vads yavag dalga altmeitesinde arhy gibl non
spesifik degiziklhikler,
o Bilzisawarh Tomografide (BT serebral atrofise ilighin bulzular e seri
ince lerne lerde b bulgulann ilerlesigi.
IN. Alzheimer hastahfn dipndald nedenler dylindiltan somra MUHTEMEL
Akheimer Hastahg tane: il wyumbu obh ilecel diger lindk ozellilder gunlardr:
Hastahfin se winde platolar,

+  Depresyon, uykusuzluk, inkortinans, hezewan, ilizyon ve halusinasyonlar, verbal,
ernosyonel va da fiziksel katastrofik patlamalar, civeelbombkluklar ve kilo kawb gihi
eglikgi blzular,

+ DBam hsstalarda, dzellible lastabfin ileri dinemlerinde, kas tonunsunda arhg,
ryoklonns a da wirime gigligi ghbi diger norolojik bomkluklar,

+  Hastaligin ileri evresinde nihetler,
¥ag 1pin normal BT.

IV MUHTEMEL Akheimer Hastahf tamsima helirsizlegiiten ya da ihtimal dyma
gl]mannm]likbr sunlardr:
Inme tarmnda ani baglangig;

+ Heriparezm, duysal kawp, girme alam defektlen we inkoordinasyon gibi fokal
nirolojik bulgnlarm kastabim erken evrelerinde bulunras,

+  Nibetler va da wirityie bozkuklarmor, daha baglangicts wa da bastahfm gok erken

.. evrelerinde bulnnmas;
V. MUMETN Akheimer Hastah# tam kriterleri sunlard m:

+ Demansa neden olahilecek diger nérolojik, peikivatik va da sisternik bozkluklar
olrnaksizim, baglangg, presentasvon w da klindk sevirde warmsmrnlann bulunrmas
duraraunds konulabilir;

+ Demansa neden olabilecek, ancak demansm nedernd gibi goriremesen ikinei bir
sisternik ya da beyin hastahfun bulunrmas dorornds kornlabilir,

+ Difer belitlernebilir nederderivan dhglanchy, tek e wavag ilerlewici bir biligel
bozklngun bulunrmas dunremnds, aragtirna cahsras: amagli olarak kallarlabiliv.

VL KESIN Akheimer Hastahi tams: kriterleri sunltard w:
+  PBivopel wa da otopsiyle elde edilen histopatolojil kamtlar.

Sekil 2.5.1: AH’nin teshisinde kullanilan NINCDS/ADRDA kriterleri.



Tiim AH olgularinin %60 kadariin ailesel yigilim gostermeyen grupta oldugu
tahmin edilmekte ve bu gruptaki olgular sporadik AH olarak adlandirilmaktadir (93).
Sporadik AH, ¢ogunlukla yasam dongiisiiniin son kismina yakin agiga ¢ikar (121).

2.6. Alzheimer Hastaliginin Etiyolojisi

Ozellikle ge¢ olusan Alzheimer hastalign durumunda AH’nin etiyolojisi
multifaktoryeldir. Pek cok genetik ve genetik olmayan faktér Alzheimer hastaliginin
gelisimi icin risk faktorlerini belirlemekte ve hastaligin olusum yasim ve gidisatini
diizenlemektedir. Bu faktorlerin cogunun gercek katkisi, 6nemi ve etkilesimleri hala

tam olarak anlasilamamustir (5).

2.6.1. Demografik Risk Faktorleri

Alzheimer hastalifi etiyolojisinde pek ¢ok cevresel risk faktorii rol oynar. Bu
etkenlerden hangisinin hastaligin ortaya cikist veya prognozunda etkin oldugu ve

etkisinin ne ol¢iide olduguna iliskin farkl goriisler vardir.

2.6.1.1 Yas
Tiim demans olgularinda oldugu gibi Alzheimer olgularinda da yas en dnemli risk
faktoriidir Hastaligin prevalanst 60 yasindan once nadirken, 85 ve lizeri yaslarda

yaklasik %50’ye yiikselir (73).

2.6.1.2. Cinsivet

Kadinlarda hastaligin erkeklerden daha sik goriildiigii bilinmektedir. Bazi
calismalarda ise bu durumun ilerleyen yaglarda kadin niifus oraninin erkeklerden

yiiksek olmas1 nedeniyle meydana geldigi bildirilmistir (65).



2.6.1.3. Ailede Demans OvyKkiisii

Ailesinde, birinci derece akrabalarinda (ebeveynleri, cocuklar, kardesleri)
Alzheimer 6ykiisii bulunan bireylerin hastaliktan etkilenmis bir yakini olmayanlara gore

hastaliga yatkinliklar1 3—4 kat daha fazladir (31).

2.6.1.4. Egitim Diizeyi

Diisiik egitim diizeyinin Alzheimer hastaligt insidansim 1.5 kat arttirdigt

bildirilmistir (30).

2.6.1.5. Down Sendromu

35 yasm lizerindeki Down sendromlu olgularda, Alzheimer hastaligi gelisim riski
yiiksektir. Bu olgularda, Alzheimer olgularmin beynindekine benzer lezyonlarin

gelistigi rapor edilmistir (32).
Uzun siireli alkol kullanimi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve risk faktorleri, kafa
travmalar1 gibi pek cok degisik faktoriin de hastalik riskini arttirdigr bildirilmektedir

(60, 83).

2.6.1.7 Genetik Risk Faktorleri

Birkac ailesel Alzheimer hastalig1 otozomal dominant gegis gdstermesine ragmen
bircok durumda hastaligin kalitmi multifaktoriyeldir. Monozigot ikiz ¢alismalari, %18
ve %41 arasinda degisen konkordansin oldugunu ve bu uygunluk oranlari ile Alzheimer
hastaliginin tek bir otozomal dominant gen ile tam anlamiyla agiklanamayacagini

gostermistir (98).

AH i¢in 100 dolayinda aday risk geni analiz edilmis ve bir¢cok calismada bu aday
genlerden dordiiniin (APP, PSENI, PSEN2 ve ApoE) hastalikla iliskili oldugu

bildirilmistir. Bu genlerden sadece ApoE’nin, GBAH ile kuvvetli asosiasyon gosterdigi
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kabul gormektedir. Alzheimer ya da kardiyovaskiiler sistem hastaliklarn gibi
multifaktoryel hastaliklarda genetik ¢calismalarin tekrar edilebilirligi zordur. Bu nedenle,
baglant1 analizleri gibi molekiiler metodlar ile populasyon ve olgu-kontrol c¢aligmalari,
GBAH ve diger kompleks hastaliklar icin yeni genleri tanmimlamak icin kullanilmistir.
Bununla birlikte, bu calismalarda ¢alisilan populasyonun standardizasyonu ve
orekleme farkliliklarn gibi faktorler, GBAH ile iligkili genlerde duyarli, tutarli ve

tekrarlanabilen analizleri yapmak ve tanimlamak i¢in zorluk olusturmaktadir (5).

2.7. Alzheimer Hastaliginin Genetigi

2.7.1. Erken Baslangich Alzheimer Hastahg ile iliskili Genler

Erken Baslangichi Alzheimer Hastaliginin (EBAH) %50 kadar1 daha onceden iyi
bilinen APP, PSENI ve PSEN2 genlerinde bulunan mutasyonlarla agiklanmistir (Tablo
2.8.1.1) (46). PSENI mutasyonlar1 AH’a neden olmakta %100 penetrandir (122).

Tablo 2.7.1.1: Erken olusan otozomal dominant ailevi Alzheimer hastaligina etki

eden genler

Baslangic  Saptanan mutasyon

Gen  Lokalizasyonu Etkisi
yasi sayisi
Farkli APP yapimi, AP
APP 21q21.1 43-62 33 )
ve AP nin artmasi
PSEN1 14q24 29-62 172 AP .4 nin artmasi
PSEN2 1q31-42 40-88 13 AP .4 nin artmasi

2.7.2. Gec Baslangich Alzheimer Hastah ile iliskili Genler

Kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, diyabet ve GBAH gibi kompleks ve heterojen
hastaliklar basit kalitim kalibina sahip degildir. Ustelik bu hastaliklarla iliskili olan
coklu mindr genlerde meydana gelen mutasyonlar ve polimorfizmler, hem birbirleriyle
hemde genetik olmayan faktorlerle iliskilidir. Yaygin ve kompleks hastaliklarin genetik

temellerinin analizi bu sebeplerle sinirhidir.
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Multifaktoryel hastaliklarda katkili minor genler ile ¢evresel faktorlerin etkisi soz
konusudur. Bu nedenle bu hastaliklarda genetik analiz ile tanm1 koyma olanagi sinirlidir.
S6z konusu zorluklar

- kompleks kalitim ve heterojenite,

- genotip ve fenotip analizleri i¢cin elde edilebilir farkli jenerasyonlarda

etkilenen bireylerin sayilarinin sinirli olmast,

- fenokopilerin varligi ve ge¢ baslangichi hastalifin semptomlarinin ortaya

cikmasindan dnce mutasyonlar1 veya polimorfizmleri tasiyian bireylerin 6liim

olasilig1 olarak siralanabilir. (5).

Calismalarda AH ile iligkili oldugu dogrulanmis olan aday risk genlerinden

bazilar1 Tablo 2.7.2.1°de verilmistir.

Tablo 2.7.2.1: GBAH ile iligkili baz1 genler (Ivonen (50)’den degistirilerek)

Gen Iﬁ)‘;’;ﬁ;’;‘s’;‘ﬂ AH patojenezi ile iliskisi
HSPG2 1p36 AP plaklarinin bileseni
MTHFR 1p36 Homosistein metabolizmasi
NCSTN 1q22-23 Y-kompleksinin bileseni

ILIA 2q14 Inflamator cevap

TF 3q22 Demir tagiyicisi, oksidatif stres
NEP 3925 AP’in parcalanmasi

APOD 3925 Lipit metabolizmasi

SNCA 4921 AP plaklarinin bileseni

TNFA 6p21 Inflamasyon

HIA-A2  6p21 Inflamasyon
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Tablo 2.7.2.1 (Devami): GBAH ile iliskili baz1 genler

Gen Kromozomal AH patojenezi ile iliskisi
lokalizasyon

ESRI 6925 Ostrojen etkilerin aracist

IL6 Tp21 Sinir hiicresi farklilagmasi

NOS3 7q36 Nitrik oksit sentezi, apoptozis

LPL 8p22 Plazma lipit transportu

VLDL-R  9p24 Kolesterol metabolizmasi

UBQLNI 9q22 PSEN biyosentezi ve indirgenmesi

PLAU 10922 Plazminojen aktivatorii, AB’in parcalanmasi

CINNA3  10g22 B-katenini baglar, Wnt sinyal yolagi

IDE 10923 AP’in parcalanmasi

CTSD 11p15 Lizozomal aspartil proteaz, Af’in ayrilmasi

FE65 11p15 APP baglanma proteini

BCHE 11p15 AP plaklarinin bileseni

BDNF 11p13 Noronal hiicrelerin hayatta kalmasi

A2M 12p13 AP’in parcalanmasi

LRP 12q13 APOE ve A2M i¢in reseptor

NOS1 12q24 Beyinde norotransmitter 6zellikler

DLST 14q24 Enerji metabolizmast

AACT 14q32 AP plaklarinin bileseni

SHTT 17q11 Serotonin taginimi

BLMH 17q11 Sistein proteaz, BACE aktivitesi

MAPT 17q21 NFTs’in PHF formlari

ACE 17923 Hipertansiyon

MPO 17923 Fagositoz, inflammasyon

ICAM1 19p13 Inflammasyon

APOE 19q13.32 AB ¢okelmesi
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Tablo 2.7.2.1 (Devami): GBAH ile iliskili baz1 genler

Gen Kromozomal AH patojenezi ile iliskisi
lokalizasyon

PRNP 20p13 Oksidatif stres

CST3 20pl1 Proteaz inhibitérii, AP fibril olusumu

CYP2D6  22ql3 Ila¢ metabolizmasi

MAOA Xq21-26 Monoamin nérotransmitter metabolizmasi

2.7.2.1. ApoE Geni ve ApoE Proteini

Apolipoprotein E (ApoE) geni 19’uncu kromozomun proksimal uzun kolunda
lokaliz,e 4 ekzon ile 3 introna sahip 3597 b¢ uzunlugunda bir gendir. ApoE promotor
bolgesi, transkripsiyon baglama bolgesinden 5’ ucuna dogru lokalize olan, ilk ve ikinci
intronlarda bulunan c¢oklu transkripsiyonel arttirici ve baskilayici elementlerinden

olusmaktadir (92).

Bu gen; 5’ ucunda 61 un-translated niikleotid, bir sinyal peptidini veren 54
niikleotid, olgun protein icin kodlanan 897 niikleotid, UGA translasyon sonlandirma
kodonu ve sonlandirma kodonunu takiben 142 untranslated niikleotidden olusan 1157
niikleotidlik bir mRNA’y1 kodlamaktadir (82). Ekzon 3 ve 4 sadece olgun protein icin
kodlanmaktadir. ApoE’deki iki polimorfik bolge, €2, €3 ve €4 olmak iizere ii¢ alelle
sonuclanmaktadir. Bu yaygin polimorfizmlere ek olarak bircok mutasyon rapor

edilmistir (135).

ApoE 34.1 kDa molekiiler agirlikta ve 299 amino asitten olusan bir glikoproteindir
(99). ApoE hemen tiim dokularda sentez edilmekle birlikte plazma ApoE’sinin ana
kaynag1 karacigerdir (134). Karacigere ek olarak, ozellikle beyin, bobrekiistii bezi,
bobrek ve gonadlar ApoE icin aktif iireticiler olarak goriilmektedir. Barsak, akciger, kas
ve lif doku ApoE iiretiminde nispeten inaktiftir (134). Astrositler beyinde ana tiretici

olarak ortaya ¢ikmaktadir (131).
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ApoE, lipoprotein partikiillerinin hiicre i¢ine alimimina aracilik eden liganddir ve
lipid transportunda ¢ok Onemlidir. Bununla birlikte, noéronal biiyiime sirasinda veya
noronal zedelenmeden sonra kolesteroliin akiciligi ve yeniden dagilimi ile sinir
rejenerasyonu ve birkag lipolitik enzimin immiinoregiilasyon ve aktivasyonu gibi

fonksiyonlarda da ¢cok dnemlidir (76).

Ug esas ApoE izoformu, polipeptid zincirinin 112 ve 158’inci pozisyonundaki
sistein/arjinin degisiklikleri ile birbirlerinden ayrilmaktadir. (Sekil 2.7.2.1.1). ApoE €2
her iki pozisyonda sisteine, ApoE €4 arjinine ve ApoE €3 pozisyon 112’de sisteine
sahipken pozisyon 158’de arjinine sahiptir. ApoE €3 ve ApoE €4’lin amino-terminal
domainlerinin X 1s1n1 kristal yapilari, ApoE €4’deki iki yan zincirin ApoE €3’deki
pozisyonlarina gore konformasyonal degisikliklere maruz kaldigin1 géstermektedir (21).
Bu degisiklik, izoformlar arasinda ii¢ boyutlu yapiy1 ve lipit baglanma 6zelliklerini
etkilemektedir. ApoE €4’de amino asit degisikligi, pozisyon 61’deki arjinin ve pozisyon
255’deki glutamik asit arasindaki bir tuz-kopriisiiniin olusumuyla meydana gelen

yapisal bir degisiklikle sonu¢lanmaktadir. (75).

Cesitli ApoE fenotiplerinin terminolojisi bunlarin izoelektrik fokuslama
pozisyonlarina ve olduk¢a yaygin izoform olan ApoE €3 ile iligkili yapilarina
dayanmaktadir (100). Terminolojide €1, €2, €3, €4 vs. terimleri izoelektrik fokuslamada
her bir ApoE varyantinin pozisyonunu tanimlamakta ve parantez icerisindeki takip eden
kod ise degisiklige ugramis amino asidin adim ve bolgesini gostermektedir. ApoE €2 ve
ApoE €4, ApoE €3’ten farklarina gore ifade edilmektedir. ApoE €2 (Arg158—Cys) ve
ApoE €4 (Cysl112—Arg) seklinde gosterilir. Bununla birlikte, daha uygun oldugu i¢in
bu izoformlar basit bir sekilde ApoE €2, ApoE €3 ve ApoE €4 olarak ifade edilmekte ve

diger varyantlar daha acgiklayici gosterimlerle belirtilmektedir (101).

15



112 158
£2: NH2|— | Cys|—[ Cys}—|COOH|
&3: NH2|— | CysI—| Arg—|COOH
é4; INH2| — | Arg|—| Arg|—|COOH

Sekil 2.7.2.1.1: ApoE polimorfizmleri (Rocchi et al., (103)’den modifiye edilerek).

2.7.2.2. ApoE ve Alzheimer Hastaligi

Beyinde ApoE sentezini ve salgilanmasimi yoneten mekanizmalar heniiz tam
olarak anlagtlamamustir. Insan primer astrositlerinden ApoE salgilanmast, interlokin-1o
ve B (IL-la ve P) ile interferon y kombinasyonu ile azaltilabilmektedir (3). Sinir
hasarina cevap olarak ApoE seviyelerinin farkedilebilir diizeyde arttifi ve orta
derecedeki bir sinir hasarinin merkezi sinir sisteminde ApoE seviyelerini arttirdigi rapor
edilmistir (6). Bu veriler, ApoE’nin noronlarin islevini siirdiirmesinde ve tamirinde

onemli rol oynadigini ortaya koymaktadir (13).

Beyinde ApoE fonksiyonuna iliskin bazi yollar sekil 2.7.2.2.1’de verilmistir.
Alzheimer hastaligi i¢in bilinen en ©nemli risk faktorlerinden biri ApoE’nin €4
izoformunun varligidir (94). Epidemiyolojik calismalar, ApoE €4 tasiyicilarinin AH
i¢in daha yiiksek bir riske sahip oldugunu ve ApoE €4’iin hastaligin olusumundan ve
gelisiminden sorumlu oldugunu gostermektedir. Ustelik ApoE €4, hastaliga neden olan
biitiin biyokimyasal bozukluklar (AP depozisyonu, norofibriler yumaklarin olusumu,
oksidatif stres, lipit dengesi diizeninin bozulmasi, sinaptik elastikiyet kayb1 ve kolinerjik
fonksiyon kaybi) ile iligkili tek molekiildiir. Bu veriler, ApoE €4’iin Alzheimer

hastaliginin olusumunda 6nemli rolii oldugunu ifade etmektedir. (13).
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Sekil 2.7.2.2.1: Beyinde ApoE fonksiyonu. (Roses (107)’den degistirilerek)

2.7.2.2.1. ApoE ve Amiloid

Amiloid B (AB)’nmin iiretimi, oligomerizasyonu ve depozisyonunun Alzheimer
hastaliginda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. AP;4; tiretiminde artis ile sonuglanan
amiloid prekiirsor proteini (APP) ve presenilin (PSEN) genlerindeki otozomal dominant
mutasyonlarin saptanmasi, asirt AP iiretiminin Alzheimer hastaliginin nedenlerinden
biri oldugunu diisiindiirmiistiir. Birka¢ veri, ApoE €4’tin en azindan bazi patolojik

etkilerinin AP selalesi ile etkilesim halinde olabilecegini ileri siirmektedir (13).

ApoE noritik plaklarda bulunmakta ve ApoE €4 tasiyan Alzheimer hastalarinin

beyinlerinde A seviyeleri yiikselmektedir (68).

Yaslanma sirasinda beyin ApoE seviyelerindeki artisin, AP temizlenmesindeki
diizeni bozdugu ve AP ayrilmasim arttirdigi ileri siiriilmiistir (63). Takip eden
caligmalar AP depozisyonunun, ApoE €4 tasiyicisi sporadik Alzheimer hastalarinda

arttigini gostermistir (7).
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ApoE’nin izoform-spesifik bir bi¢imde (e4>€3) AP’ nin norotoksisitesini arttirdigi
ve AP ve ApoE &4 arasinda sinerjistik patolojik etkilerin var oldugu ileri siiriilmektedir

(13, 77).

2.7.2.2.2. ApoE ve Norofibril Diigiimler

Tau proteinin anormal fosforilasyonu, Alzheimer ve diger birka¢ norodejeneratif
hastaligin ortak 6zelligi olan norofibril diigtimlerinin (NFD’ler) olusumuna neden
olmaktadir (111). In vitro ¢alismalarda ApoE izoformlarinin tau proteinlerini fakl
sekilde etkiledigi, ApoE €4 yerine ApoE €3’iin tau ile sabit kompleks olusturdugu
belirlenmistir (Sekil 2.8.2.1.2). Tau proteinin anormal fosforilasyonu ApoE €3 ile
etkilesimini inhibe eder. ApoE €3 yalnizca fosforile olmamis tau ile bag yapabilir. Bu
durum, ApoE €3’tin anormal tau hiperfosforilasyonunu ve noéronal iskeletin

kararliliginin bozulmasini engelleyebilecegini diistindiirmektedir (119).
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Sekil 2.7.2.2.1: Alzheimer hastalifina neden olan ApoE iliskili baz1 metabolik prosesler
(Roses (107)’den degistirilerek).

Ug farkli ApoE izoformu arasinda €4, AP igin en yiiksek, tau proteini igin ise en

diisilk afiniteye sahiptir. ApoE €4 varliginda noéronlarda, ApoE’nin koruyucu

18



baglanmasindan kurtulan tau proteini, daha sonradan norofibril diigiimlere doniisecek
eslesmis helikal filamentleri olusturmaktadir. Tau proteininin yoklugunda, hiicre sekli
ve sinaptik biitiinliikk i¢in zorunlu bir proses olan mikrotiibiillerin bir araya gelisi
gerceklesemeyecektir. ApoE’nin €4 aleli tarafindan kodlanan ApoE €4 Alzheimer
hastalig1 riskini arttirmakta ve hastaligin daha erken yaslarda olusumuna neden

olmaktadir (12, 77).

2.7.2.2.3. ApoE, Kolesterol ve Sinaptik Tamir

ApoE’nin esas fonksiyonu lipitlerin yeniden dagilimini saglamak ve kolesterol
dengesine katilmaktir (76). Kiiltiire alinmis néronlarda, kolesterol alimi lipit ApoE €2
ve ApoE €3’e gore ApoE €4’e baglandig1 zaman daha diisiiktiir (101). ApoE €4, hem
noronlardan hem de astrositlerden kolesteroliin akiginin tesvikinde diger formlara gore
daha az etkindir (84). Klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalardan elde edilen ilk izlenimler
artan plazma kolesterol seviyesine sahip hastalarin Alzheimer’e artan hassasiyet

gosterdigini belirmistir (106).

AP, kolesteroliin noronlarda sentezini ve dagilimlarini diizenlemektedir (18).
Bununla birlikte kolesteroliin norotoksisite {izerine AP’nin etkisini azalttig
gosterilmistir Bu veriler kolesterol ve AP arasindaki iliskinin olduk¢ca kompleks
oldugunu gostermektedir. ApoE izoformlarinin lipit tasmmimu ile ilgili olarak farkli
ozellikler gosterdigi goz oniine alindiginda, kolesterol ile A iliskisinin ApoE genotipi

tarafindan diizenlenebilecegi diisiiniilmektedir (13).

Sinir sisteminde noéronlar ve glia hiicreleri arasindaki etkilesimi biiylimenin
ilerleyisi, rejenerasyon ve sinaptik plastisite icin oldukca Onemlidir (127). Burada
lipitlerin ApoE iliskili yeniden dagilimi temel bir rol oynamaktadir. Alzheimer
hastaliginda neokortekste genis noronal kayip vardir (26). ApoE €4 tastyicilarinda farkli
beyin bolgelerindeki noronal hasarin onarilmast yetersiz kalirken, €4 alelini

tasimayanlar ayni bolgelerde belirgin rejeneratif desiklikler gostermistir (1).
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2.7.2.2.4. ApoE ve Norotoksisite

ApoE noronlar igin direkt toksik olarak norodejeneratif isleve katkida
bulunmaktadir. Lipit-serbest ApoE (e4>€3) fragmentleri noronlar icin toksik olarak

gosterilmistir (13).

Insan ApoE €3, ApoE €4 veya her ikisini eksprese eden transjenik farelerin
kullanildigr in vivo ¢alismalarda, ApoE €3/e4 hayvanlara gére ApoE €3/€3 hayvanlarin
yaslanmaya bagli norodejenerasyona karsi daha cok korundugu, ApoE €4/e4’lerin ise
benzer koruma gostermedigini belirtmistir (9). Bu durum, ApoE €3’e gore ApoE €4’iin
sadece daha az norokoruyucu etkiye sahip oldugunu degil aym1 zamanda ApoE €3’iin

yararli fonksiyonunu engelleyen baskin bir negatif faktdr oldugunu gostermektedir (13).

2.7.2.3. interlokin-1 Alfa (IL-1¢) Geni ve Proteini

Proinflamator sitokinler, 6zellikle IL-1, hafiza islevlerinde fizyolojik role sahiptir.
Ozellikle hippokampus icinde IL-1 hafiza pekistirmek i¢in 6nemlidir. IL-1 sinyalinde
genetik veya farmakolojik zararlarin hafiza bozukluklarini olusturdugu bildirilmistir

(34).

Inflamator sitokinlerin yasla iliskili norodejeneratif hastaliklar 6zellikle de
Alzheimer hastalig1 ile ¢ok acik ve direkt iliskilerinin oldugu bildirilmistir. Ustelik
inflamator sitokinler ozellikle de IL-1’in beyin i¢inde, kendi kendine hastalik

proseslerini tesvik ettigini gdsteren veriler bulunmaktadir (37, 81).
Cok calisilan IL-1 proteinleri, IL-1a, IL-1p ve IL-1 reseptor antagonisti (IL-1Ra);
ilgili iic genin (IL-1A, IL-1B ve IL-1 Ra) iiriinleridir. Insan IL-1 genleri kromozom

2q12’nin ~500kb bolgesinde lokalizedir (88).

Insan IL-1c geni 10.5 kb ve IL-1/3 geni 7.8 kb biiyiikliigiindedir (14, 29). Bu

genler IL-1 mRNA’sin1 kodlayan yedi ekzona ve alt1 introna sahiptir (4).
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IL-1’in iki formu da ilk olarak 31 kd’luk onciiler halinde sentez edilmektedir (pro-
IL-1). Pro-IL-1, proteazlarca ayrilarak olgun IL-1 olarak adlandirilan 17 kd’lik bir
peptidi olusturur. Olgun IL-1a ve B biyolojik olarak aktif formlardir (55).

2.7.2.4. IL-10 ve Alzheimer

Alzheimer hastaligi, patolojik olarak senil plaklar ve norofibril diigtimlerinin
varligi ile karakterize edilmektedir. Bu yapisal degisiklikler norofibril diigiimlerle
iligkili 6lii veya 6lmekte olan sinir hiicrelerinde olusan inflamator cevabin beraberinde
meydana gelmektedir. Bu noroinflamator hiicreler tarafindan sitokinlerin veya serbest
radikallerin iiretimi, patolojik AP ve tau proteinlerinin iiretimini ve birikimini
tetikleyerek veya kolaylastirarak noronlara zarar verebilir ve hatta oliimlerine neden

olabilir (79).

Artan IL-1 ekspresyonu ve IL-1 immiinoreaktif astrositlerin artan sayisi,
Alzheimer hastalarinin ve yasli Down sendromlu bireylerin beyinlerinde gosterilmistir
(37). Bu nedenle, IL-1’deki alelik varyasyonlarin, beyin dokusu igerisinde bulunan glial
aktivasyonun derecesini etkileyerek hastalik modifiye edici bir role sahip olabildigi
diisiiniilmektedir. Boylelikle IL-1’deki alelik varyasyonlar zarar verdigi One siiriilen
sitokinlerin sekresyonunu ve sonu¢ olarak Alzheimer tipi patolojik degisiklikleri

arttirabilmektedir (41).

IL-1  ozellikle siddetlenen farkli beyin hasart  formlarimin  akut
norodejenrasyonunda rol oynar. AH nmin 6zelliklerinden biri olan senil plaklar, aktive
edilmis astrositler ve mikroglia tarafindan kusatilmistir. Senil plaklarda IL-1a ve IL-6
seviyelerinin arttig1 bildirilmistir. (37, 81). IL-1, amiloid prekiirsoér protein (APP)’nin
ekspresyonunu uyarir (37). IL-1, AH’nin diger karakteristik 6zelligi olan tau’nun

hiperfosforilasyonu ile de iligkilidir (71).
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Son yillarda, AH nin semptomlar iizerinde sistemik infeksiyonlarin artan etkisi
iizerine yapilan calismalar yogunlagmistir ve IL-1 gibi proinflamator sitokinlerin
iiretimini uyaran infeksiyonlarin AH ilerlemesi i¢in zararli oldugu rapor edilmistir

(113).

2.7.2.4.1. Alzheimer Hastaliginda IL-1’in Asir1 Ekspresyonu

Alzheimer hastaliginda, IL-1’in asir1 ekspresyonu, amiloid prekiirsor protein
(APP)’nin ekspresyonunu da asirt uyarir. Bu durum B-amiloid (AB) plaklarinin
depozisyonu ve ¢okelmesini uyararak AH’nin olusumuna katkida bulunur (37). Bu
veriler, Alzheimer patogenezinde IL-1’in 6nemli bir rol iistlendigini gostermektedir.
Bunlar, Alzheimer beyin dokusunda IL-1’in asir1 derecede eksprese edildigi, IL-1’in
asirt  ekspresyonunun belirlenmis bir beyin bolgesini kapsayan patoloji ile
iligkilendirildigi ve IL-1’in asir1 ekspresyonunun Alzheimer patolojisinin yayilisi ile

iligkili oldugu gozlemlerini kapsar (116).

2.7.2.4.2. Alzheimer Patogenezinde Potansiyel IL.-1 Tesvikli Kaskadlar

Hemen hemen tiim Down sendromu hastalari, orta yasta belirgin Alzheimer-tipi
noropatolojik degisiklikler gelistirdiginden Down sendromu, Alzheimer hastaliginin
dogal bir modelidir. Orta yasta Down sendromunu karakterize eden noropatolojik
degisikliklerin (AP plaklar1 ve norofibrilar yumaklar) ortaya ¢ikmasindan 6nce IL-1
proteini asir1 eksprese edilir. Gebeligin ikinci trimestirine kadar, Down sendromlu
fetuslarin aktif olmus mikroglialar1 kademeli olarak IL-1’i asir1 eksprese eder. Bu asirt
ekspresyon, AP plaklari ve norofibriler yumaklart iceren Alzheimer benzeri
degisikliklerin ortaya ¢ikmasi ile sonuclanir (36). IL-1’in erken ve asir1 ekspresyonu ile
AH patolojisinde IL-1-kontrollii kaskadlarin {iriinlerinin asir1 ekspresyonu sonucu,
hastaliga ait patolojilerin basladigr ve siirdiigii bildirilmistir. Bu durum, noronal
islevlerin distrofik biiyiimesini tesvik ettigi bilinen bir sitokin olan astrositik S100B’nin,
asirt ekspresyonunun eslik etmesi ile astrositlerin yogun, erken ve kalic1 aktivasyonuyla

aciklanabilir (113). Alzheimer hastaliginda, S100B’nin asir1 ekspresyonu ile astrosit
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aktivasyonu, noritik plaklarda distrofik, noronal proseslerin yogunlugu ile oldugu kadar
verilen bir bolgede noritik plaklarin sayisiyla da iligkilidir (86). IL-1’in agsin
ekspresyonu ile mikroglial aktivasyonunun, noronal disfonksiyon ve kayip ile iliskili
olan noritik AP plaklarinin olusumunda erken ve Onemli kanit oldugu saptanmustir.
Noronal zararin, IL-1’in asir1 ekspresyonu ve mikroglial aktivasyonu ile iligkili oldugu
gosterilmistir  (70).  Sekil 2.7.2.4.4.1’de  gosterilen tim bu  kaskadlar

norodejenerasyondan kaynaklanabilir (38).

Mikroglial aktivasyon
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Sekil 2.7.2.4.4.1: IL-1 tesvikli noronal hasara neden olan kaskadlar. NO, nitrik oksit;
INOS, tesvik edilebilir NO sintaz (Griffin (38)’den degistirilerek).

IL-1’in astrositleri aktive ettigi ve ndrit bilyiimesini tesvik eden sitokin S100B’nin
asirt ekpresyonunu tesvik ettigi bulgusu; IL-1’in distrofik noritlerin proliferasyonuna ve
boylece Alzheimer hastaliginda noritik AP plaklar i¢inde AP birikimlerine katkida
bulunabildigini diisiindiirmiistiir  (113). Ilaveten, S100B asir1 ekspresyonu A’ nin
baglangi¢ depozisyonuna katkida bulunabilir; ¢iinkii S100B, AP Onciiliiniin artan

sentezini tesvik eder (69).
IL-1’in BAPP’nin asir1 ekspresyonunu uyarmasi Alzheimer hastaliginda IL-1’in

asirt ekspresyonu ile AP’nin depozisyonu arasindaki noropatolojik iliskiyi dogrular.

(105). Bu sonuglar ile IL-1’in asir1 ekspresyonunun, norofibrillar yumaklarin olusumu
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ve distrofik noritlerin biiytimesi i¢cin S100B’nin asir1 ekspresyonu ve astrosit
aktivasyonu aracihigiyla oldugu kadar AP iiretimi, depozisyonu ve bdylece plak

olusumunun siirdiiriilmesinde onemli bir faktor oldugu ileri siiriilmiistiir (37).

2.7.2.4.3. IL.-1 ve Noronal Disfonksivon

Alzheimer hastaliginda gozlenen IL-1’in asirn1 ekspresyonu, potansiyel olarak
hastaliga kars1 seminal kayip ve noronal disfonksiyona direkt olarak katkida bulunur.
Ciinkii disfonksiyon i¢in, in vivo beyinde IL-1’in deneysel yiikselisi, Alzheimer
hastaliginin norofibrilar yumaklarda mevcut olan eslesmis helikal filamentler ve
mikrotiibiille-iligkili protein tau’nun norofilament proteinlerinin fosforilasyonunu ve
asir1 ekspresyonunu tesvik eder. Ustelik in vivo IL-1’in yiikselisi, distrofik ndoritlerin
asint bilytimesi ile iliskilidir (115). S100B’yi asin eksprese eden aktive edilmis
astrositler ve IL-1’i asir1 eksprese eden aktive mikroglialar, Alzheimer hastaliginda

norofibrillar yumaklarla ilgili olan néronlarla siki sikiya iligkilidir (114).

2.8. Polimorfizm

Bir hastaliga ya da hastaliga yatkinliga neden oan DNA dizisindeki varyasyonlar
populasyonda goriilme sikligina gére mutasyon ya da polimorfizm olarak adlandirilir.
DNA dizisindeki varyasyonlar populasyonun %1’inden fazlasinda meydana geliyorsa
polimorfizm, %1’inden daha azinda goriililyorsa mutasyon olarak adlandirilir.
Mutasyonlar Mendelyen kaliima uyan nadir tek gen hastaliklarindan sorumluyken
polimorfizmler daha ¢ok yaygin kompleks genetik bozukluklarla iligkilidir. DNA dizi
varyantlariin en yaygin tipi tek niikleotid polimorfizmleridir (123). Insan genomunda
yaklasik her bin ya da ii¢c milyon niikleotitte bir olmak iizere 27 milyon TNP bulundugu
bildirilmektedir (90).

Polimorfizmlerin yaklagik %90’nin1 olusturan ve insan genomunun Yyiiksek
cesitliliginin nedeni olarak kabul edilen tek niikleotit polimorfizmleri kardiovaskiiler
sistem hastaliklari, osteoporoz, alzheimer ve diabet gibi bazi hastaliklara yatkinlig

arttirmakta ya da azaltmaktadir (16).
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TNP’ler kararli ve yaygim olup, siklikla ilgili oldugu karakterlerle 6zel iligkili
olduklarindan, farmakogenetik caligmalar i¢cin kullaniglt insan markerleri arasinda yer
alir. Ayrica TNP genotiplemesi genetik haritalama, etken madde arastirmalar1 ve
populasyon genetigi gibi ¢aligmalar i¢in son yillarda tercih edilen arastirma yontemi

haline gelmistir (90).

2.9. Es Zamanhi PCR Yontemi

Es zamanlhi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 1980°li yillarda Kary Mullis
tarafindan gelistirilmis ve spesifik bir DNA parcasinin bir milyar kattan daha fazla

cogaltilmasina olanak saglayan PCR metodunun gelistirilmesine dayanmaktadir (125).

Es zamanli PCR ilk olarak Higuchi ve ark. tarafindan gelistirilmistir. PCR’de
etidyum bromiiriin kullanimi ve ultraviyole 1s1k altinda reaksiyonun yiiriitiilmesi ile bu
arastiricilar bir video kamera ile DNA birikimini goriintiileyebilmistir (43). Etidyum
bromiiriin niikleik asitlere baglanarak DNA’nin floresan 6zelligini arttirdigi 1960’lardan
beri bilinmekteydi. Ancak PCR ve es zamanh videografi ile bu floresan 6zellige sahip
kimyasalin kombine edilmesi ile es zamanli PCR 1990’larin ilk yillarinda ortaya
cikmistir. Sonrasinda bu teknoloji rekabete dayanan bir piyasada olgunlagmis ve ticari

olarak yaygin ve bilimsel olarak etkili bir hale gelmistir (125).

Es zamanli PCR’nin temel amaci, ¢ok diisilk miktarda olsa bile bir ornekteki
spesifik niikleik asit sekanslarini kesin sekilde ayirmak ve dl¢gmektir. Es zamanli PCR
bir ornekteki spesifik bir hedef sekansi amplifiye etmekte ve sonrasinda floresan
teknolojisini kullanarak amplifikasyon ilerleyisini goriintiilemektedir. Amplifikasyon
sirasinda floresan sinyalinin hizlica esik seviyesine ulagmasi orijinal hedef sekansin
miktart ile iligkilidir ve boylelikle miktar tayini saglanabilmektedir. Ek olarak son iiriin,
cift sarmalli iiriiniiniin eridigi zamanin belirlenmesi icin son {riiniin artan sicakliklara
maruz birakilmasiyla da karakterize edilebilmektedir. Bu erime noktasi tiriin uzunlugu

ve niikleotit icerigine bagh yegane bir Ozelliktir. Bu gorevleri yerine getirmek igin
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geleneksel PCR, modern fliloresan kimyasallar ile birlesmekte ve es zamanli PCR

ortaya ¢ikmaktadir (125).

Bu yontemin geleneksel yontemlere gore avantajlari, hiz, kopyalama oraninda
artig, kontaminasyon riskinde azalma, otomasyon imkani, mikrolevhalarda yiiksek islem
hacmi ve biitiin PCR reaksiyonunu es-zamanli olarak gézlemeye izin vermesidir. Ayrica
klasik yontemlerdeki gibi, baslangi¢ materyalinin miktarin1 tam olarak Slcmeye de

imkan verir. Direk olarak saptanan sinyal, biriken PCR miktar ile iligkilidir (16).

Es zamanli PCR’de amlifikasyonu takip etmek, iiriin miktarim1 ya da spesifik tek
niikleotid degisimlerini belirlemek i¢in farkli floresan 6zellikli boya ve problar

gelistirilmistir.

Nonspesifik ¢ift sarmalli DNA baglayan boyalara ornek olarak SYBR Green
verilebilir. SYBR Green boyasi, ¢ift sarmalli DNA‘ya baglanarak floresan sinyallerin

artmasini saglar ve genellikle gen dozajim belirlemek icin kullanilir (Sekil 2.9.1.a) (16).

Es zamanli PCR yonteminde kullamilan diger bir yaklasim hibridizasyon
problarinin kullanimi olup, sinyal olusumu Fluorescence Resonance Energy Transfer
“FRET” prensibine dayanir. FRET, 3’ ucu floresan isaretli bir verici probdan yakindaki
5’ ucu floresan isaretli alic1 proba enerji transfer etme islemidir. Bu transfer islemi
sonucunda olusan floresans sinyal miktar1 ortamdaki hibridizasyonun dercesine diger
bir deyisle PCR siklusu siiresince olusan iirlinlerin miktarina bagh olarak artmaktadir.
Eksitasyon ve emisyonlar1 birbiri lizerine ¢akisan iki florofor, fiziksel olarak birbirine
yakin ise, bir floroforun eksitasyonu, absorbe edecegi dalga boylarinda 15181 yayacak ve
ikinci floroforu uyararak floresan 1gsimaya neden olacaktir. Hibridizasyon problari

siklikla genotipleme i¢in kullanilir (Sekil 2.9.1.b) (16).

Hidroliz problarinda ise Taq Polimerazin 5’ —3’ nikleaz aktivitesinden
faydalanilir. Yontemin esast, 5° ve 3’ uclarindan florofor (florokrom) maddelerle isaretli
prob kullanilmasina dayanir. Probun 5° ucunda raportdr florokrom, 3’ ucunda ise

baskilayici florofor bulunmaktadir. Prob tek sarmal hale getirilen hedef DNA molekiilii
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tizerinde primerlerin baglanma bolgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob — hedef
DNA molekiilii arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florofor tarafindan engellenmektedir.
(16) Primerlerin hedef DNA’ya baglanmasiyla baslayan primer uzamasi, probun
baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin Taq DNA
polimeraz enzimi 5’ — 3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baslar.
Boylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her dongiide
meydana gelen PCR {irlinii miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artar (Sekil
2.9.1.c).

1 2

1!

rgrm g

Uzama evresinin sonunda hedef DMNA malekilinin
tamami cift sarmalll hale geldiginden maksimum
miktarda SYBR Green yapiya girer ve floresan

i i

Annealing evresinde primetlerin hedef DRA
balgesine baglanmasiyla az miktarda SYEBR
Green olugan cift sarmall DMAYya katilir ve

Primerlerin uzatilmas evresinde yeni sentezlenen
¢ift sarmalll DMAnin yapisina katilan SYBR Green
miktanimin artmasiyla daha fazla floresan sinyal

az miktarda flaresan sinyal yayilr. yayilir. sinyal Blgdlir.
b m Yerici florofor - m Alici florofor
1 ' 2 3

=

Q

LY LR LR LR L L ELELL

Denatirasyon evresinde verici flaroforla isgretli
prab ile alici floroforla igaretli prob heniiz DRAYya
baglanmadigindan yan yana gelmez ve enerji
transferi " FRET" olusmaz.

Anneling evresinde alici ve verici problar DNA'va
baglanir ve FRET alugur, alici floroforun bulundugu
probta sinyal olugur.

Uzama evresi tamarmlandifinda problar gift
sarmal DNA'dan ve birbiflerinden aynlr.

m Raportor florofor  m Baskilayic florofor
3

1

LS LEELEE L R LT

Prob 5'ucunda 2 flaresan igaret Annealing evresinde primerler ve Tagy DMA palimeraz enzimi Uzama evresi boyunca serbest

tagir. Bu igaretlerden biri
(baskilayici florofor) dideri
(raportar florofor) nin floresan
sinyalin baskilar.

problar b

edef DMNAya baglanir.

primeri uzattikga proba yaklagir
ve proba ulastidinda 8" nikleaz
aktivitesi gastererek raportorl
probtan kopanr, raportér floroforun
sinyali agida gikar.

haldeki raportér florofordan agida
cikan sinyal miktan cihaz
tarafindan okunur.

Sekil 2.9.1. Es zamanli PCR yonteminde yaygin kullanilan boya ve prob tiirleri. a)
SYBR Green boyasi, b) Hibridizasyon problar1 (FRET), c) Hidroliz problar (TagMan).
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Ticari olarak gelistirilmis es zamanli PCR sistemlerine 6rnek olarak ABI Prism
7000 (Applied Biosystem), iCycler iQ (Bio-Rad), LightCycler (Roche), Rotor-Gene
(Corbett) verilebilir (125).

2.9.1. LightCycler Sistemi

LightCycler floresan PCR yontemi (Roche, Mannheim, Almanya) alisilmis
polimeraz zincir reaksiyonunu floresan Olglim sistemi ile birlestirerek, DNA
amplifikasyonunun es-zamanli izlenmesini saglamaktadir. Bu yontemde, normal
PCR’da kullanilan primerlere ek olarak, floresan isaretli iki prob kullanilmistir.
Problardan biri, polimorfizm iceren bolgeye, digeri hemen bunun yakinina spesifiktir.
Bu yontemde genotiplerin ayirt edilmesi erime egrisi analizi ile gerceklestirilmektedir.
Erime egrisi analizi i¢in, DNA amplifikasyonun tamamlanmasindan sonra, sicaklik
kademeli olarak yiikseltilir ve her bir ornek i¢in erime egrisi elde edilir (Sekil 2.9.1.1.).
Polimorfik dizi ile floresan isaretli prob arasinda olusan heterodupleks, yanlis bir
eslesme icerdiginden, normal dizi ile prob arasinda olusan duplekse oranla daha az
stabildir. Bu durum, polimorfizm i¢eren dupleksin daha diisiik bir erime noktasina sahip
olmasina ve sicaklik yiikseltilmesi sirasinda daha diisiik bir sicaklikta ayrismasina yol
acmaktadir. Matematiksel bir dontisim kullanilarak erime egrilerinden floresan
degerinin negatif tiirevinin sicaklifa gore degisimini veren profiller elde edilerek.

degisik allellere ait farkli erime sicakliklar gosteren egriler izlenmektedir (74, 97, 104).

Calismamiz AH ile iliskilendirilen APOE (€2, €3 ve €4 polimorfizmleri) ve IL-1o
(C889T polimorfizmi) genlerinin birlikte degerlendirilmesi yoniiyle iilkemizde AH
genetigi iizerine yapilan diger calismalardan farklidir. Bu polimorfizmlerin bizim
populasyonumuzda AH hastalarindaki dagilimi ve s6z konusu polimorfizmlerin hastalik
iizerine etkisinin arastirilmasi bu caligmanin temel amacim olusturmaktadir. Ayrica bu
calisma ile IL-10-C889T polimorfizmi ilk kez es zamanli PCR yontemi kullanilarak

belirlenmistir.
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Sekil 2.9.1.1. LightCycler sisteminde hibridizasyon problar1 kullanilarak elde edien

floresan erime egrisi pikleri
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Materyal Secimi

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigine
basvuran ve Alzheimer Dernegi Eskisehir Bakimevinde tedavi goren NINCDS/ADRDA
kriterlerine gore olas1 Alzheimer Hastas1 tanisi almig 65 yas iistii 95 olgudan ve demans
Oykiisii bulunmayan ayni1 yas grubu saglikli 60 kontrolden alinan kan ornekleri
kullanildi. Olgu ve kontrol grubuna dahil edilen bireylerin pedigri analizi yapildi.
Kontrol grubu belirlenirken ailesinde demans Oykiisii bulunmayan bireyler se¢ildi ve

olgu grubunun antienflamatuar ila¢ kullanip kullanmadiklan sorgulandi.

Calismaya dahil edilen olgulara ait kan ornekleri Afyon Kocatepe Universitesi,
Tibbi Etik Kurulu kararlarina uygun olarak, goniillii olur formlarinin imzalanmasini
takiben toplandi. Kan Ornekleri pihtilagsmayi engellemek igin etilendiamintetraasetik
asitli (EDTA) tiiplere alindi. Kan 6rnekleri DNA izolasyonu yapilincaya kadar +4°C’de

saklanda.

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Calismanin DNA izolasyonu ve ApoE polimorfizmi genotiplemesi asamalarinda
Roche Diagnostics, GmbH Mannheim, Germany ve IL—/a C889T polimorfizmi
genotiplemesinde ise yine Roche Diagnostics, GmbH Mannheim, Germany ile Genes-

4U AG, Winterthur, Switzerland firmalarina ait kitler kullanildi.

3.1.2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu High Pure Template Preparation kiti kullamlarak yapild.
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Kit Icerigi

Etiket icerik / Ozellik Miktar Kullanim Sekli

Tissue Lysis Buffer 4 M iire 20 ml

Binding Buffer 6 M guanidin HCI 20 ml
o Bidistile H,0’da (4.5 ml) ¢oziildii, -

Proteinaz K Liyofilize halde, rekombinant alikotlanarak kullamlincaya kadar
< S 111112 1 S

Inhibitor Removal 33 ml Kullanmadan 6nce 20 ml absolii

Buffer m etanol eklendi.

Kullanmadan 6nce 80 ml absolii

e 20 ctanoleklendi.
Elution Buffer 10 mM Tris Buffer, pH 8.5 40 ml E:ﬁ}zrllmadan Gnee 70°C"ye
I-}1gh l?ure filtre 100 adet

B
Toplama tiipleri 400 adet

3.1.2.2. ApoE Genotiplemesi

ApoE Genotiplemesi Lightcycler-Apo E Mutation Detection kiti kullanilarak
yapildi.

Kit Icerigi

Etiket icerik / Ozellik

Sekansa spesifik amplifikasyon primerleri, Florofor etiketli
hibridizasyon problar ve optimum konsatrasyonda MgCl,’yi
O ..

LC Apo E Reaksiyon Karigimi (Vial 10 kat konsantre, kullanima hazir Tag polimeraz, buffer ve
2, kirmiz1 kapak) dNTP’leri igerir.

LC Apo E Mutasyon Belirleme
Karigimi (Vial 1, sar1 kapak)

PCR grade H,0O (Vial 4)

3.1.2.3. IL -1 ¢ C889T Genotiplemesi

IL-alpha (IL-o) genindeki C889T polimorfizminin analizi LightCycler®
FastStart™"® DNA Master Hybridization Probes ve IL—alpha C889T ToolSet™ for
LightCycler™ kitleri kullanilarak yapildi.
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IL-1a C-889T ToolSet™ for LightCycler™ kit icerigi

Etiket icerik Miktar Kullanim Sekli

Liyofilize halde mutasyon

belirleme probu, anchor prob ve 4 vial (Bir vial 16 test icin) Kull.?lgfnildan on(.je 50
. S ul ¢oziicti eklendi.
primerler igerir.

Kullanmadan 6nce 20
ul coziicii eklendi.

Coziicli OligoTool/Kontrol ¢oziiciisit 2 vial (1000 pl ¢oziicii)

OligoTool

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe Kitinin icerigi

Soliisyon icerik Miktar Kullamim Sekli
LightCycler DNA Taq DNA polimeraz, reaksiyon G
Master HybProbe, 10x buffer, ANTP miks ve 10 mM 3 x 64ul PCR miksi igin

. kullanima hazir.
Konsantre MgCl, igerir.
2 mM MgCl, Stok 1x1ml Kullanima hazir.

Sollsyon

PCR Grade H,O 2x1ml Kullammma hazir.

3.1.3. Kullamlan Cihazlar

Cihaz Ad Marka-Model
Thermal Cycler LightCycler® Instrument 1.5 Roche Diagnostics, Almanya
Karusel Santrifiij LC Carousel Centrifuge 2.0, Roche Diagnostics, Almanya

LightCycler® Kapiller (20 ul) Roche Diagnostics, Almanya

. ® RPN
LightCycler™ Santrifi Roche Diagnostics, Almanya

Adaptorleri

LightCycler® Capping Tool Roche Diagnostics, Almanya
Soguma blogu Roche Diagnostics, Almanya
Buzdolab1 Profilo

Derin dondurucu Bosch

Santrifiij Heraeus - Biofuge pico

Hot Plate

Mikropipetler Eppendorf

Vorteks

Spektrofotometre Nanodrop ND-100
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3.2. YONTEMLER

Bu calismada, incelemeye alinan olgu ve kontrole ait periferik kan 6rneklerinden

genomik DNA izole edildi. [zole edilen her DNA molekiilii ApoE €2, €3,

polimorfizmleri ve IL-1 ¢ C889T polimorfizmi agisindan degerlendirildi. Degerlendirme

icin Es zamanli PCR yontemi kullanilda.

3.2.1. DNA Ekstraksivonu

Olgulara ait periferik kan oOrneklerinden genomik DNA, High Pure Template

Preparation kiti ile asagida verilen islem basamaklar1 uygulanarak izole edildi.

1.

Ornegin isim ve DNA numaras: bilgileri eppendorf tiipe ve takip

defterine yazilarak kayit altina alind1.

2.
3.

200 pl periferik kan eppendorf tiipe kondu.

Uzerine 200 ul Binding buffer ve 40 ul Proteinaz K eklendi ve

pipetajla kanigtirildi.

4.

L ® AW

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

10 dakika 72°C’de inkiibe edildi.

Uzerine 100 ul izopropanol ilave edildi ve pipetajla karistirildi.
Karisim High Pure filtre tiipiine aktarildi.

10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirildi.

High Pure filtre tiiptine 500 pl Inhibitor Removal Buffer kondu.
10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirildi.

High Pure filtre tiiptine 500 pl Wash Buffer kondu.

10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Toplama tiipii degistirildi.

High Pure filtre tiipiine 500 ul Wash Buffer eklendi.

10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

13.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.

High Pure filtre tiipii eppendorf tiipe aktarildi.
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19. High Pure filtre tiipiine 40 pl 70°C’de bekleyen Elution Buffer
kondu.

20. 1 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

21. 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

22. High Pure filtre tiipiine 70°C’ye 1s1t1lan 40 pl Elution Buffer kondu.

23. Bir dakika oda sicakliginda inkiibasyonu takiben 10.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

24. Islem basamaklar1 sonunda 80 pl ¢oziicii icinde ¢oziinmiis genomik

DNA elde edildi.
[zolasyon sonrasi elde edilen her ornek icin DNA miktar ve saflik tayini
spektrofotometre (Nanodrop ND-1000) kullanilarak olgiildii. DNA  ornekleri

etiketlenerek analize kadar —20°C’de saklandi.

3.2.2. ApoE Genotiplemesi

Elde edilen DNA ornekleri kullanilarak LightCycler—ApoE mutasyon belirleme
kiti (Roche Diagnostics) ile kodon 112 ve 158 polimorfik bolgelerini iceren Apo E
geninin 265 bp’lik fragmenti amplifiye edildi. Amplikon, PCR dongiilerinin annealing
fazinda hibridize olan spesifik problar kullanilarak floresans ile belirlendi.
Deneysel islemler asagida verilen sirayla gergeklestirildi:
1. Kit kullanilincaya kadar —20°C’de bekletildi. Malzeme tekrar tekrar
dondurup ¢6zdiirme islemlerinden uzak tutuldu.
2. Kullanilan malzemeler (6zellikle LC ApoE Mutasyon Belirleme
Karigimi (Vial 1, sar1 kapak) parlak 1siktan miimkiin oldugunca korundu.
3. PCR Master karisimlar1 hazirlanmaya baslanmadan 6nce Light Cycler
acilldi ve cihazin self-test yapmasi saglandi. Pass raporu alindiktan sonra

onceden yliklenmis olan asagidaki protokol se¢ildi
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Denatiirasyon

Dongii Program Verisi Deger
Dongii 1
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri Segment I
Hedef sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon siiresi (sn) 1:00
Sicaklik gegis orani (°C/sn) 20
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0
Basamak boyutu (°C) 0
Basamak gecikmesi (dongii) 0
Yakalama modu Yok
Amplifikasyon
Dongii Program Verisi Deger
Dongii 45
Analiz modu Kantifikasyon
Sicaklik hedefleri 1 2 3
Hedef sicaklik (°C) 95 60 72
Inkiibasyon siiresi (sn) 0 10 10
Sicaklik gegis oran1 (°/sn) 20 20 20
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0 0 0
Basamak boyutu (°C) 0 0 0
Basamak gecikmesi (dongii) 0 0 0
Yakalama modu Yok Tek Yok
Erime Egrisi Analizi
Dongii Program Verisi Deger
Dongii 1
Analiz modu Erime egrisi
Sicaklik hedefleri 1 2 3
Hedef sicaklik (°C) 95 42 80
Inkiibasyon siiresi (sn) 30 4:00 0
Sicaklik gegcis oran1 (°C/sn) 20 20 0.1
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0 0 0
Basamak boyutu (°C) 0 0 0
Basamak gecikmesi (dongii) 0 0 0
Yakalama modu Yok Yok Siirekli
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Sogutma

Dongii Program Verisi Deger
Dongii 1
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri I
Hedef sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon siiresi (sn) 30
Sicaklik gegis orani (°C/sn) 20
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0
Basamak boyutu (°C) 0
Basamak gecikmesi (dongii) 0
Yakalama modu Yok

4. Hasta listesi girisi yapildi ve sistem hazir duruma getirildi.

5. +4°C’de bekletilen soguk blok iizerinde 1.5 ml’lik reaksiyon tiipii ve

hazirlanacak reaksiyon sayisina gore kapiller yerlestirildi.

6. 1.5 mI’lik reaksiyon tiipiinde reaksiyon sayisina gore tabloda verildigi

sekilde master miks hazirlandi.

Sira No Icerik Hacim
1 PCR grade su 12 ul
2 LC Apo E reaksiyon karigimi 2 ul
3 LC Apo E mutasyon belirleme karigimi 4 ul
4

Total hacim 18 ul

7. Her kapillere 18 ul master karigimi dagitildi.
8. Her calismada bir negatif ve bir pozitif kontrol kullanildi. Negatif

kontrol i¢in ilk kapillere 2 ul PCR grade su, pozitif kontrol i¢in ise son kapillere

pozitif kontrol (vial 3’ten) 2 ul son miktar 20 pl olacak sekilde eklendi.

9. Diger kapillerlere analiz edilecek ornekler sirasiyla 2’ser pl dagitildi.
10. 5 sn 2500 rpm’de kapillerler adaptorleriyle birlikte santrifiij edildi.
11. Kapillerler karusele yerlestirildi

12. Karusel LC cihazina yerlestirilerek kapak dikkatlice kapatildi ve

program baglatildi.
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13. Analiz islemi, yaklasik 40 dakikalik dongii sonunda Light Cycler’a
ait 4.0 analiz programi kullanilarak yapildi.

14. Kodon 112’nin analizi F2 kanalindan (640nm); kodon 158’in analizi
ise F3 kanalindan (705nm) kanalinda yapildu.

15. Tm (melting temperature)’deki +/— 2.5°C’lik sapmalar kabul edildi.

16. Sonuglar asagida verilen bilgilere gore degerlendirildi.

Kanal 2 (F2) / Kodon 112 genotip iliskisi

Erime pik sayis1 Erime pikine ait Tm

Homozigot genotip

(CGC) 1 62.5°C
Heterozigot genotip . ]
(CGC/ TGC) 2 62.5°C/56.0°C
Homozigot genotip i
(TGC) 1 56.0°C

Kanal 3 (F3) / kodon 158 genotip iliskisi

Erime pik sayis1 Erime pikine ait Tm

Homozigot genotip

(CGC) 1 66 °C
Heterozigot genotip o o
(CGC/ TGC) 2 66°C/57.5 °C
Homozigot genotip o
(TGC) 1 57.5°C
Alellere gore iliskilendirme:
Genoti Kodon 112- Kodon 158-
P genotip iligkisi genotip iliskisi

€2/e2 TGC TGC

€3/e3 TGC CGC

ed/ed CGC CGC

€2/€3 TGC CGC/TGC

€2/e4 CGC/ TGC CGC/ TGC

€3/e4 CGC/ TGC CGC
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LightCycler ApoE Kit Erime Sicakhiklar:
Genotip Kodon 112 Kodon 158
56°C 62.5°C 57.5°C 66°C

e2/e2

€2/e3

e2/ed4

€3/e3

>

€3/e4

ed/ed

Melting Peaks

— TGC

TGC

CGC
CGC/TGC
Pozitif Kontrol
Negatif Kontrol

0,182-
0172
0,162
0,152
0,142
0132
0,122
0,112
0,102-
0,052
0,082
0,072
0,062
0,052
0,042
0,032- /
0,022 N

0,012 ' = —

0,008

-(l&lT) Fluorescence (640)

45 50 55 80 65 70 75 80
Temperature (°C})

B~ Tm1 (56.20) B w3 O Tms
B[ Tm2 6263 BWTm4 B[ Tme

Sekil 3.2.2.1: Apo E €2, €3 ve €4 polimorfizmlerine iliskin genotiplerin kodon 112’ye
ait erime egrisi analizi.
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Melting Peaks

— CGCAGC
0,151 =
0,141 CGo
0,131 — CGCIMTGC
0121 — Pozitif Kontrol
0111- MNegatif Kontrol
Eunm-
8 009-
0,081
5 0,071
% 0,061

S 0.0s1
T 041
0,031
0,021
0,011

0,001 ﬁ
45 50 55 50 65 70 75 80
Temperature (°C)
B Tm 1 (57.58) W Tm3 O] Tm5
B [= Tm2 (65.77) W Tm4 WL ]Tmb

Sekil 3.2.2.2: Apo E €2, €3 ve €4 polimorfizmlerine iligkin genotiplerin kodon 158’e
ait erime egrisi analizi.

Pik No gelaf::tii(;)nilli;iisi g:fl(:)(ti:i(;)nilli:lfisi Genotip
1 TGC CGC/TGC €2/e3
2 CGC/ TGC CGC/ TGC €2/e4
3 TGC CGC €3/e3
4 CGC CGC ed/e4
5 CGC/ TGC CGC/ TGC €2/e4
6 - - Negatif Kontrol

3.2.3. IL-10t C-889T Genotiplemesi

Elde edilen DNA oOrnekleri kullanilarak IL-loe C-889T ToolSet™ for
LightCycler™ kiti (Genes-4U) kullanilarak C-889T polimorfik bdolgesini iceren IL-10
geninin 136 bp’lik fragmenti amplifiye edildi. Amplikon, PCR doéngiilerinin annealing

fazinda hibridize olan spesifik problar kullanilarak floresans ile belirlendi.
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Deneysel islemler asagida verilen sirayla gerceklestirildi:
1. Kit kullanilincaya kadar —20°C’de bekletildi. Malzeme tekrar tekrar
dondurup ¢6zdiirme islemlerinden uzak tutuldu.
2. Kullanilan malzemeler 1s1ktan miimkiin oldugunca korundu.
3. PCR Master karisimlar1 hazirlanmaya baslanmadan 6nce Light Cycler
acilldi ve cihazin self-test yapmasi saglandi. Pass raporu alindiktan sonra

onceden yiiklenmis olan asagidaki protokol se¢ildi.

Dongii Program Verisi Deger
Dongii 1
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri 1
Hedef sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon siiresi (sn) 30
Sicaklik gecis orani (°/sn) 20
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0
Basamak boyutu (°C) 0
Basamak gecikmesi (dongii) 0
Yakalama modu Yok

Amplifikasyon
Dongii Program Verisi Deger
Dongii 50
Analiz modu Yok
Sicaklik hedefleri 1 2 3
Hedef sicaklik (°C) 95 55 72
Inkiibasyon siiresi (sn) 5 10 7
Sicaklik gegis orani (°/sn) 20 20 5
Ikinci hedef sicaklik (°C) 0 0 0
Basamak boyutu (°C) 0 0 0
Basamak gecikmesi (dongii) 0 0 0
Yakalama modu Yok Tek Yok
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Erime Egrisi Analizi

Dongii Program Verisi Deger

Dongii 1

Analiz modu Erime Egrisi

Sicaklik hedefleri 1 2 3

Hedef sicaklik (°C) 95 40 85

Inkiibasyon siiresi (sn) 30 60 0

Sicaklik gegis orani (°/sn) 20 20 0.2

Ikinci hedef sicaklik (°C) 0 0 0

Basamak boyutu (°C) 0 0 0

Basamak gecikmesi (dongii) 0 0 0

Yakalama modu Yok Tek Siirekli
Sogutma

Dongii Program Verisi Deger

Dongii 1

Analiz modu Yok

Sicaklik hedefleri 1

Hedef sicaklik (°C) 40

Inkiibasyon siiresi (sn) 30

Sicaklik gecis orani (°/sn) 20

Ikinci hedef sicaklik (°C) 0

Basamak boyutu (°C) 0

Basamak gecikmesi (dongii) 0

Yakalama modu Yok

4. Hasta listesi girisi yapildi ve sistem hazir duruma getirildi.

5. +4°C’de bekletilen soguk blok iizerinde 1.5 ml’lik reaksiyon tiipii ve
hazirlanacak reaksiyon sayisina gore kapiller yerlestirildi.
6. 1.5 mI’'lik reaksiyon tiipiinde reaksiyon sayisina gore tabloda verildigi

sekilde master miks hazirlandi.

SiraNo  Icerik Hacim
1 Coziinmiis OligoTool IL 1o -889 -16 2.8 ul
2 IL 1 o0 -889 -T coziiciisii 10.4 pl
3 25 mM MgCl, 0.8 ul
4 Master Hibridizasyon Problar1 10x 2 ul
Toplam 16 ul
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7. Her kapillere 16 pl master karisimi dagitild.

8. Her calismada bir negatif ve bir pozitif kontrol kullanildi. Negatif
kontrol icin ilk kapillere 4 ul IL 1 o -889 -T ¢oziiciisii, pozitif kontrol i¢in ise
son kapillere Pozitif Kontrolden 4 ul son miktar 20 ul olacak sekilde eklendi.

9. Diger kapillerlere analiz edilecek 6rnekler sirasiyla 4’er pl dagitilda.

10. 5 sn 2500 rpm’de kapillerler adaptorleriyle birlikte santrifiij edildi.

11. Kapillerler karusele yerlestirildi.

12. Karusel LC cihazina yerlestirilerek kapak dikkatlice kapatildi ve
program baglatildi.

13. Analiz islemi yaklagik 40 dakikalik dongii sonunda Light Cycler’a ait
4.0 analiz programi kullanilarak yapildi.

14. Tm (melting temperature)’deki +/— 2.5°C’lik sapmalar kabul edildi.

15. Sonuglar asagidaki tabloda verilen bilgilere gore degerlendirildi.

Erime pik sayis1 Erime pikine ait Tm

Homozigot genotip

(CC889) 1 57,8°C
Heterozigot genotip ’ 57 89CI62. 1C
(CT889) , :
Homozigot genotip .
(TT889) 1 62,1°C
Melting Peaks
0,012 —— Homaozigot mutant (TT)
' ¥ abanil tip (CC)
0,011- 1 —— Heterozigot (CT)
—— Paozitif kontrol
— Megatif kontrol

45 50 55 &0 85 70 75 80 85
Temperature {°C)
W[~ Tm 1 (57.58) MWTm3 OO Tm5s
[ [#] Tm 2 (61.77) WC0Tm4 WL ]Tms

Sekil 3.2.3.1: IL-1at C-889T polimorfizmine iliskin genotiplerin erime egrisi analizi.
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Pik No Genotip

1 Yabanil Tip (CC)

2 Homozigot mutant (TT)
3 Heterozigot (CT)

4 Pozitif Kontrol (CT)
5 Negatif Kontrol

3.2.4. Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistik analizleri, SPSS 15.0 ve MiniTab programlar1 kullanilarak yapildi. Olgu
ve kontrol gruplarinda ApoE €2, €3 ve €4 polimorfizmleri ve IL-1ca C889T polimorfizmi
genotip freakanslari ¢ testi, alel frekanslar ise ikili oran testi kullanilarak kullanilarak
karsilagtirildi. Alzheimer hasta grubunda ApoE geni €4 aleli ile IL-1 & geninde yer alan
C889T genotiplerinin birlikteligi x2 testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.
Ailesinde demans dykiisii bulunan olgular ile bulunmayan olgularda €4 alel frekansi

testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Bu caligmada, olas1 Alzheimer tanist almis olgular ile demans Oykiisii bulunmayan
saglikli kontrollerde ApoE €2, €3 ve €4 polimorfizmleri ve IL-1 o C889T polimorfizmi
genotiplemesi yapildi. Caligmaya aliman kontrol ve olgu gruplarmin demografik

ozellikleri Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: Kontrol ve olgu gruplarinin demografik 6zellikleri

Kontrol grubu Olgu grubu

(n=60) (n=95)
Yas 73.951+6.0 73.44+£6.9
Cinsiyet 28K/32E 46K/49E
Ailede demans oyKkiisii 0 71

4.1. ApoE Geni €2, €3 ve €4 Polimorfizmlerinin Genotip ve Alel Frekansi

ApoFE geni €2, €3 ve €4 polimorfizmleri insanda, €2/e2, €2/€3, €2/e4, €3/€3, €3/¢4,
e4/e4 olmak iizere alt1 farkli genotip seklinde bulunmaktadir. Calismamizda ApoE
geninde yer alan s6z konusu polimorfizmler, olasi Alzheimer tanist almis olgular ile

demans Oykiisii bulunmayan saglikli kontrollerde degerlendirildi.

ApoE geni €2, €3 ve €4 polimorfizmlerine iliskin genotipleme calismasina ait
genotip ve alel frekanslar olgu ve kontrol grubu icin Tablo 4.1.1 ve Tablo 4.1.2°de

verildi.

Kontrol grubunda, €2/€3 genotipine sahip birey sayis1 1 (%1.7), €3/€3 genotipine
sahip birey sayist 56 (%93.3), €3/e4 genotipine sahip birey sayisi 3 (%5.0) olarak
bulundu. Kontrol grubunda €2/e2, €2/e4 ve e4/e4 genotip yapisina sahip bireye
rastlanmadi (Tablo 4.1.1).

Olgu grubunda, €2/e3 genotipine sahip birey sayist 7 (%7.4), €2/e4 genotipine
sahip birey sayist 2 (%2.1), €3/e3 genotipine sahip birey sayis1 60 (%63.2), €3/e4
genotipine sahip birey sayis1 20 (%21.1) ve €4/e4 genotipine sahip birey sayis1 6 (%6.3)
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olarak bulundu. Olgu grubunda €2/e2 genotip yapisina sahip bireye rastlanmadi (Tablo

4.1.1).

Genotip frekanslan (€2/€2, €2/€3, €2/e4, €3/€3, €3/e4, €4/e4) x2 testi kullanilarak

istatistiksel olarak karsilastirldiginda, €3/€3, €3/e4, e4/e4 genotipleri acgisindan, kontrol

ve olgu grubu arasinda anlamli fark bulundu (p<0.05). €3/€3 genotip frekans1 kontrol

grubunda olgu grubuna gore anlamh diizeyde yiiksekti. €3/e4 ve €4/e4 genotiplerinin

frekans1 ise olgu grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti (Tablo

4.1.1).

Tablo 4.1.1: Kontrol ve olgu grubunda ApoE genotip frekanslarinin dagilimi

. Kontrol grubu AH olgu grubu
Genotip ", _60 (%) N=95 (%) P
€2/e2 0(0.0) 0(0.0) -
€2/€3 1(1.7) 7(7.4) 0.152
€2/e4 0(0.0) 2(2.1) 0.522
€3/e3 56 (93.3) 60 (63.2) 0.000
€3/e4 3(5.0) 20 (21.1) 0.006
ed/ed 0(0.0) 6 (6.3) 0.042
100 A & kaontrol grubu
o m AH algu grubu
=
E': B0 +
H
&40 -
[
20
|:| m [

EXNE2Z EXNE3I EXE4 EFEI EIE4 E4E4
ApoE Genotiplen

Sekil 4.1.1: Kontrol ve olgu grubunda ApoE genotip frekanslarinin dagilimi.

Kontrol ve olgu grubu arasinda €4 alelinin varligi bakimindan fark anlamli

diizeyde (p=0.00) belirlendi (Tablo 4.1.2). Kontrol ve olgu grubu €4 aleli tasima
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durumlarina gore gruplandirildiginda, kontrol grubunda €4 pozitif birey sayis1 3 (%5.0)
ve €4 negatif birey sayis1 57 (%95.0) olarak belirlendi. Olgu grubunda €4 pozitif birey
sayis1 28 (%?29.5) ve €4 negatif birey sayis1 67 (%70.5) olarak bulundu (Tablo 4.1.2).

Tablo 4.1.2: Kontrol ve olgu grubunda ApoE €4 alelinin varlig1 (pozitif) veya

yoklugu (negatif)
. Kontrol grubu AH olgu grubu
Genotip 60 (%) n=95 (%) P
€4 pozitif 3(5.0) 8(29.5) 0.000
€4 negatif 57 (95.0) 67 (70.5)

Kontrol grubunda €2 alelinin frekansi 1 (%0.8), €3 alelinin frekans1 116 (%96.7)
ve €4 alelinin frekans1 3 (%2.5) olarak bulundu. Olgu grubunda €2 alelinin frekansi1 9
(%4.7), €3 alelinin frekans:1 147 (%77.4) ve €4 alelinin frekansi 34 (%17.8) olarak
bulundu (Tablo 4.1.3). ApoE genine ait €2, €3 ve €4 alel frekanslan ikili oran testi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol ve olgu gruplar arasinda
anlamli fark bulundu (p<0.05). €3 alel frekansi kontrol grubunda olgu grubuna gore
anlamli diizeyde yiiksekti. €2 ve €4 alellerinin frekansi olgu grubunda kontrol grubuna

gore anlamh diizeyde yiiksekti (Tablo 4.1.3).

Tablo 4.1.3: Kontrol ve olgu grubunda ApoFE alel frekanslarinin dagilimi

Alel Kontrol grubu AH olgu grubu p
n=120 (%) N=190 (%)

€2 1 (0.8) 9 4.7) 0.026

€3 116 (96.7) 147 (77.4) 0.000

€4 3(2.5) 34 (17.8) 0.000
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100 - & kontral grubu
mAH olgu grubu
~ 801 gu g
= B0
b
o 40
Ly
20 ~
|:| .
E2 E3 E4
ApoE Alellent

Sekil 4.1.2: Kontrol ve olgu grubunda ApoFE alel frekanslarinin dagilimi.

Ailesinde demans Oykiisii bulunan olgular ile bulunmayan olgularda €4 alel
frekansi x2 testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. 95 olgunun 24’iiniin
(%?25.2) ailesinde demans Oykiisii bulunurken, 71’inin (%74.8) yoktu. Ailesinde demans
Oykiisii bulunan olgular ile bulunmayan olgular €4 alel frekansi agisindan anlamli
diizeyde farkli bulundu (p<0.05). €4 alel frekansi, ailesinde demans Oykiisii bulunan

olgularda anlaml diizeyde yiiksekti (Tablo 4.1.4).

Tablo 4.1.4: Ailesinde demans Oykiisii olan veya olmayan olgu grubunda ApoE

alellerinin dagilimi

Ailesinde demans

Ailesinde demans

Alel oykiisii olmayan AH oykiisii olan AH P
n=142 (%) n=48 (%)

€2 7 (4.9) 2 (4.1) 0.823

€3 115 (81.0) 32 (67.0) 0.058

&4 20 (14.0) 14 (29.2) 0.036
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4.2. IL-1 ¢ C889T Polimorfizminin Genotip ve Alel Frekansi

IL-1 & geninin C889T polimorfizmi acisindan insanda CC, CT ve TT olmak iizere
iic genotip mevcuttur. Calismamizda IL-]1 & geninde yer alan C889T polimorfizmi icin

kontrol ve olgu gruplan degerlendirildi.

Kontrol ve olgu grubu i¢in IL-71o C889T polimorfizmine iliskin genotipleme

caligmasina ait genotip ve alel frekanslar1 Tablo 4.1.1 ve Tablo 4.1.2’de verildi.

Kontrol grubunda, CC genotipine sahip birey sayis1 36 (%60.0), CT genotipine
sahip birey sayis1 23 (%37.3) ve TT genotipine sahip birey sayis1 1 (%1.7) olarak
bulundu (Tablo 4.2.1).

Olgu grubunda, CC genotipine sahip birey sayis1 52 (%54.7), CT genotipine sahip
birey sayist 37 (%38.9) ve TT genotipine sahip birey sayist 6 (%6.3) olarak bulundu
(Tablo 4.2.1).

CC, CT ve TT genotip frekanslari x2 testi kullanilarak istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, kontrol ve olgu grubu arasindaki fark 6nemsizdi (p>0.05) (Tablo
4.2.1).

Tablo 4.2.1: Kontrol ve olgu grubunda IL-1a C889T genotip frekanslarinin dagilimi

Kontrol grubu AH olgu grubu

Genotip n=60 (%) n=95 (%) P

cc 36 (60.0) 52 (54.7) 0.519
CT 23 (37.3) 37 (38.9) 0.939
T 1(1.7) 6 (6.3) 0.249

Kontrol grubunda C alelinin frekansi 95 (%79.2) ve T alelinin frekans1 25 (%?20.8)
olarak bulundu. Olgu grubunda C alelinin frekans1 141 (%74.2) ve T alelinin frekansi
49 (%25.8) olarak bulundu (Tablo 4.2.2).
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Interlokin 1 alfa genine ait C ve T alel frekanslar ikili Oran Testi kullanilarak

istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol ve olgu gruplan arasindaki fark 6nemsizdi

(p>0.05) (Tablo 4.2.2).

Tablo 4.2.2: Kontrol ve olgu grubunda IL-1 o C889T alel frekanslarinin dagilimi

Kontrol grubu AH olgu grubu
Alel n=120 (%) n=190 (%) P
C 95 (79.2) 141 (74.2) 0.310
T 25 (20.8) 49 (25.8) 0.310

4.3. IL-1ax C889T ve ApoE €2, €3 ve &4 Polimorfizmlerinin Birlikte

Degerlendirilmesi

Calismamizda Alzheimer hasta grubunda ApoE geni €4 aleli ile IL-I @ geninde yer
alan C889T genotiplerinin birlikteligi x2 testi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, €4 alelini tasiyan ve tasimayan AH’lan arasinda IL-/o C889T
genotip frekanslar1 acisindan fark 6nemsizdi (p>0.05) (Tablo 4.3.1).

Tablo 4.3.1: €4 aleli tagiyan ve tasimayan AH’larinda CC, CT ve TT genotiplerinin
dagilimi

€4 aleli tasiyan AH €4 aleli tasimayan AH

Genotip n=28 (%) n=67 (%)

cC 18 (64.3) 34 (50.7)

CT 10 (35.7) 27 (40.3) 0.194
TT 0 6 (9.0)
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S. TARTISMA

Alzheimer hastaligt (AH), bilissel islevlerde bozulma, giinlik yasam
aktivitelerinde azalma ve davranissal ve psikolojik bozukluklarla sonuclanan ilerleyici
bir norodejeneratif hastaliktir (58). Ozellikle gec¢ baslangich Alzheimer hastalig
durumunda AH’nin etiyolojisi multifaktoriyeldir. Birgcok genetik ve c¢evresel faktor
Alzheimer hastalifinin gelisimi i¢in risk faktorlerini belirlemekte, hastalifin olusum
yasini ve ilerleyisini etkilemektedir. Bu faktorlerin ¢ogunun gercek katkisi, dnemi ve
etkilesimleri hala tam olarak anlasgilamamistir. Hastaligin etiyolojisi hala yogun

arastirma konular1 arasindadir (5).

AH icin bir¢cok aday risk geni analiz edilmis, ancak bu genlerin hastalik ile

iligkileri hakkinda birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir.

Bu tez calismasinda, ApoE genine ait €2, €3 ve &4 alelleri ile /L-1a-C889T
polimorfizmi birlikte incelenerek hastalikla iliskileri arastirilmistir. Calismamiz,
iilkemizde bu iki polimorfizmin birlikte degerlendirildigi, ilk calisma olacaktir. Bu
caligmada es zamanli PCR yontemi ilk kez [IL-1a-C889T polimorfizmine ait

genotipleme caligmasi icin kullanilmig olacaktir.

5.1. ApoE geni €2, €3 ve g4 Polimorfizmleri ile Alzheimer Hastaliinin iligkisi

Apolipoprotein E (ApoE) 299 amino asitten olusan 34.1 kDa molekiiler agirliga
sahip bir glikoproteindir (101). ApoE geni 19. kromozomun uzun kolunda lokalize, 4
ekzon ile 3 introna sahip 3597 b¢ uzunlugunda bir gendir. ApoE’deki iki polimorfik
bolge €2, €3 ve €4 olmak iizere ii¢ alel ile sonuglanmaktadir (133). Alzheimer hastalig
i¢in bilinen en onemli risk faktorlerinden biri ApoE’nin €4 izoformunun varligidir.
Epidemiyolojik calismalar ApoE €4 tasiyicilarinin AH icin daha yiiksek bir riske sahip
olduklarim, ayrica ApoE €4’iin hastaligin gelisiminden ve erken olusumundan sorumlu

oldugunu gostermektedir (13).
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Calisma grubumuzda ApoE genindeki €2, €3 ve €4 polimorfizmlerinin genotip
frekanslar1 kontrol grubunda, €2/e3 (%1.7), €3/€3 (%93.3), €3/e4 (%5.0), olgu
grubunda, €2/€3 (%7.4), €2/e4 (%2.1), €3/€3 (%63.2), €3/e4 (%21.1), €4/e4 (%6.3),
olarak bulundu. Apo E geni &, & ve & alellerinin genotip frekanslar
degerlendirildiginde gruplar arasinda €3/€3, €3/e4, €4/e4 genotipleri acisindan, kontrol
ve olgu gruplan arasinda anlamh farklar saptandi. €3/e3 genotip frekansit kontrol
grubunda, olgu grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti. €3/e4, e4/e4 genotiplerinin

frekansi ise olgu grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksekti.

de-Andrade ve arkadaslarinin yaptigt calismada genotip frekanslar1 kontrol
grubunda, €2/€2 (%1), €2/€3 (%10.0), €2/e4 (%3.0), €3/e3 (%68.0), €3/e4 (%16.0),
e4/e4 (%2.0) ve olgu grubunda, €2/e3 (%4.0), €2/e4 (%9.0), €3/e3 (%35.0), €3/e4
(%35.0), €4/e4 (%17) olarak rapor edilmistir. Bu calismada da bizim ¢alismamizda
oldugu gibi Alzheimer olgu grubunda €2/€2 homozigot bireye rastlanmamistir. Ancak
s0z konusu calismadan farkli olarak bizim c¢alismamizda kontrol grubunda e4/e4

homozigot genotipli bireye rastlanmamistir (20).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada genotip frekanslar1 kontrol grubunda, €2/€3
(%7.0), €2/e4 (%2.0), €3/e3 (%72.0), €3/e4 (%16.0), €4/e4 (%3.0); olgu grubunda,
€2/e3 (%1.0), €3/€3 (%53.0), €3/e4 (%41.0), e4/e4 (%5.0) olarak rapor edilmistir. Souza
ve arkadaslar1 €3/e4 genotip frekansini olgu grubunda, €3/€3 genotip frekansim ise
kontrol grubunda anlamh diizeyde yiiksek rapor etmislerdir. Bu sonuclar ¢calismamiz ile
uyumludur. Bizim c¢alismamizla benzer olarak s6z konusu ¢alismada Alzheimer olgu
grubunda €2/e€2 homozigot bireye rastlanmamistir. Bu ¢aligma kontrol grubunda e4/e4
genotipli bireylerin olmas1 ve olgu grubunda €2/e4 genotipli birey olmamasi ile bizim

calismamizdan farklidir (117).

Isbir ve arkadaslarinin 35 Alzheimer hastast ve 29 kontrol iizerinde yaptiklari
caligmada genotip frekanslart AH olgu grubunda €2/€3 %5.7, €2/e4 %?2.9, €3/€3 %74.3,
€3/e4 %14.3, e4/e4 %2.9; kontrol grubunda ise €2/€3 %3.4, €3/e3 %93.1, €3/e4 %3.4
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bulunmustur (52). Bizim ¢alismamizda da benzer olarak olgu grubunda €2/€2, kontrol
grubunda ise €2/e€2 ve €4/e4 genotiplerine rastlanmamistir. Bizim calismamizda da
benzer olarak olgu grubunda €2/€2 ve kontrol grubunda €2/e2 ve €4/e4 genotipleri

belirlenmedi.

Yokes ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada genotip frekanslart AH olgu grubunda
€2/€3 (%7.4), €3/€3 (%63.2), €3/e4 (%29.4), kontrol grubunda ise €2/€3 (%11.8), €2/e4
(%0.8), €3/e3 (%71.7), €3/e4 (%15.7) bulunmustur. Bu calismada olgu grubunda €2/€2,
€2/e4 ve ed/ed; kontrol grubunda ise €2/€2 ve €4/e4 genotiplerine rastlanmamistir.
Bizim ¢aligmamizda da benzer olarak olgu grubunda €2/e2 ve kontrol grubunda e4/e4

genotipleri belirlenmedi (132).

Verilerimiz olgu ve kontrol grubu €4 aleli tastma durumlarina gore
gruplandirildiginda kontrol grubunda €4 porzitif birey sayisi 3 (%5.0), €4 negatif birey
sayist 57 (%95.0) olarak belirilendi. Olgu grubunda ise €4 pozitif birey sayisi 28
(%29.5), €4 negatif birey sayis1 67 (%70.5) olarak belirlendi. €4 alelinin varligina gore
calisma grubumuz degerlendirildiginde olgu ve kontrol grubu arasinda anlamli fark

bulundu.

Verilerimiz alel frekans1 agisindan degerlendirildiginde kontrol grubunda €2 %0.8,
€3 %96.7 ve €4 %?2.5 olarak; olgu grubunda ise €2, €3 ve €4 alellerinin frekans1 sirasiyla
9%4.7, %T7.4 ve %17.8 olarak saptandi. de-Andrade ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise
alel frekanslar1 kontrol grubunda €2 (%7.5), €3 (%81.0) ve €4 (%11.5) olarak; olgu
grubunda ise €2 (%7.0), €3 (%54.0) €4 (%39.8) olarak rapor edilmistir (20). de-Andrade
ve arkadaglarinin ¢alismasinda bizim caligmamiz ile uyumlu olarak €3 alel frekansi
kontrol grubunda, €4 alelinin frekansi da olgu grubunda anlamh diizeyde yiiksekti.
Bizim caligmamizda farkli olarak €2 alel frekansi olgu grubunda anlamli diizeyde

yiiksekti.
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Souza ve arkadaglarinin calismasinda kontrol grubunda €2 %4, €3 %84 ve €4 %12
olarak; olgu grubunda ise €2 %1.0, €3 %74.0 ve €4 alel frekans1 %25.0 olarak rapor
edilmistir (117). Bizim ¢alismamiz ile uyumlu olarak €3 alel frekansi kontrol grubunda,
€4 alel frekansi da olgu grubunda anlamh diizeyde yiiksekti. Bizim ¢alismamizdan farkl

olarak €2 alel frekans1 kontrol grubunda anlaml diizeyde yiiksekti.

Yapilan bir diger ¢alismada Apo E €4 alelini tasiyan bireylerin oram kontrol
grubuna (%14.2) gore Alzheimer hasta grubunda (%28.6) onemli diizeyde farkli
bulunmustur (120).

Lavados ve arkadaslarinin yaptigi calismada kontrol ve olgu gruplarinda €2/¢€2 ve
e4/e4 genotiplerine rastlanmamistir. Bu caligmada, genotip ve alel frekanslar agisindan

olgu ve kontrol grubu arasinda fark rapor edilmemistir (66).

Clarimon ve arkadaslari 2003 yilinda yaptiklarni calismada ApoE gen
polimorfizmleri kontrol ve Alzheimer hasta grubu arasinda genotip frekansi dagilimi
acisindan anlamh fark bulmuslardir. Bu calismada Apo E €4 alel frekanst Alzheimer
hasta grubunda (%30) kontrol grubuna (%8) gore anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur
(15).

Isbir ve arkadaslariin calismasinda €2, €3 ve €4 alel frekanslar sirastyla kontrol
grubunda 1.7, 96.5 ve 1.7; olgu grubunda ise 4.2, 84.2 ve 11.4 olarak rapor edilmistir.
Bu calisma alel frekanslari acisindan kontrol grubundaki €2 frekansi hari¢ bizim

calismamiz ile paralellik gostermektedir (52).

Tiirkiye’de yapilan bir c¢alismada ApoE geni alel frekansi agisindan
degerlendirildiginde kontrol grubunda €2 (%6.3), €3 (%85.4) ve €4 (%8.3); olgu
grubunda ise €2 (%3.7), €3 (%81.6) ve €4 (%14.7) olarak rapor edilmistir. S6z konusu
calismada alel frekanslar1 kontrol grubundaki €2 frekansi hari¢ bizim c¢alismamiz ile
benzerdir. Ayn1 caligmada alel frekanslart acisindan da bizim calismamiza paralel

olarak €4 alel frekans1 olgu grubunda anlaml diizeyde yiiksek bildirmislerdir (132).
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Ulkemizde Denizli yoresinde 62 hasta ve 56 kontrol iizerinde yapilan bir diger
calismada ise Apo E €4 alelini tagiyan bireylerin oram kontrol grubuna (%9.0) gore AH
olgu grubunda (%21.0) 6nemli diizeyde farkli bulunmustur (2). Bu ¢alismanin sonuglari

da ¢alismamiz ile uyum gostermektedir.

Gec baslangichi Alzheimer hastaligi icin rapor edilen pek ¢ok risk faktorii arasinda
ApoE €4 tasiyicilignt ve ailede demans Oykiisiiniin varligi da yer almaktadir (27).
Ailesinde demans hikayesi olan AH olgulannmizda ApoE €4 alel frekansini ailesinde
demans hikayesi olmayanlara gore anlamli diizeyde yiiksek bulduk. Bu sonug, ApoE €4
aleli ile ailesinde demans hikayesinin bulunmasi etkenlerinin birlikteliginin AH ig¢in
riski arttirabildigini gostermektedir. Nitekim Huang ve arkadaglarinin ¢aligmasi da

sonuc¢larimizi desteklemektedir (47, 48).

Bizim calismamizda oldugu gibi yapilan bircok caligmada da €4 aleli ile AH
arasinda kuvvetli iligki rapor edilmistir (44, 72, 108, 126). Tablo 5.1.1.’de farkh
populasyonlarda ApoE geni €2, €3 ve €4 polimorfizmlerine ait genotip ve alel

frekanslar1 verilmistir.

ApoE polimorfizmleri 6zellikle ge¢ baslangichi Alzheimer hastaliginin sikligi
izerine etkilidir. Genel olarak tiim bireyler Alzheimer hastalig1 agisindan risk altindadir
fakat bu siirecin gelisimi ApoE genotipi ile yakindan iligkilidir. Nitekim literatiirde
Alzheimer hastaligin1 karakterize eden noropatolojik degisiklikler ile ApoE €4 alelini
iligkilendiren ¢aligmalar bulunmaktadir. Bizim calismamiz da literatiir ile uyumlu olarak
ge¢ baslangichi Alzheimer hastaliginin gelisiminde €4 alelinin Onemini gosterir
niteliktedir. Ayrica ¢alismamizda ailesinde Alzheimer Oykiisii olan olgularda €4 alel
frekansimin yiiksek olmasi da bu hastaligin kalitsal temelinin yadsinamaz olduguna ve
€4 alelinin hastalia yatkinlikta kuvvetli bir marker olabilecegine isaret etmektedir.
Diger taraftan calisma sonuglarimizda literatiirden farkli olarak Alzheimer hasta
grubunda kontrol grubuna gore €2 alel frekansini anlamli diizeyde yiiksek bulduk. Oysa

literatiirde Alzheimer hastaligi i¢in €2 alelininin koruyucu etkiye sahip olabilecegini
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belirten c¢alismalar mevcuttur. Bizim calisma sonuglarimizdaki farkin muhtemel
sebeplerinden biri €2 alel frekansinin Alzheimer olgu grubunda literatiirdeki oran ile
benzesmesine ragmen kontrol grubumuzda diisiik olmasidir. Bu durum iki grup arasinda
anlamli fark gézlenmesine nedenlerinden biri olabilir . Bir diger aciklama ise calisma
grubumuzda €2 alelinin Alzheimer hastali1 i¢in koruyucu bir niteliginin olmadiginin

gozlenmesidir.

5.2. IL-1 C889T polimorfizmi ile Alzheimer Hastalifimin iligkisi

Insanda 2’nci kromozomun uzun kolundaki (2q13) 430 kb’lik bir bolgede
kiimelenmis IL-1 ailesinin {i¢ geni tammmlanmistir [14]. Bu genlerden ikisinin iiriinii olan
IL-1o ve IL-1P, IL-1 reseptor tipI’e baglanarak sinyal uyumunu saglamaktadir. Uciincii
genin {iriinii olan IL-1 reseptor antagonsiti (IL-1Ra) reseptore baglanir fakat kompetetif

bir inhibitor olarak rol oynayarak hiicre i¢i sinyal mekanizmasin1 baglatmamaktadir

(10).

Insan IL-1a geni 10.5 kb’dir (29). IL-1 mRNA’sin1 kodlayan 7 ekzon ve 6 introna
sahiptir (4). IL-1 & geninin promotor bolgesinde yer alan C889T polimorfizmi agisindan
insanda CC, CT ve TT olmak iizere ii¢ genotip mevcuttur. Calismamizda /L-/ & geninde

yer alan C889T polimorfizmi i¢in kontrol ve olgu grubu degerlendirildi.

Calismamizda kontrol grubunda genotip frekanslar1 CC (%60.0), CT (%37.3), TT
(%1.7) olarak bulundu. Olgu grubunda ise genotip frekanslar, CC (%54.7), CT
(%38.9), TT (6.3) olarak bulundu. Calismamizda IL-/a geni C889T polimorfizmi

genotip frekanslar1 agisindan kontrol ve hasta grubu arasinda fark bulunmadi.

Kontrol grubunda alel frekanslart C (%79.2) ve T (%?20.8) olarak bulundu. Olgu
grubunda ise alel frekanslar1t C (%74.2) ve T (%25.8) idi. Calismamizda IL-1 & geni
C889T polimorfizmi C ve T alel frekanslar1 agisindan kontrol ve hasta grubu arasinda

fark bulunmamustir.
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Hedley ve arkadaslarinin yaptigi calismada IL-/o geni C889T polimorfizmi
acisindan genotip frekanslari, kontrol grubunda CC (%43.6), CT (%47.9) ve TT
(%8.5); gec baslangich Alzheimer hastasi olgu grubunda CC (%41.6), CT (%43.2) ve
TT (%15.2) olarak belirtilmistir (42). Bu ¢alisma bizim caligmamizdan hem genotip
frekanslar1 agisindan farkli bir dagilim hem de kontrol ve hasta grubu arasinda TT

genotip frekansi agisindan anlamli farklilik gostermektedir.

Jhoo ve arkadaslar1 (54), Alzheimer hastasi kadinlar ve kontrol grubu arasinda /L-
la C889T polimorfizmi agisindan alel ve genotip frekanslarinda 6nemli farkliliklar
belirlemistir. Bu arastirmacilar, genotip frekanslarini kontrol grubunda CC (%85.2) ve
CT (%14.8); gec baslangichi Alzheimer olgu grubunda ise CC (%89.7) ve CT (%10.3)
olarak bulmuslardir. Ayrica, kontrol ve gec baslangicli Alzheimer olgu grubunda alel
frekanslarin1 sirasiyla C (%92.6), T (%7.4) ve C (%94.9), T (%5.1) olarak
belirlemislerdir (54).

Clarimon ve arkadaslan1 (15), 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada IL-/o C889T
polimorfizmi acisindan kontrol ve Alzheimer hasta grubu arasinda genotip frekansi
dagilimm farksiz bulmuslardir. Bu arastirmacilar, genotip frekanslarii kontrol
grubunda CC (%47), CT (%38) ve TT (%15); Alzheimer olgu grubunda ise CC (%54),
CT (%37) ve TT (%8) olarak bulmuslardir. Ayruca, kontrol ve ge¢ baslangich
Alzheimer hastas1 grubunda T alel frekansimi sirasiyla (%34) ve (%27) olarak
belirlemislerdir (15).

Seripa ve arkadaslar ise yaptiklar1 calismada /L-/a geni C889T polimorfizmi TT
genotip frekansi acisindan hem Italyan hemde Amerika populasyonlarinda hasta ve
kontrol grubu arasinda fark bulduklarini rapor etmislerdir (112). Benzer sekilde, Bosco
ve ark. (8), Italya’da yaptiklar1 calismada da TT genotip frekansi agisindan AH ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulmustur. Literatiirde bu sonuglar1 destekleyen

calismalar mevcuttur (42).
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Bizim calismamiza benzer olarak Fidani ve arkadaslarinin Yunanistan’da yaptigi
calisgmada IL-lo geni C889T polimorfizmi ile Alzheimer hastalign arasinda iliski
bulunmadig belirtilmistir (24). Literatiirde sonu¢larimiz1 destekleyen bir ¢cok ¢alisma

mevcuttur (35, 59, 61, 63, 71, 85, 95, 120, 124).

Tablo 5.2.1.°de farkli populasyonlarda IL-Ioc geni C889T polimorfizmine ait
genotip ve alel frekanslar1 verilmistir. Goriildiigii iizere IL-Io geni C889T
polimorfizminin Alzheimer hastalif1 iizerine etkisinin olup olmadigi heniiz netlik
kazanmamistir. Bazi calismalar s6z konusu polimorfizmi hastalik ile iliskisiz bulurken
bazilan da yalnizca erken baslangi¢h olgularda iligki tesbit etmistir. Bu farkliliklarin bir
sebebi muhtemelen c¢alismalarin farkli etnik gruplardan olan farkli biiyiikliik ve yastaki
Alzheimer populasyonlarinda yapilmis olmasidir. Bir diger olasi sebep ise IL-1a geni
C889T polimorfizminin hastalik {izerindeki etkisini bagka genlere ait polimorfik

varyantlar ile etkileserek gostermesidir.

5.3. ApoE €4 Aleli ve IL-1 ¢ C889T Genotiplerinin Birlikteligi

Multifaktoriyel hastaliklar iizerine etkili olan genler etkilerini diger genler ve
cevre ile etikleserek ortaya koyar. Alzheimer gibi karmasik patofizyolojiye sahip olan
hastaliklar s6z konusu oldugunda genetik temelli calismalar son donemde genler arasi

iligkilerin de incelenmesini zorunlu kilmstir.

Biz de calisgmamizda multifaktoriyel bir hastalik olan Alzheimer hastalig1 iizerine
Apo E €4 aleli ve IL-1 o C889T genotiplerinin birlikte etkisini degerlendirdik. Bu acidan
yapilan degerlendirmede olgu grubunda €4 alelinin varligi veya yoklugu ile /L-1 & geni

C889T polimorfizmi genotipleri arasinda fark belirlenmedi.
Diger taraftan, Combarros ve arkadaslar ise Apo E &4 alelinin varhiginda IL-1 & (-

889) T aleli tasiyanlarin AH’ye iligkin rolatif riskinin bu aleli tasimayanlara gore

yaklagsik iki kat fazla oldugunu rapor etmislerdir (11).
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Jhoo ve arkadaslar1 IL-1 ¢ C889T polimorfizmi T aleli ile Apo E €4 alelini birlikte
degerlendirdiklerinde €4 alelinin varlig1 veya yoklugunun /L-7/ ¢ C889T polimorfizmi T
aleli ile AH arasindaki iligkiyi etkilemedigini rapor etmislerdir (54). Seripa ve
arkadaslann da IL-la TT ve ApoE genotipleri arasinda iliski bulmadiklarini
bildirmislerdir (112). Yine Hayes ve arkadaslar1 da IL-/« alel ve genotip frekans
dagilimlan ile ApoE €4 alelini tagiyan ve tagimayanlar arasinda fark bulmadiklarini
rapor etmislerdir (41). IL-Iox geni C889T polimorfizmi ve ApoE geni
polimorfizmlerinin AH ile iligkisini arastiran bir ¢ok calismada da benzer sonuglar rapor

edilmistir (129).
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Tablo. 5.3.1. Farkli populasyonlarda ApoE geni €2, €3 ve €4 Polimorfizmlerinin genotip ve alel frekanslar

Genotip Frekanslari (%) Alel Frekanslar (%)

Olgu Grubu Kontrol Grubu Olgu Grubu Kontrol Grubu
Arastirmact  Calismanin /e 2
/ Yaym yapildig 2 3 €2/e4 €3/e3 €3/e4 ed/ed | €2/e2  €2/e3 €2/e4 €3/e3 €3/e4  ed/ed €2 €3 4 €2 €3 4
tarihi populasyon
Bizim Tiirkiye 00 74 21 632 211 63 {00 17 00 93 50 00 | 47 774 178 08 967 25
calismamiz
};gglveark' Tiirkiye 00 57 29 743 143 29 { 00 34 00 931 34 00 | 42 842 114 17 965 17
Yokes ve Tiirkiye 00 74 00 632 294 00 | 00 118 08 717 157 00 | 37 816 147 63 854 83
ark./ 2005
Aybek ve .1
2007 Tiirkiye - - - - - - - - - - - - - - 210 - - 9.0
de-Andrade 0 o 00 40 90 350 350 170} 10 100 30 680 160 20 | 7.0 540 398 75 810 115
ve ark. /2000
Souza ve Brezilya 00 10 00 530 410 50 { 00 70 20 720 160 3.0 | 1.0 740 250 40 840 120
ark./ 2003
Clarimén ve ispanva ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 30.0 ) ) 8.0
ark./ 2003 pany ' :
Tang et al .
004 Cin - - - - - - - - - - - - - - 286 - - 142
Hayes ve i
k) 2004 ingiltere 62 06 02 340 430 160 | 126 1.0 02 610 250 02 - - - - - -
Lavados ve .0 00 118 176 471 235 00 | 00 222 00 556 222 00 | 150 650 200 110 780 110
ark./ 2005
Sando ve Norveg 03 74 66 282 423 152 07 171 41 558 200 23 | 73 531 396 113 743 143
ark./ 2008
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Tablo. 5.3.2. Farkli populasyonlarda IL-1 & C889T polimorfizminin genotip ve alel frekanslari

Genotip Frekanslari (%) Alel Frekanslar: (%)
Olgu Grubu Kontrol Grubu Olgu Grubu Kontrol Grubu

Arastlrmziw{ / Calismanin yapildig ccC CT TT cC CT TT C T C T
Yayn tarihi populasyon
Bizim .o

Tiirkiye 54.7 38.9 6.3 60.0 37.3 1.7 74.2 25.8 79.2 20.8
calismamiz
%‘ggmon veark/ o oanya 54.0 37.0 8.0 47.0 38.0 15.0 73.0 27.0 66.0 34.0
Wang ve ark./
2007 Tayvan 82.5 17.5 0.0 75.2 229 1.9 91.2 8.8 86.7 13.3
Bosco ve ark./ :
2004 Italya - - - - - - 64.8 35.2 70.1 29.9
Hedley veark- 7=\ | \stralya 41.6 432 15.2 43.6 47.9 8.5 - - - -
2002
;}(‘)‘(’)‘; ve ark/ Cin 89.7 10.3 0.0 85.2 14.8 0.0 94.9 5.1 92.6 74
Seripaveark. /-y 52.0 40.0 8.0 58.0 39.2 2.8 - - - -
2005 alya . . . . . .
Seripaveark. /- \pp 43.0 48.8 8.3 43.0 45.2 11.8 - - - -
2005 : . . . . .
Hayes ve ark./ S
2004 Ingiltere 44.0 46.0 10.0 44.0 43.0 12.0 - - - -
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6. SONUC

Bu calismada ApoE geni €2, €3, €4 ve IL-1 C889T polimorfizmlerinin Alzheimer
hastalig1 ile iligkisi bu polimorfizmlerin olgu ve kontrol grubundaki genotip ve alel
frekanslarinin dagilimina bakilarak degerlendirilmistir. Bu tez caligmasinin sonuglari
sOyle 6zetlenebilir:

1.  ApoE geni €2, €3, €4 polimorfizmine iliskin genotipler agisindan,
kontrol ve olgu grubu arasinda anlaml fark bulundu.

2.  €3/e3 genotip frekansi kontrol grubunda, €3/e4, e4/e4 genotip
frekanslar ise olgu grubunda anlamh diizeyde yiiksekti.

3. €3 alel frekans1 kontrol grubunda, €2 ve €4 alel frekanaslar ise
olgu grubunda anlamli diizeyde yiiksekti.

4. Ailesinde Alzheimer Oykiisii olan olgularda €4 alel frekansi
yiiksekti.

S. IL-1a geni CB889T polimorfizmine iliskin genotip ve alel
frekanslarinin dagilimi kontrol ve olgu grubu arasinda farksizdi.

6.  Olgu grubunda €4 alelinin varlig1 veya yoklugu ile IL-/ o C889T

polimorfizmi genotipleri arasinda fark belirlenmedi.

Calisma sonuglarimiza gore ApoE €4 aleli Alzheimer hastalifi ile kuvvetli
asosiasyon gostermektedir. Diger taraftan IL-/o C889T polimorfizmi ile hastalik

arasinda herhangi bir iliski belirlemedik.

Literatiir bilgileri ve ¢alisma sonug¢larimiz birlikte degerlendirildiginde hem ApoE
hem de IL-1 & geni polimorfizmlerinin Alzheimer hastaligr ile iliskisi agisindan pek ¢ok
farkli sonu¢ oldugu goriilmektedir. Bu farkli sonuglarin olasi1 sebeplerinden biri
calismalarin farkli etnik kokenden, farkli sayida, farkli nitelikte olgu gruplar iizerinde
yapilmasi olabilir. Bir digeri ise Alzheimer gibi kompleks multifaktoryel hastaliklarda
hastaligin olusum ve gelisiminde etkisi olan pek c¢ok farkli gen ve polimorfizmin bir
arada, etkilesim halinde ve cevre ile birlikte siirece katilmasidir. Bu durum Alzheimer

hastalig1 gibi multifaktoriyel hastaliklar tizerinde yapilan genetik temelli calismalarin
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sonuclarinin tekrar edilebilirligi i¢in en biiyiik problemlerden biridir. Bu baglamda, bu
tez calismasinda elde ettigimiz sonuglarin daha genis olgu gruplari, daha ¢ok sayida
aday gen ve polimorfizmin birlikte degerlendirilerek arastirnlmasi gerektigi

kanisindayiz.

Alzheimer gibi modern diinyada yasam siiresi ve kalitesinin artmasi ile giderek
daha da biiyliyen saglik sorunlart igin gelecekte bulunacak olasi coziimler bu
hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasini gerektirmektedir.
Alzheimer hastaligina neden olan genetik risk faktorlerinin iyi anlasilmasi; hastalia
yatkinligin, hastalik ortaya ¢ikmadan oOnce belirlenmesini ve belki de kisinin risk
profiline uygun Onleyici tedavilerin uygulanabilmesini miimkiin kilacaktir. Kisinin
yasamini son dekatta dnlenemez bi¢cimde zora sokan Alzheimer hastaliginin dnlenmesi

ve tedavisi i¢in genetik ve farmakogenetik ¢alismalar umut olacaktir.
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