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Alzheimer Hastaligi (AH), ileri yasta goriilen demanslarin en sik formudur. Kognitif
fonksiyonlarda ilerleyici bozulma ile karakterizedir. Klinikte, AH’nin tanis1 sekonder
nedenlerin ve diger demansif hastaliklarin dislanmasi ile konur. AH’den sonra yashlikta
goriilen demansin en sik nedeni serebrovaskiiler inmedir (SVI). AH ve SVi’nin farkli yapisina
ragmen her iki hastaliginda patogenezinde inflamatuar 6zellikler goriilmektedir.

Interlokin-18 (IL-18), T ve NK hiicrelerinden IFNy uyarimim indiikleyen
proinflamatuar bir sitokindir. IL-18 diizeyi iskemik koroner hastalikta prognostik bir marker
olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda IL-18’in Alzheimer hastalarim1 kontroller ve
serebrovaskiiler inme hastalarindan ayirt edebilecek bir biyomarker olarak kullanilabilirligi
arastirtlmistir.

Calismaya 19 Alzheimer, 10 serebrovaskiiler inme hastas1 ve 15 kontrol alinmistir. IL-
18 serum seviyeleri enzim bagli immunosorbent yontemi (ELISA) ile, gen ekspresyon
diizeyleri ise lenfositlerde real-time PCR yontemi kullanilarak absolut kantifikasyonla
belirlenmistir.

IL-18 gen ekspresyon diizeyleri serebrovaskiiler olay hastalar1 ve kontrollere gore,
Alzheimer hastalarinda anlamli olarak artmistir (p=0,006). Alzheimer hastalar ile kontroller
ve yine Alzheimer hastalari ile serebrovaskiiler inme hastalar1 arasinda serum IL-18 seviyeleri
acigindan anlaml fark bulunamamistir. Buna ragmen, serum IL-18 diizeyleri Alzheimer
hastalarinin Mini Mental Durum Testi (MMDT) skorlar ile korelasyon gostermektedir.

Sonuglar IL-18 in Alzheimer hastaliginin teshisinde aday biyomarker oldugunu
diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastalig1, serebrovaskiiler hastalik, inme, interlokin-18,

biyomarker
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia in elderly. It is
characterized by progressive deterioration of cognitive functions. In clinical practice, current
criteria for diagnosis of AD are still largely based on the exclusion of secondary causes and
other dementive disorders. In addition to AD, cerebrovascular stroke (CvS) is also a common
cause of dementia in elderly. Despite the heterogeneous nature of both AD and CvS, the
inflammatory aspects of the pathogenesis of these diseases are prominent.

Interleukin-18 (IL-18) is a proinflammatory cytokine that induces IFNy stimulation in
T and NK cells. It has been accepted as a biomarker in ischemic coronary disease. In this
project, we aimed to search IL-18 as possible diagnostic biomarker to distinguish AD patients
from control subjects and CvS patients.

In this study 19 AD, 10 CvS patients and 15 control subjects were included. IL-18
seum levels determined by enzyme linked immunosorbent immunoassay (ELISA) and IL-18
gen expressions analyzed with real-time PCR absolute quantification from peripheral
lymphocytes.

The IL-18 gene expression is elevated in AD patients compared to CvS patients and
control subjects (p=0,006).There were no significant differences in the serum levels of IL-18
neither between AD and CvS patients nor between control subject and patient groups. Despite
this, there was a correlation between Mini Mental State Examination (MMSE) and serum
levels of AD patients. Taken together, these results indicate that IL-18 can be a candidate

diagnostic biomarker for AD.
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I. GIRIiS ve AMAC

Alzheimer Hastaligt (AH) yasa bagimli ve geri doniisiimsiiz bir beyin hastaligidir.
Yaghlarda, demans tiirleri arasinda en sik goriilenidir (1). Alzheimer Hastaligi’nin klinik
tanis1 demansa yol agabilecek diger nedenlerin ekarte edilmesi ile yapilmaktadir. Kesin tanisi

ise ancak post-mortem dénemde noropatolojik inceleme ile miimkiindiir (2).

Hastaligin kesin tanisinin postmortem incelemeler disinda konulamamasi teshis ve
tedavi basamaklarini gii¢lestirmektedir. Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin tanist yaygin
bicimde NINCDS-ARDRA tan1 kriterleri uygulanarak koyulmaktadir ve bu kriterler bellek
veya lisan, gorsel-uzaysal yetiler veya yiiriitiicli islevler gibi biligsel islevlerde bozulmay1
degerlendirmektedir. Yapilan postmortem incelemelerle NINCDS-ARDRA kriterlerinin %85
oraninda dogru tam sagladigi gosterilmistir (2). AH’de kesin taniy1 koymayr hedefleyen
biyolojik belirteclerin duyarlilik ve ozgiilliigii ise ancak klinik tani kriterlerinin diizeyine

ulagsmakta ya da biraz gecmektedir.

Serebral iskemi AH’den sonra yaglilikta demansin en sik goriilen ikinci nedenidir
(99). Serebrovaskiiler iskemi ile olusan demansta belirli kognitif defisit kaliplar1 yoktur ve
noropsikolojik testler AH ile serebrovaskiiler demansi birbirinden ayiramamaktadir (100).

Serberovaskiiler iskemi gelisiminde inflamatuar siireclerin yer aldigi bilinmektedir (101).

IL-18 T ve NK hiicrelerden IFNy uyarimini indiikleyen proinflamatuar bir sitokindir.
Inflamatuar siireclerde mikroglial hiicreler IL-18 salgilamakta ve hastalifin temel patolojik
gostergelerinden biri olan Amyloid B’nin mikroglial aktivasyona yol a¢tigimi bilinmektedir.
IL-18 diizeyi, iskemik inme ve multipl skleroz gibi santral sinir sistemi hastaliklarinda
yiiksek olarak bulunmustur (92,96). Multiple Skleroz’lu hastalardaki yiikseklik hem BOS hem
de serumda saptanmistir. Ayrica manyetik rezonansda aktif lezyonu olan hastalarda daha da
yiiksek bulunmustur (96). Iskemik inmede ise serumda IL-18 diizeyi ¢alisilmistir. Serum IL—
18 diizeyi, sedimantasyon hizi, klinik bulgular ve goriintilleme yontemindeki lezyonun
voliimii ile korele bulunmugstur (92). IL-18 diizeyi iskemik koroner hastalikta prognostik bir
biyomarker olarak kullanilmasi (97,98) santral sinir sistemi hastaliklarinda da tan1 ya da

prognoz belirleme amaciyla kullanilabilecegini diisiindtirmektedir.



Bu tez calismasinda AH’de diagnostik bir marker olarak kullanilma potansiyeli oldugu
diisiiniilen Interlokin 18 (IL-18) in biyomarker olabileceginin gdsterilmesi ile periferik kan
diizeyinde yapilacak incelemelerle teshis saglayabilecek, uygulanirligi kolay bir biyomarkerin
belirlenmesi hedeflenmistir. Serebrovaskiiler iskemiden kaynaklanan demansin AH’den
kognitif testlerle ayrilamamasi, en sik goriilen demans nedenlerinden olmasi ve inflamatuar
siireclerin hastaliga eslik etmesi nedeniyle caligmada serebrovaskiiler olay hastalar1 (SVO)

ikinci bir kontrol grubu olarak alinmistir.

IL-18 diizeyleri hasta ve kontrollerde serumda protein, periferik lenfositlerde ise gen

ekspresyonu diizeyinde incelenmistir.



II. GENEL BIiLGILER

1. Alzheimer Hastahg’nin Klinik Ozellikleri

Alzheimer Hastaligi (AH) yasa bagimli ve geri doniisiimsiiz bir beyin hastaligidir.
Yaghilarda, demans tiirleri arasinda en sik goriilenidir. Hastaligin baglangicinda kisa donemli
hafizada asamal1 ve ilerleyici yikim goriiliir ve bu yikim davranis ve karakter degisiklikleri ile
ilerleyerek, diistinme, karar verme ve konusma gibi diger bilissel alanlar1 da etkileyerek en
sonunda zihinsel fonksiyonun yitirilmesine, bireyin giinliikk aktivitelerini yapamaz hale

gelmesine neden olur (1).

Alzheimer Hastaligi’min klinik tanis1 demansa yol acabilecek diger nedenlerin ekarte
edilmesi ile yapilmaktadir. Kesin tanisi ise ancak post-mortem donemde noropatolojik
inceleme ile miimkiindiir. Giiniimiizde AH’nin tam1 kriteri olarak yaygin bicimde NINCDS-
ARDRA tani kriterleri kullanilmaktadir. Bu kriterler bellek veya lisan gorsel-uzaysal yetiler
veya ylriitiicii islevler gibi biligsel islevlerde bozulmayr on goriir. Kliniklerin karsilayan
hastalik tablosuna ‘“Muhtemel Alzheimer Hastali§i” denilmektedir. Yapilan postmortem

incelemelerle NINCDS-ARDRA kriterlerinin %85 dogruluk gosterilmistir (2).

Tablo 1: NINCDS-ADRDA Alzheimer Hastaliginin Klinik Tan1 Kriterleri

I. MUHTEMEL Alzheimer Hastalig1 klinik tan1 kriterleri sunlar1 igerir:

¢ Klinik muayene ile saptanan, Mini-Mental Durum Testi, Blessed Demans Olgegi ya
da benzer bir test ile dokiimante edilen ve noropsikolojik testlerle de dogrulanan
demans tablosu

Iki ya da daha fazla biligsel siirecte bozulma

Biling bozuklugu yok

Baslangic 40-90 yaslar1 arasinda, biiyiik siklikla da 65 yasindan sonra

Bellek ya da diger bilissel siireclerde ilerleyici bozukluga yol agabilecek sistemik ya
da beyne ait bagka bir hastalik yok

II. MUHTEMEL Alzheimer Hastalig1 tanis1 sunlarla desteklenir:

e Dil (afazi), motor yetenekler (apraksi) ve algi (agnozi) gibi 6zgiil biligsel islevlerde
ilerleyici bozulma

¢ Giinliikk yasam aktivitelerinde bozulma ve davranis biciminde degisme

¢ Ailede benzer bozukluk dykiisii (6zellikle patolojik olarak kanitlanmissa)



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

III. Alzheimer hastaligi disindaki nedenler dislandiktan sonra, MUHTEMEL Alzheimer
Hastalig1 tanisi ile uyumlu olabilecek diger klinik 6zellikler sunlardir:

Hastaligin seyrinde platolar

Depresyon, uykusuzluk, inkontinans, hezeyan, illizyon ve halusinasyonlar, verbal,
emosyonel ya da fiziksel katastrofik patlamalar, cinsel bozukluklar ve kilo kayb1 gibi
eslikci bulgular

Bazi hastalarda, o©zellikle hastaligin ileri donemlerinde, kas tonusunda artis,
myoklonus ya da yiiriime giicliigii gibi diger norolojik bozukluklar

Hastaligin ileri evresinde nobetler

Yas icin normal BT

IV. MUHTEMEL Alzheimer Hastalig1 tanisimi belirsizlestiren ya da ihtimal disina ¢ikaran
ozellikler sunlardir

Inme tarzinda ani baslangic

Hemiparezi, duysal kayip, gorme alani defektleri ve inkoordinasyon gibi fokal
norolojik bulgularin hastaligin erken evrelerinde bulunmasi

Nobetler ya da yiiriiylis bozukluklarinin, daha baglangigta ya da hastaligin ¢ok erken
evrelerinde bulunmasi

V. MUMKUN Alzheimer Hastalig1 tam kriterleri sunlardr:

Demansa neden olabilecek diger norolojik, psikiyatrik ya da sistemik bozukluklar
olmaksizin, baslangi¢, presentasyon ya da klinik seyirde varyasyonlarin bulunmasi
durumunda konulabilir

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

Diger belirlenebilir nedenlerinin dislandigi, tek ve yavas ilerleyici bir bilissel
bozuklugun bulunmasi durumunda, arastirma calismast amach olarak kullanilabilir

VI. KESIN Alzheimer Hastalig1 tamisi kriterleri sunlardir:

Muhtemel Alzheimer Hastalig1 klinik kriterleri
Biyopsi ya da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar

Alzheimer hastaligi ilerleyici bir hastalik olmasi nedeniyle, demans siddetine gore

siniflandirilmaktadir. Simiflandirmada yaygin olarak “Reisberg’in Global Degerlendirme

Olgegi” (GDO) , ya da “Mini Mental Durum Testi” (MMDT) kullanilmaktadir (3,4).

Alzheimer hastaliginda GDO evreleri 3 ila 7 arasinda degisir (1).



Hafif evredeki demanshi hasta (GDO, evre 3-4) yakin gecmise ait olaylarin
hatirlanmasindaki gii¢liik ¢eker, ayn1 sozleri tekrarlar, onceden tanidigi insanlarin isimlerini
unutur, ev islerini yapmaya devam eder ancak ayni 6zeni gOsteremez. Egyalarinin yerlerini
hatirlayamaz, mali islerde hatalar yapar. Giyinme, yikanma gibi temel hijyen faaliyetlerinde
heniiz sorun yoktur. Irritabilite, duygulammda kiintlesme ve inkdr egilimi ile
kendiligindenligin azalmas1 disinda davranmigsal belirtiler yoktur ve sosyal uygunluk iyi
korunmustur. Uyku kalitesi bozulmaya baglar. Muayenede yakin bellek 6n planda olmak
izere, vizuospasyal bozukluk, uzak bellekte bozulmalar, adlandirma gii¢liikleri, dikkat ve
soyutlama-planlamada bozulmalar saptanir. Temel norolojik muayene normaldir. Egitimli

olgularda MMDT skoru yaklasik 20-24 arasinda olabilir.

Orta demans evresinde (GDO, evre 5), hasta ev disindaki bagimsizligini artik tamamen
yitirmigtir. Yeni 6grenme artik hemen hi¢ miimkiin degildir. Anlama, okuma ve yazma
giderek bozulur. Unutkanligin siddeti artmaya devam eder, yemek pisirme, ev islerini yapma,
faturalar1 6demedeki bagimsizlik bozulur. Hirsizlik, terk edilme ve sadakatsizlik hezeyanlar
olabilir. Yalmz kalmaktan iirker ve yakinim (esi, ¢ocugu) siirekli goziiniin 6niinde ister.
Uyku-uyaniklik ritminde bozulma artik belirginlesir. Gece sik uyanmalar ve giin sik
uyuklamalarla gecer. Temel norolojik muayenede hafif parkinsoniyen degisiklikler

saptanabilir. MMDT skoru yaklagik 10-19 arasindadir.

Agir demans evresinde (GDO evre 6-7) bellekte artik sadece parcaciklar s6z konusudur.
Hasta yakinlarin1 ya da aynada kendi yliziinii taniyamaz. Giyinmek, yikanmak, yemek gibi
temel aktivitelerde artik tam bir gozetim gerekmektedir. Evrenin sonlarinda yutma gii¢ligii
de ortaya cikar. Kelime hazinesi son derece fakirlesmistir. Kognitif, sosyal davranista
maksimum diizeyde bozulma izlenir. Epileptik nobetler ortaya c¢ikabilir. Temel norolojik
muayenede tonus degisiklikleri, yiiriiyiis bozukluklari, parkinsonyen bulgular belirginlesir.
MMDT genellikle 0-9 arasindadir. Oliim ¢ogu kez enfeksiyona bagl komplikasyonlardan
olur (1).

AH’nin tipik seyrine uymayan, patolojik olarak AH’si kanitlanmis hastalarda bagka

klinik sekillerde bildirilmistir. Hastaligin genetik gecisli olan ve 1. ya da 14. kromozomda



mutasyonlarla karakterize erken baslangich seklinde, motor kusurlar ve kisilik bozukluklar
erken donemde izlenebilir. Cok kiiciilk bir hasta grubunda, AH’nin tipik ndropatolojisi
ilerleyici yar1 mekan ihmali, ilerleyici afazi ve hatta miyoklonik epilepsi ile birlikte

ooriilebilir (5).

2. Alzheimer Hastaligi’nin Genetigi

AH’de genetik faktorler biiyiikk oranda hastaligin gelisimi i¢in ¢evresel faktorlere bir
yatkinlik zemini yaratacak sekilde birer risk faktorii niteligindedirler. AH genetik ve cevresel
faktorlerin karmagik bir etkilesimi sonucu ortaya cikar. Yine de, tim AH olgularinin
uluslararasi literatiirde %5’ine kadar ulastig1 bildirilen bir oram1 basit Mendelien otozomal

dominant gecisle hastaliga yakalanirlar (5)

AH, birden fazla kromozomdaki gen lokuslarinin ¢ok sayida farkli mutasyonlarinin ayni
hastalifa yol actigi, heterojenite gosteren polijenik/multiallelik bir hastaliktir. Otozomal
dominant gegisten sorumlu olan simdiye kadar 3 ayr1 gen bulunmustur: 21. kromozomdaki
amiloid prekiirsor protein (APP) geni, 14.kromozomdaki presenilin 1 geni ve 1.
kromozomdaki presenilin 2 geni (6). Her 3 protein de normal islevleri cok iyi bilinmeyen,
noronal plastisitede rol oynadiklar1 yoniinde varsayimlar ileri siirillen transmembran
proteinlerdir. Anilan genlerdeki mutasyonlar her durumda APP’den metabolize edilen AP
proteinin atilamayip amiloid plaklar icinde biriken daha uzun bir seklinin iiretiminin artigina
yol acarlar. Otozomal dominant AH tipik olarak erken baslangi¢lidir, baslangic 20’li yaslara
kadar inebilir (5).

Sporadik AH’de risk faktorleri olarak 19. kromozom da APOE geni belirlenmistir.
Kolesteroliin taginmasinda rol oynayan bir enzim olan APOE ii¢ ayr allelik forma sahiptir:
e2, e3 ve e4. Normal popiilasyonda en sik e3 (%70) goriiliirken, e4’iin sikligt %?20’dir.
AH’de e4 siklig1 ikiye katlanarak %40’a ulasir. e4 AH riskini doza bagh bir sekilde arttirir ve
hastalik baslangic yasimi azaltir. e4 heterozigotlarinda (e2-e4 ve e3-e4) AH riski, e4

tasimayanlara (e3-e3, e2-e3 ve e2-e2) gore 2 ila 3 misli artmistir (5,7).



3. Alzheimer Hastaligi’min Noropatolojisi

3.1. Norofibriller yumaklar ve Amiloid plaklar

AH’deki norfibriller yumaklarin (NFY) temel bileseni fosforile tau proteinleridir. Tau
17. kromozomda bir gen tarafindan kodlanan diisiik molekiil agirlikli, mikrotiibiil iliskili
proteindir. ~ Mikrotiibiillerin  sabitlestirilmesinde,  hiicre  iskeletinin  biitiinliigiiniin
saglanmasinda ve aksoplazma ulagiminin = siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar. AH
patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar tau proteininin
hiperfosforilizasyonuna yol acarak mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar.
Baglanmamis fosforile tau ¢oziilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara polimerize olur. Bunlar
zamanla sinir hiicresi icinde NFY’ler seklinde yogunlasirlar. NFY’ler sonunda hiicre
iskeleti biitiinliigiinii ve aksonal iletiyi bozarak hiicre 6liimiine neden olur. Hiicre 6limiiyle

ortaya cikan ekstraselliiler NFY’ye ‘hayalet yumak’ denir (8).

Alzheimer hastaliginin biyolojik temellerine iliskin 6nde gelen giincel teorilerden biri,
beta amiloid olusumu cevresinde sekillenmektedir. Agsir1 amiloidin Meynert’in niikleus
basalisindeki kolinerjik noronlar1 hasara ugrattigi kuskusuzdur, ancak hastalik ilerlediginde
hasarin yayginlhig1 da artar. Noritik plaklar, hiicre disinda yer alan lezyonlardir ve sayilari
biligsel fonksiyonla yakindan iligkilidir. Amiloid plaklarin temel bileseni amiloid beta
proteindir (AB) (9). AP, 19. kromozomda kodlanan ve islevi tam olarak anlasilamamis bir

transmembran protein olan APP’nin metabolizma iiriinlerindendir.

APP metabolizmasinda o , B ve y sekretazlar olarak adlandirilan ii¢ proteaz is goriir.
a-sekretaz APP'yi, AP bolgesinin ortalarina rastlayan ekstraselliiler bolgede keserek tam bir
AP parcasinin olusumunu olanaksiz kilarken B ve y sekretazlar etkilerini, sirasiyla, AP
bolgesinin hemen disindaki, N- ve C- uclarinda gostererek, biitiin AB’y1 iceren boliinme
tiriinleri ortaya ¢ikartirlar. y -sekretaz'in etkinlik gosterdigi kesim bolgesine gore, olusan A
parcasi, kisa (39-40 aminoasit) veya uzun (42-43 aminoasit) olabilir. Uzun Ap,
¢coziiniirliigi olmayan lifler olusturmaya daha yatkindir ve norotoksisite olasiligi daha
yiiksektir. Potansiyel olarak ¢6ziiniirligli olmayan ve plaklara ¢okelebilen diger bir APP

pargasi o ve y sekretazlarin ortak etkisiyle olusan AP 17-42 pargasidir. Sonug olarak, o-



sekretaz aktivitesiyle hiicre kiiltiirlerinde noronlar iizerinde norotrofik etkileri gosterilmis
olan ¢oziinebilir APP olusurken [ ve 7y sekretazlarin aktiviteleri sonucunda belirgin
derecede bolgesel norotoksik etkiler ¢ikartan kat1 ve noritik  kivrimli plaklar (agregatlar)
olusmaktadir (10). Bu B kivriml plaklarin serebral neokortekste bol veya orta yogunlukta

gosterilmeleri AH’nin kesin tanist i¢in gerekmektedir (11).

3.2. Kolinerjik Sistem

Biitiin korteksin kolinerjik innervasyonu temel limbik yapilardan biri olan basal 6n
beyindeki Meynert cekirdeginden saglanir. Bu innervasyon dikkat ve bellek islevlerinin
optimal siirdiiriilebilmesi agisindan biiyilk ©onem tasir. Tau hiperfosforilazasyonun ilk
goriildiigii alanlardan biri de Meynert cekirdegidir. AH’de limbik alanlardaki yaygin NFY
formasyonu ve noron kayb1 Meynert c¢ekirdegini de etkiler. Kolinerjik aksonlarin kayb1 diger
patolojik ozellikler gibi bir bolgesel yatkinlik gosterir. Lokal interndronlardan saglanan
striatal kolinerjik innervasyon ve talamusun beyin sap1 pedinkiilopontin cekirdek kaynakli
kolinerjik innervasyonu etkilenmedigi gibi, etkilenen Meynert kaynakli kolinerjik
innervasyon da aym tarzi yansitir: kortekste en fazla etkilenen bolgeler limbik ve asosiasyon

korteksleri iken, primer sensoriyel ve motor korteksler goreli olarak salim kalirlar (8)

Kolinerjik buton da denilen pre-sinaptik kolinerjik terminalde kolin asetil transferaz
enzimi (ChAT) bir yandan mitokondrilerden asetil koenzim A araciligi ile serbestlenen
kolinden, diger yandan da yiiksek affiniteli kolin geri alimim sistemi aracilifiyla alinan
kolinden asetil kolin (ACh) iiretir. ACh molekiilleri vezikiillere paketlenip depolarizasyon
ile sinaptik aralia salgilanir. Sinaptik aralikta difiizyonla ilerleyen ACh post-sinaptik
membranda nikotinik reseptorlere baglanarak dogrudan, muskarinik reseptorlere baglanarak
ise G-proteini iliskili ikincil mesajcilar {izerinden etkisini gosterir. Nikotinik etkilerin
hiicrenin uyarilabilirligini arttirarak dikkat tonusunun saglanmasinda rol oynadigi, muskarinik
etkilerin ise kalic1 sinaptik degisikliklerle yeni bilginin depolanmasi seklindeki noroplastisite
mekanizmalarinin unsuru oldugu bilinmektedir. Hem nikotinik, hem de muskarinik
stimiilasyon kaybmin gerek AP olusumunun artmasi ve gerekse de AP norotoksisitesinin
artmasi seklinde in vitro etkileri gosterilmis, diger yandan AB’nin sentez, salinim ve post-

sinaptik etkinligini azaltabilecegi de ortaya konmustur. Asetil kolin esteraz (AChE) enzimi

10



ACh’yi asetat ve koline hidrolize ederek ACh’nin post-sinaptik aktivitesini durdurur.
Dolayisiyla, AH’de kolinerjik kaybin kendisi de amiloid plak olusumuna katkida bulunan
ozelliklerden iken AP’da muhtemelen kolinerjik kaybi arttirarak bir kisir dongii ortaya
cikarmaktadir. Ostrojen limbik noronlarda sinaptogeneze katkida bulunup néroplastisitede rol
oynarken, Meynert’te ACh tiretimine de katkida bulunur. Post-menapozal kadinlarda strojen

replasmaninin koruyucu etkisi anilan islevleri dolayistyla olmalidir (12,13).

3.3. Norotransmitter Kayiplari

AH’de serotonerjik (5-HT-erjik) kayip, dorsal raphe ¢ekirdeginde Meynert diizeyinde
olmasa bile kayda deger noron kayb1 ve kalan noronlarda NFY’ler goriiliir. Kortikal 5-HT-
erjik akson terminallerinde 5-HT nin salimimi ve geri alintmi ciddi diizeyde bozulmustur.
AH’de 5-HT-erjik kayipla depresyon ve saldirgan davranisin korelasyonu bildirilmektedir. 5-
HT geri alinmim blokerlerinin (SSRI) AH’deki depresyon ve agresyonun tedavisindeki

rasyoneli bu gozlemlere dayanmaktadir (14).

Beyin sapindaki noradrenerjik (NA-erjik) ¢ekirdek olan locus ceruleus’ta (LC) da dorsal
raphe benzeri bir ndronal kayip ve NFY olusumu gézlenir. LC’deki patoloji secici yatkinliga
uygun bicimde LC’nin kortikal projeksiyonlar1 olan anterior ve medial boliimlerini etkilerken
spinal ve serebellar projeksiyonlar iceren kaudal ve lateral boliimleri salim kalir. NA-erjik

kaybin klinik karsiligi iyi belirlenmemistir (15).

AH ileri evrelerinde parkinsonizm sira dis1 bir olgu degildir. Bu olgularin patolojik
karsilig1r biiyiik siklikla substantia nigra pars kompakta (SNc) dopaminerjik (DA-erjik)
noronlarinda kayip ve Lewy cisimcikleridir. Lewy cisimcikli demans (DLB) kendine 6zgii
bir antite olarak ortaya cikmisken DLB ve AH’nin igice gectigi durumlar olan hem
norofibriller yumak ve senil plaklar1 hem de kortikal Lewy cisimciklerinin sonucu olan klinik
durumlarin DLB mi yoksa Lewy varyanthh AH olarak m1 adlandirilacagi tartigmalidir.

Parkinsonizm genellikle postiir bozukluklar1 ve rijidite tarzindadir (15,16).
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3.4. Noronal Plastisite

Alzheimer hastalig1 (AH) kademeli ve hiyerarsik olarak ilerleyici demans ile karakterize
edilen noronal hastaliktir. Her iki 6zellik de yiiksek kognitif faliyetlerin gerceklestirilmesinde
gorev alan beyin bolgelerindeki noral aglarin islevsel 6zellikleriyle baglantilidir. Bu beyin
bolgelerinin temel ozelliklerinden biri yeterli miktarda eriskin noronal plastisitesine sahip
olmasidir (17). AH da gercekten de en cok etkilenen bolgeler noronal plastisitenin en fazla
oldugu bolgelerdir. AH’nda en hasarli bolgeler hipokampus ile temporal ve parietal korteks
bolgeleridir. Diger taraftan en az plastisite 6zelligine sahip olan primer duyusal korteksler
islevsel hasara en direngli bolgelerdir. Buna uygun olarak, hayat boyu en yiiksek noronal

plastisiteye sahip olan olfaktor bulb, hastaliktan ciddi sekilde etkilenmektedir (18).

Noral plastisite, degisen cevre kosullarina noral aglarin adapte olmasimi saglayan,
karmasik ve dinamik bir siirectir. Noral plastisitenin temel 6zellikleri her bir néronun intrinsik
ozelliklerinin adaptasyonunu, noronlar arasindaki sinaptik baglantilarin reorganizasyonunu ve
yeni noronlarin var olan ndrol aga katilimini igerir. Noronal plastisiteyi regule eden
mekanizmalar tam olarak anlagilamamis olsa da eksitator-inhibitér denge, norotropinler,
kalsiyum dinamikleri, intraselular ve ekstraseliller matriks, noral aglarda plastik

degisikliklerin ana belirleyicileridir (19).

AH’de sinaptik plastisitenin hiicresel ve sistemik mekanizmalarinin hemen hemen
tiimiiniin hasarl1 oldugu bircok calisma ile gosterilmistir. Ozellikle sinaptik plastisitenin her
iki formu ile ilgili mekanizmalarda da yer alan kalsiyum homoestazinin hastalikta hasarli
oldugu bilinmektedir (20). Bozulmus kalsiyum dengesi ayn1 zamanda eksitotoksik hasara ve
noronlarda apoptoz uyarimina neden olabilir. Azalmis sinaptik baglantilara ragmen eksitasyon
ve inhibisyon dengede tutulmaktadir. Fakat reseptorlerin fonksiyonel 6zelliklilerini etkileyen
reseptor alt iinitelerinin kompozisyonu degismistir (21). Eriskin plastisitesi ve noéron
gelisiminde onemli oldugu gosterilen reelin, apolipoprotein E sinyalleme yolag: ile birlikte
tau proteininin fosforillenmesini engeller (22). Tau proteinin hiperfosforillenmesi AH
beyinlerinde goriilen c¢ift sarmalli filamentlerin olusumunda ¢ok 6nemli bir basamaktir (23).
Tau proteininin hiperfosforile olmasi, artan kalsiyum seviyeleri ile aktive olan apoptotik

yolaklar sonucu hasar goren plastik degisikliklerle olabilir. Fosforile olmus tau eksprese eden
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noronlarin apoptoza daha dayanikli olmasi nedeniyle, tau hiperfosforilasyonunun koruyucu

mekanizma olabilecegi diistiniilmektedir (18).

3.5 Inflamasyon

Uzun siireler beyin bircok hakli nedenden dolayr immun yanit vermeyen bir organ
olarak kabul edilmistir. Lenf nodiillerine sahip degildir, kan beyin bariyeri ile viicudun geri
kalanindan ayrilmistir, diger dokulara gore graftlara daha yiiksek toleransi ve daha diisiik
adaptif immun yamiti vardir. Bununla beraber immun yanit izolasyonunun dogru olmadig
gosterilmis ve bu dogmatik diisiince tersine donmiistiir. Giintimiizde herhangi bir hastalik
dahilinde beynin diizenli, kazanilmis immun yanitlar verebildigi gosterilmistir (24). Onceleri
dogal immun yamitin periferal organlar tarafindan stres yada hasardan sonra homestazi
sagladiginin inanilmasina ragmen, simdilerde patojenleri taniyabilen 6zgiil mekanizmalari
tasidig1 bilinmektedir. Kazanilmis immun sistem her patojeni taniyabilme yeteneginde
olmadig1 i¢in patojen iligkili molekiiler patternler (PAMPs) denen yiiksek derecede korunmus
yapilara odaklanmistir. Kazanilmis immun sistemin hiicreleri toll-like reseptorler (TLR)
denen, eksojen ve endojen PAMP lar1 taniyan reseptor ailesini eksprese ederler. Astrosit ve
mikroglialarin her ikisininde TLR eksprese edildigi gosterilmistir. Glial hiicrelerin TLR’ler ile
aktive olmasinin pro-inflamatuar yanitin maksimize edilmesinde yiikseltme basamagi olarak

kullanilmasini saglayabilecegi onerilmistir (24,25).

Beyinde goriilen inflamasyon periferde goriilen inflamasyonda tamamen farklidir.
Periferde inflamasyonun klasik isaretleri olan rubor (kizariklik), kalor (sicaklik) ve dolor
(agn) beyinde goriilmez (26). Noroinflamasyon, beyindeki mikroglial ve astrositik yanitlarin
inflamasyon benzeri bir patern gosterdigini ve bu yanitlarin bircok norolojik hastaligin
patogenezinde Onemli rol oynadigi diisiincesini 6zetler. Bu diisiince, noroinflamasyonun

hastaligin ilerlemesine katkisi oldugu diisiiniilen AH ¢alismalarindan gelmistir (27).

Alzheimer hastaliginda néroinflamasyon, mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu, sitokin
ve kemokinlerin salinmasi, kompleman proteinler, akut faz proteinleri, peroksizomal
proliferator-aktive reseptorler (PPAR), oksidatif hasar gibi bir¢ok siireci kapsar (26). Biitiin

bu siireglerin yer almasi inflamasyonun “iki ug¢lu bir bigak™ oldugu, bir ugta bazi inflamatuar
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bilesenler icin koruyucu, diger yandan da noéronal fonksiyonda yikicti oldugunu
disiindiirmektedir. Bu etkilesimler akut fazda faydali olabilmekte fakat kronik faza
gecildiginde ilerleyici norodejenerasyonu kolaylastirmaktadir (27). Alzheimer Hastaliginda
inflamasyonun yeri hakkinda siirekli artan bilgiye ragmen, noroinflamasyonun hastalikta

birincil mi yoksa ikincil rol mii oynadigi hala kesinlik kazanmamistir (28).

3.5.1  Inflamasyonda Mikroglial Hiicreler

Mikroglia santral sinir sisteminde noéronlart ve onlarin fonksiyonlarimi destekler ve
korur, merkezi sinir sisteminde endojen immun yaniti diizenleyen savunma hiicresi olarak
islev goriir (29). Mikroglia mesodermal kokenli makrofajlardan olusmustur (29) ve tim glia
populasyonunun %20 sini olusturur (30). Mikroglia savunmanin ilk basamagini olusturur ve
beyindeki immun yanitlarin kontroliindedir. Mikroglianin en karakteristik 6zelligi merkezi

sinir sistemindeki en kii¢iik patolojik olusumlara dahi yanitta cok hizli aktive olmasidir (31).

Geleneksel olarak mikroglialar morfolojilerine gore iki gruba ayrlirlar; dinlenme
(ramified) ve aktif (ameboid) mikroglia (30). Aktif olmayan mikroglia kiiciik diken benzeri
cikintilarla kapli kisa karmasik uzantilara sahiptir. Hasar bolgelerine go¢ ederler, ¢ogalirlar ve

uzantili yapilarim kaybedip siskin yap1 kazanirlar.

Mikroglianin aktive olmas1 fagositik olmayan durumdan fagositik duruma ge¢cmesidir
(mikroglia kokenli beyin makrofajlar1) (32). Mikroglianin aktivasyonu, travma, iskemi, tiimor
ve norodejenerasyon siireclerinde noral parankimin savunmasinda anahtar siiregtir.
Mikroglianin aktivasyonu proliferasyon, hasar bolgesine go¢, morfolojik, immunofenotipik
ve fonksiyonel degisiklikler icin bir dagarcik ortaya koyar. In vitro da, reaktif oksijen ara
bilesenleri ( ROB), veya tiirleri ve reaktif nitrojen ara bilesenleri, proteazlar, arasidonik asit
tiirevleri, eksitotor aminoasitler ve prostaglandinler, TNFa, IL-1B, kemokinler benzeri pro-
inflamatuar aracilar gibi bir cok sitotoksik madde salgilayabilmektedirler. Mikroglialar beynin
sadece yapisal biitiinliigiiniin degismesine degil, ayrica mikro cevredeki c¢ok kiiciik

degisikliklere (iyon dengesi degisikligi) tepki gosterebilmektedirler (33, 30).
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Mikroglianin yaglilik siireciyle beraber hiicre morfolojisi ve eksprese ettigi ylizey
antijenleri acisindan degisiklige ugramasi muhtemeldir (34). Yaglanma siirecinde, mikroglia,
daha ilerleyici olarak daha uzun siirelerle aktive kalir ve orta yasta hiicreler cok sayida
dallanmis uzantilar olusturur (35). Ileri yasta, genislemis ve ozellikle fagositik formdaki
mikroglialarda artig goriiliir (36). Bu asamada mikroglial hipertrofi artar, kontak
inhibisyonlarin1 kaybederler ve mikroglial kiimeler olustururlar (32). Bunun yaninda
kazanilmig immun sistemin yaglanmasi glial hiicrelerin pro-inflamatuar durumu ile ilgilidir.
Fakat yagsla birlikte aktive olan mikroglialarin artis1t AH’de goriilen mikroglia artisina oranla

oldukga az kalmaktadir ( 27).

Son zamanlarda yapilan bir¢ok calisma mikroglia aktivasyonunun, Alzheimer
hastalarinda beyin dokusu yikiminin erken donemlerinde goriildiigiinii gostermektedir.
Hastalik ilerlediginde, aktive olmus mikroglia serebral korteksin etkilenen bolgelerine yayilir
ve AP plaklarinda yogunlasir. Plak ile iliskili olan mikroglialar erken saftha yaygin amiloid
birikimlerinden noritik AP plaklarina doniisiimde onemli bir eleman olarak kabul edilir (27).

Mikroglialarin A birikimlerini fagosite etme ve internal olarak degrede etme
yetenegini vurgulamistir. Bu 6zellik plak gelisimi agisindan son derece dnemlidir (37). Senil
plaklarla iliskide olan mikroglia ayn1 zamanda, major histokompatibilite kompleks I ve II
(MHC-I ve MHC-II) molekiilleri, integrinler gibi aktivasyon belirteclerini eksprese eder (38).
Aktivasyonla beraber mikroglialar akut faz proteinlerini, kompleman sistem bilesenlerini,
sitokin ve kemokinleri eksprese ederler (39). Buna ek olarak mikroglianin AP fibrillerine
baglanmasim1 ve ardindan reaktif oksijen bilesenlerini salgilamasina neden olan tutucu
reseptorleri eksprese ederler (40) . ROB’larin salinmasiyla ndronlar oksijen radikalleri

tarafindan hasara ugrar ( 26).

Aktive olmus mikroglia AP plaklarina ek olarak nérofibriler yaumaklarin ¢evresinde de
daha ilk yumak olusumundan itibaren bulunur (41) lerleyen dénemlerde aktive mikroglia
miktarindaki artis, norofibriler yumaklardaki artis ile paralellik gostermekte ve birbirleriyle
korele bulunmaktadir (42,43). Tim bu caligmalar mikroglia tarafindan indiiklenen

inflamasyonun AH patogenezinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (44).
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3.5.2  Inflamasyonda Astroglial Hiicreler

Astrositler ilk defa 1856 yilinda Virchow tarafindan, noronlara metabolik ve yapisal
olarak destek olan hiicreler olarak tamimlanmistir (45). Astrositler beyinde en cok goriilen
hiicredir (46) ve glial popiilasyonun %80 ini olustururlar (42). Astrositler, biiyiik, yildiz
goriintiisiine sahip ve bir¢ok uzantisi ile noropilleri ¢evreleyen bir morfolojiye sahiptir. Beyin
hasara ugradig1 zaman astrositler iyilesme siirecinin bir parcasi olarak glial skar dokusunu
olusturur (26). Noronlar 6ldiigii zaman mikroglia 6lii hiicreleri fagositoz ile ortamdan
uzaklagtirir. Uzaklastirmanin ardindan hasar goren bolgede astrositler prolifere olur ve skar
doku olusturularak lezyon tamir edilir (47). Reaktif gliosis, glia aktivasyon siireci, Alzheimer
hastalifi ve benzeri bircok norodejeneratif hastalik siirecinde goriiliir. Reaktif gliozisin
karakteristik  ©zellikleri  astrositlerin  hipertrofisi ve astrosit ile mikroglialarin
proliferasyonudur (48). Aktive olan astrositler hem noroprotektif hem de norotoksik 6zellik
gostermektedir (42). Lezyonun etrafinda olusan glial bariyer hala biitiin olan diger beyin
dokusunu ikincil hasardan korumaktadir ( 46,48). Reaktif gliozis uzun zamandir aksonal
rejenerasyon icin bir engel olarak kabul edilmesiyle beraber bazi veriler aksonal biiyiime i¢in
uyaricilar olusturabilecegini diisiindiirmektedir ( 42). Reaktif astrositlerin bir diger 6zelligi de
cok cesitli molekiilleri artmis olarak eksprese etmeleridir. Mikroglia’ya benzer olarak
astrositler interlokin, prostoglandin, 16kotrin, koagulasyon faktorleri, kompleman bilesenleri
ve faktorleri, proteazlar ve proteaz inhibitdrleri gibi bir¢ok proinflamatuar madde
salgilamaktadir (26). Proinflamatuar maddelere ek olarak astrositler yiiksek miktarda MHC II
ve daha az miktarda MHC I antijenleri ile hiicre adezyon molekiilleri, oksijen ve nitrojen
serbest radikallerini sentezlerler. Astrositlerin ylizeyinde MHC antijenlerinin olmasi, aktive
astrositlerin T-lenfositleri aktive edebilecegini diisiindiirmektedir. Artmis hiicresel adezyon
molekiilleri immun hiicrelerin kan beyin bariyerinden gecisini arttirarak  beyindeki

inflamasyonu giiclendiriyor olabilir (42).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde astrositler Af senil plaklarinin 6nemli ve goze
carpan bilesenlerindendir (27). Reaktif astrositler hemen biitiin diffuz plaklarda bulunurlar
ama en yogun olduklart noritik plaklardir (49). Noritik plaklardaki, Norotrofik sinyal
molekiilii olan S100B’nin astrositik asir1 ekspresyonu AP plaklarindaki noritik patoloji ile

koreledir ( 41, 27). Astrositozisin senil plak patogenezinde ikincil degil birincil rol oynadigi
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diisiiniilmektedir (49). Buna ek olarak astrositler mikroglianin plaklar1 temizleme yetenegini
de azaltiyor olabilir. Eger AP plaklar ilk olarak astrositlerle karsilagirsa mikroglial atagi

engelleyen proteoglikanlar biriktirerek mikroglial fagositozu engelliyor olabilir (50,51).

Tablo 2: Alzheimer Hastaligiyla iliskili olarak mikroglia ve astrositlerden salinan
molekiiller (61)

Mikroglia Astrosit
Kompleman proteinler Kompleman proteinler
Kompleman inhibitérler Kompleman inhibitérler
AP AP
Sitokin ve Kemokinler Sitokin ve Kemokinler
IL-1 IL-1
TNF-a TNF-a
IL-6 IL-6
IL-8 IL-8
MIP-1 S100
Reaktif oksijen tiirevleri COX-2

MHC I

3.5.3  Inflamasyonda Kompleman Sistem

Komplement sistem, otuz besten fazla, kendini diizenleyen kaskat ya da yolaklari
olusturan, plazma da ¢oOziinebilen veya hiicreye bagl proteinlerden olusur. Kompleman
aktivasyonu kemotaksi, immun temizlenme, sitoliz, inflamasyon ve immun komplekslerin
yiiriitiilmesine Onciiliikk eder. Bu hiicrelerin periferik kandaki temel kaynag karacigerdir,
fakat beyin gibi diger organlarda da, sentezlenir. Kompleman proteinler beyinde, noronlar,

astrositler, mikroglialar, oligodendrositler ve endotelial hiicreler tarafindan sentezlenir (52).

Genel olarak ii¢ kompleman yolagi vardir: klasik, alternatif ve leptin kontrolli

kaskadlar. Antikora bagli bir yolak olan klasik yolak, antijenlerle kompleks halinde olan
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antikorlarin C1- kompleksini uyarmasi ile aktive olur. Alternatif yolak, enfeksiyona karsi,
antikor katilim1 olmadan, dogal savunma sisteminin humoral komponentini olusturur. Tam
aktivasyon membran atak kompleksi (MAC) olan C5b-9 olusturulmasina neden olur bu da
hedef hiicre zarinin biitiinliiglinii bozup hiicre lizisi ve oliimiine, polimorfonukleer 16kositler

icin ¢ekici olan kompleman bilegenlerinin olusumuna yol agar (53).

Alzheimer hastaliginda kompleman sistemin asir1 aktive oldugu ve asin ifade edildigi,
beyinlerinde kompleman sisteme ait bilesenlerin hem mRNA hem de protein diizeylerinde
artis oldugu calismalarda gosterilmistir (54,55,56) Erken faz kompleman sistem bilesenlerinin
(57) ve C5b-9 dan olusan membran atak proteinlerinin (58) Alzheimer hastaliginda birincil
olarak etkilenen bolgelerde (hippokampus, korteks) norofibriler yumaklar, distrofik ndritler,
noritik plaklar ile baglantili olarak artmis oldugu goriilmektedir. Bu artis Alzheimer disi

olgularda izlenmemektedir (59).

Alzheimer hastalifinda klasik ve alternatif yolaklarin aktive oldugunu ve MAC
aktivasyonuna yol actifin1 gosteren kanitlar bulunmaktadir. Santral sinir sisteminde genel
olarak diistiniilenin aksine klasik kompleman sistem antikor aracilikli olarak degil AP
plaklarinin kompleman bilesenlerinden C1’e direk olarak baglanmasi ile aktive olmaktadir
(60). Bu sekilde mikroglialarin ve proinflamatuar sitokinlerin salinmasi indiiklenebilir. Bu
aracilar AP salimmin arttirarak boylece siiregen bir dongii olusmasini sagliyor olabilir (31).

Sonug olarak, kompleman sistemin Alzheimer hastaligindaki aktivatorii senile plaklardir.

[k baslarda Alzheimer hastalifinda kompleman sistem aktivasyonunun klasik yolak ile
sinirh oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat ¢cok sayida calisma alternatif yolagin da aktive olduguna
dair bulgular sunmustur (61). Fakat kompleman sistem hem noroprotektif hem de norotoksik
ozellik tasidiginda Alzheimer hastalig1 tizerindeki etkisi tam olarak acik degildir.

3.5.4 Inflamasyonda Sitokin ve Kemokinler

Sitokinler immuniteyi, inflamasyonu ve hematopoezi diizenleyen hormon benzeri

proteinler ya da gliokoproteinlerdir. Sitokinler temel olarak interferonlar (IFN), interlokinler
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(IL), timor nekroz faktorleri (TNF), transforme biiyiime faktorleri (TGF) ve koloni
stimulasyon faktorleri (GMCSF) olarak gruplandirilir.

Kemokinler proinflamatuar kemotaktik sitokin proteinleridir ve inflamatuar hiicrelerin
bir araya toplanmasindan sorumludur. Kemokinler hasara yamt olarak farkli hiicre tipleri
tarafindan salinirlar ve 16kositleri hasar bolgesine ¢ekerek hiicre aktivasyonunu indiiklerler.
Hem kemokin hem de sitokinlerin Alzheimer hastaliginda beyinde arttig1 gosterilmistir ( 26).
Sitokin ve kemokinlerin arasinda Alzheimer hastaliginda en cok calisilanlar arasinda: pro-
inflamatuar sitokinlerden interlokin 1 beta ve alfa (IL-1p, IL-1a), tiimor nekroz faktorii alfa
(TNFo) interlokin 6 (IL-6) ve transforme biiyiime faktorii beta (TGF-B) ve kemokinlerden
monosit kematraktan proteini 1 (MCP-1), makrofaj inflamasyon proteini 1 (MIP-1) dir
(62,63).

Interlokin 1’in (IL-1), bircok norodejeneratif kosulda norotoksik etkili olarak rol
oynadigi, mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olsa da diisiiniilmektedir. (64). Mikroglia
ve astrositler tarafindan salinan iki formu vardir. Aktive mikroglia tarafindan salinan IL-1, IL-
6 gibi diger sitokinlerin salinimimi arttirarak, astrositler tarafindan salindiginda ise TNFa
salimmminm indiiklemektedir. Buna ek olarak IL-1, astrosit ve noronlar tarafindan, amiloid
fibrillerin olugsmasina neden olan B-amiloidin iiretimini arttirmaktadir (65). Sonug olarak IL-1
bir¢cok farkli yolak kullanarak daha fazla sayida mikrogliay1 aktive eder, aktive olmus bu
hiicreler daha fazla IL-1 salar ve boylece kendini destekleyen ve giiclendiren bir dongii

olusturur.

Interlokin 6 (IL-6), doku hasarina karst koruyan ve kazamlmis immun sistemi
giiclendiren akut faz reaksiyonlarin1 tetikleyen multifonksiyonel bir sitokindir. IL-6
mikroglialar, astrositler, noronlar ve endotelial hiicreler tarafindan sentezlenir. Kosullara bagh
olarak IL-6 immun baskilayici veya inflamatuar 6zellikler gosterir. IL—6, IL-1p tarafindan
baslatilan inflamatuar yanit1 giiclendiren ikincil basamak olarak goriilmektedir (66). Artmis
IL-6 mRNA seviyeleri Alzheimer hastalarinin entorhinal korteks ve superior temporal

girusunda gosterilmistir (67,68).
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Timor nekroz faktorii alfa (TNFa) periferde programli hiicre liimiinii baglatmasiyla
beraber (69) merkezi sinir sisteminde noroprotektif etkiler gostermektedir (70). TNFa nin
manganese superoksid dismutaz ve Bcl-2 gibi bir¢ok noronal sagkalim faktoriiniin stimulatorii
oldugu gosterilmistir (39). TNFa beyinde uzamis aktivite blokajina yanit olarak sinaptik
Olceklendirmeyi diizenliyor olabilir (71). Sinaptik 6l¢eklendirme noronal aglarin stabilitesini
korumak i¢in beynin kullandig1 homeostatik bir mekanizmadir (72). Boylece sinaps kaybiyla
meydana gelen yikici bellek bozuklugunu oOnler. Sinaptik Olgeklendirmenin olugmadigi
kosullarda kritik sayida sinaps yikildigi zaman bellek bozukluguna neden olabilir. Bununla
beraber sinaptik 6lceklendirme ile bellek bozuklugu daha basamakli olmaktadir, yeni olusan
heniiz yeterince oturmamis bilgiler oncelikli olarak yikilmaktadir. Bu durum Alzheimer
hastalifinda goriilen retrograd amnezi ile son derece uyum gostermektedir (73). Alzheimer
hastaliginda goriilen artmis TNFa diizeyleri ilerleyici bellek bozukluguna, yani sinaps

kaybina, karsin olusan telafi edici bir mekanizma olabilir.

Transforme biiyiime faktorii beta (TBFf) siiperailesi, fizyolojik ve patolojik bir¢cok
stireci diizenleyen pleiotropik sitokinlerdir (74,75). Alzheimer hastalifinda TBF diizeyleri
artmistir. TBFP diizeylerinin serebral amiloid anjiopati diizeyleri ile korele oldugu
gosterilmistir (76). Bunun yaninda TBFP senil plaklar ve norofibriller yumaklarda da
bulunmustur (77).

Inflamatuar genlerin kodlamayan bolgelerindeki polimorfizmler Alzheimer hastalig:
riskini arttirmaktadir. Inflamatuar mediatorlerin daha fazla ifade edilmesine neden olan
polimorfizmler Alzheimer hastalarinda kontrollere gore daha sik goriilmektedir. Ornegin IL—

la Alzheimer hastaligi icin genetik risk faktorii olarak belirlenmistir (78).

3.54.1 Interlokin 18

Interlokin 18 (IL-18) IL-1 ailesinden proinflamatuar bir sitokindir ve ilk olarak
interferon gama indiikleyici faktor olarak adlandirnilmistir. 24 kDa lik inaktif onciil protein
olarak sentezlenir (pro-IL-18), kaspaz 1 tarafindan 18 kDa’lik biyolojik aktif formuna kesilir
(79,80). Pro-IL-18, kaspaz 1 disinda Iokositler tarafindan salinan proteinaz-3 gibi
ekstraseliiler enzimler tarafindan da kesilebilir (80,81). IL-18 sinyal yolaklarmi bircok
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hiicrede eksprese edilen, heterokompleks yapidaki reseptorii olan IL-18a/pf ya baglanarak
baslatir (79,80,82). Noron ve glialarda fonksiyonel IL-18 reseptdr (IL-18R) varlig
stimulasyon deneyleri ile in vitro olarak primer murin hiicre kiiltiirlerinde ve ex vivo olarak

murin hipokampal kesitlerde gosterilmistir (83,84).

Eriskin beyninde IL-18, reseptorii ve kaspaz-1; astrositler, mikroglialar, noronlar ve
ependimal hiicreler tarafindan eksprese edilebilir (83,84). IL-18’ in reseptoriine baglanmasi
transkripsiyon faktorii olan NF-kB nin aktive olmasim saglar (80,85,86). Beyinde IL-18’ in
aktif formuna doniistiiriilmesi inflamatuar kosullar altinda olmaktadir (87). Deneysel ve klinik
caligmalar IL-18 in noroinflamasyon ve norodejenerasyonda onemli rolii oldugunu

gostermektedir.

Multipl skleroz hastalarinda periferik mononiikleer hiicrelerde kaspaz-1 seviyeleri,
saglikli kontrollere gore yiiksektir (88,89). Bu c¢alismada, monositlerdeki kaspaz-1 gen
ekspresyon seviyeleri, hastalik aktivitesi ve kranyal magnetik resonans goriintiilemedeki
lezyonlar ile korelasyon gostermistir (88,89). Fassbender ve arkadaslari tarafindan multipl
skleroz ve bakteriyel menenjit viral meningioensefalit hastalarinda beyin omurilik sivisinda
IL-18 diizeyleri bakilmistir (90). Bu calismada, bakteriyel menenjitli hastalarin %94, viral
enfeksiyonlu hastalarin %43 ve multipl skleroz hastalarinin %3 iinde IL-18 seviyeleri tespit
edilebilmistir (90). Buna zit olarak Balashov ve arkadaslart multipl skleroz hastalarinin
serebral demiyelinize plaklarinda bolgesel olarak IL-18 ve IFN- y ekspresyonunda artig
saptamislardir. Bu bulgu beyin omurilik sivisindaki IL-18 diizeyinin multipl sklerozdaki

lezyonlarin IL-18 aktivitesini yansitmadigini diisiindiirmektedir (91).

Hipoksik-iskemik beyin hasarinda ve travmatik beyin hasarinda noroinflamasyon
lezyon bolgesinin artmasinda ve ikincil serebral hasarlarin olusumunda 6nemli role sahiptir.
Orta serebral arter hasar, hayvan modellerinde IL—18, iskemi kokenli hasarin baslatilmasi ve
devam etmesi siireglerinde yer almaktadir. Ornegin, sicanlardaki bolgesel iskemik beyin
hasarinin, lezyonlu bolgede mikroglia ve monosit/makrofajlarda gecikmis IL-18 ve kaspaz-1
ekspresyonunu arttirdign - gosterilmistir(92).  Ilging olarak bu calismada kaspaz-1‘in
ekspresyon profili, IL-18 ekspresyonu ile paralellik gostermekte fakat IL-1p ekspresyonu ile

gostermemektedir (92).
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Inme hastalarinda yiikselmis IL-18 seviyeleri hipodens bolge hacimleriyle ve
fonksiyonel dizabilite skorlar ile korelasyon gostermektedir (93). Buna ek olarak, lakiiner
olmayan iskemi hastalar1 lakunar iskemi hastalarina gore daha yiliksek serum IL-18

seviyelerine sahiptir (93).

Hipoksik-iskemik serebral hasarlardakine benzer olarak travmatik beyin hasari
patolojisindede IL—18 dnemli rol oynuyor goriinmektedir (94,95,96). Menge ve arkadaslar
sicanlarda optik ve siyatik sinir ezilme modellerinde, IL-18 in gen ve protein ekspresyonunda
artis oldugunu gostermislerdir (94). Bu caligsmalarda, merkezi sinir sistemindeki IL—18
mRNA ekspresyon artis diizeyleri periferik hasardaki artistan ¢ok daha yiiksek bulunmustur
(94). Hasar bolgelerinde IL—18 in hiicresel olarak ana kaynaginin infiltre olan makrofajlar
oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak, miyelin degredasyonunun oldugu alanlarda bulunan
mikroglialarda IL—18 ekspresyonunun dramatik olarak arttigi, IL-18 in mikroglia kokenli
norotoksisiteye neden olabilecegi ¢ne siiriilmiistiir (94). Yatsiv ve arkadaslar1 kapali beyin
travmasi geciren hastalarin beyin omurilik sivis1 IL-18 diizeylerini 10 giin boyunca saglikli
kontrollerle karsilastirmis ve bu siire boyunca yaklasik 200 kat kadar artmig oldugunu

gostermislerdir (95).
4. Serebral iskemi

Serebral iskemi, AH’den sonra yashlikta demansin en sik goriilen ikinci nedenidir.
Avrupa yapilan prevelans caligmalarinda 65 yasindan biiyiik olgularda goriillen demanslarin

%1.6 smin vaskiiler demans kaynakli oldugu belirlenmistir (99).

Serebral iskemi, beyindeki kan akiminin gegici yada kalici olarak azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Global serebral iskemi, sistemik kan dolasiminin, kalp krizi gibi bir
nedenden azalmasi ve beyne yeterli oksijen ve glikoz iletilememesi ile hassas beyin
bolgelerinde noronal hasar olugmasidir. Fokal serebral iskemi ise genellikle bir emboli yada
trombus tarafindan beynin bir kismum besleyen damarin tikanmasi ile kan akiminin

azalmasidir.

Serebral iskemiden kaynaklanan demans tek bir infaktan veya multipl kortikal yada

lakunar infarktlardan veya klinik semptom vermeyen ve goriintiileme ile belirlenemeyen
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mikrovaskiiler infarktlardan kaynaklanabilir. Vaskiiler demansda mikrovaskiiler patolojiyi

olusturan noronal kayip ve gliozis, demans olusumundaki temel nedendir (102).

Iskemik hasar parenkimal hiicre hasarina ek olarak kan beyin bariyerinden
polimorfoniikler hiicrelerin, monosit/makrofajlarin ve serum proteinlerinin beyne gecmesine
neden olan inflamatuar olaylara neden olur (106). Direkt travmanin, nutrient ve oksijen
deprivasyonunun mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu, hipertrofisini ve proliferasyonunu
indiikledigi bilinmektedir (105). Aktive olan glial hiicreler ise, saldiklar sitokinler ile yeniden

glia aktivasyonunu, gliozisi ve sitokin salinimini uyaran bir dongii olustururlar (96).
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III. GEREC VE YONTEM

1. Arastirmanin tipi

Karsilastirmali olgu serisi caligmasi yapilmistir.

2. Arastirmanin yapildigi yer ve arastirmanin zamani

Aragtirma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Kliniginde ve AR-
LAB’da Ekim 2005-Mayis 2007 déneminde gerceklestirilmistir. Ornekler Ekim 2005-Mart
2007 doneminde toplanmis, arastirmada toplanan serum ve lenfosit 6rneklerinin laboratuvar
incelemeleri Eyliil 2006 ve Mayis 2007 donemlerinde AR-LAB’da yapilmistir. Verinin

analizi ve tezin yazimi Haziran-Agustos 2007 doneminde tamamlanmistir.

3. Cahsmaya dahil edilen olgu ve kontroller

Olgular: NINCDS-ADRDA tam kriterlerine gére ‘muhtemel AH’ tanisi almis olgular
AH grubunu, serebrovaskiiler olay gec¢irmis olgular ise SVO grubunu olusturmustur.

Kontroller: Herhangi bir demansiyel semptomu olmayan, olgularla benzer yas
grubundan olan, saglikli kisiler kontrol grubu olarak arastirmaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilen 19 Alzheimer hastasinin, 10 Serebrovaskuler olay hastasinin ve
15 kontrol olgusunun serumlari ELISA yontemiyle IL-18, 15 Alzheimer hastasinin, 10
Serebrovaskuler olay hastasinin ve 15 kontrol olgusunun lenfosit Ornekleri IL-18 gen

ekspresyonu i¢in degerlendirilmistir.
Olgu veya kontroller i¢in diglama kriterleri;

Alzheimer grubu;
¢ Serebrovaskuler hastalik dykiisii

o Inflamatuar rahatsizlik

Kontrol grubu;
¢ Serebrovaskiiler hastalik dykiisii

¢ Kognitif yikim
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¢ Herhangi bir demans tiirii
® Yogun depresyon

e Inflamatuar hastalik

Serebrovaskuler olay grubu;
¢ Herhangi bir demans durumu

e Inflamatuar rahatsizlik

4. Arastirmanin degiskenleri

® Yas: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz ylize goriisme sirasinda sorularak
elde edilmistir.

¢ Cins: Kadin ve erkek olarak belirtilmistir.

e Egitim yili: Hasta ve/veya yakinlarina yiiz yiize goriisme sirasinda sorularak elde
edilmistir.

¢ Biligsel durum: MMDT, GBO ile degerlendirilmistir. MMDT skorlar1 25 ve altinda
olan ve GBO 4 ile 7 arasinda degisen DSM-IV kriterine gore demans ve NINCDS-
ADRDA tam kriterine gore ‘muhtemel AH’ tanisini karsilayan olgular AH grubu

olarak alinmustir.

5. Etik kurul onami

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Etik

Kurulu'nun 23 Kasim 2004 tarih ve 02.14.04 no’lu toplantis1 sonucunda calismanin

yapilmasinda etik agidan sakinca olmadigina dair onay alinmistir. SVO hastalarinin ¢aligmaya

dahil edilmesi icin ise 27 Temmuz 2006 tarih ve 01.16.2006 no’lu toplant1 sonucu onay

alimmistir. Onam formu 6rnegi EK-1 de verilmistir.

6. Verinin Toplanmasi ve Islenmesi

Olgu grubu, Ekim 2005-Mart 2007 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Néroloji

Anabilim Dali Demans Polikliniginde muayene edilen Alzheimer hastalar1 arasindan
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secilmistir. Olgular hafif, orta, agir evre Alzheimer hastalaridir. Kontrol grubu norolojik bir
sorunu olmayan, hasta yakinlar1 arasindan sec¢ilmistir. Serebrovaskiiler hastalik olgular1 aynm
tarihlerde Serebrovaskiiler Hastalik Polikliniginde muayene edilen hastalardan secilmistir.
Secilen olgularla yiiz yiize goriisme yapilip, onamlar1 yazili olarak alinarak ¢aligmaya dahil
edilmistir. Kontrollerden ve AH grubundaki olgulardan, toplam 25 ml periferal kan 6rnegi
alinmigtir.  Ornekler, alindiktan hemen sonra laboratuara gotiiriilerek gerekli islemler
uygulandiktan sonra derin dondurucuya kaldirilmistir. Calismanin yapildigi giine kadar tiim

ornekler derin dondurucuda korunmustur.

7. Cahismada kullanilan laboratuar gerecleri ve malzemeleri

Calismada laboratuar gereci olarak, Enzyme-linked Immunoadsorbent Assay (ELISA)
plak okuyucusu ve yikayicisi, termal cycler, Real-time PCR cihazi, elektoroforez tanki,

santrifiij, derin dondurucu (- 20 ve - 80°C),buzdolabi, pH metre, hassas terazi kullanilmistir.

IL-18 ELISA kiti (BIOSOURCE Human IL-18, California, USA) ve RNA izolasyon
kiti (M&N Nucleospin Total RNA izolasyon Kiti) cDNA sentez malzemeleri (MBI
Fermentas), Real-time PCR kiti (LightCycler SYBR Green I DNA Masterplus Kit, Roche),
Absolut kantitasyon kitleri (IL-18 be B-Actin Primer Set, Search LC) temin edilmistir.

8. Deney Protokolleri

4.1.  Periferik kandan serum ve lenfosit eldesi

4.1. Serum Ayrilmasi;

1. Klot aktivator igeren tiiplere Sml periferik kan alindi.

2. Alnan 6rnekler 2-4 saat siiresince oda 1s1sinda bekletildi.

3. 3000 rpm de 10 dakika boyunca santrifuj edildikten sonra ayrilan serum 1,5 ml’lik
ependorf tiiplerine aktarildi.

4. Orneklerin ¢alisilacag: giine kadar -70°C de saklandi.
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1.

© ® 2o

1.2. Lenfosit Ayrilmasi;

. Lityum Heparin igeren tiiplere toplam 18 ml periferik kan toplandi.

PBS (fosforla tamponlanmis tuz soliisyonu) ile 1:1 oraninda dilue edildi.

50 ml lik polipropilen tiiplere 15 ml Bicoll ayiract konduktan sonra pastor pipeti
ile iki faz birbirine karigmadan cok yavasca ayni miktarda dilue kan Grnegi
eklendi.

Ornekler 1200 rpmde 30 dk boyunca santrifuj edildi.

Santrifiijiin ardindan ayrilan lenfosit fazi1 pastor pipeti ile toplandi ve PBS ile 1:10
oraninda dilue edildi.

300 rpmde 10 dk boyunca santrifiij edilip lenfositlerin ¢cokmesi saglandi.
Supernatan atild1 ve pellet siispansiyon haline getirilip ependorf tiiplere aktarildi.
Tekrar PBS ile dilue edilip 200 rpm de 10 dk boyunca santrifuj yapilarak yikandi.
Supernatan uzaklastirildi ve pellete 350 ul “M&N hiicre lizis ve RNA koruma

tamponu” eklendi.

10. Tampon i¢indeki lenfosit drnekleri ¢aligilacag giine kadar -70°C de saklandi.

8.2.Lenfosit orneklerinden RNA izolasyonu ve c-DNA sentezi

Koruyucu tampon icindeki lenfosit 6rnekleri RNA izolasyonunun yapilacag: giin -70°C

den cikarilip buz igerisinde yavasga ¢oziildii. RNA izolasyonu “M&N Nucleospin Total RNA

izolasyon Kiti” ile {iretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi.

8.2.1Lenfositlerden “NucleoSpin RNA Il kit” ile total RNA izolasyonu

AN i

Orneklere 3.5 pl p-merkaptoethanol eklendi ve vortekslendi..

350 ul %70 ethanol eklendi ve vortekslendi.

Lizat kite ait kolonlara aktarildi.

30 sn 8000g de santrifuj edildi.
350 ul MDB (Membrane Desalting soliisyonu) eklendi.
1dk 11.000g de santrifiij edildi.
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10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.
18.

Steril bir mikrosantrifiij tiiptinde DNase reaksiyon karisim1 hazirlandi. Her bir 6rnek
icin 10 pul DNase I, 90 ul DNase reaksiyon tamponu koyuldu ve tiip alt iist edilerek
karistirildi.

95 ul DNase reaksiyon karigimi silika membranin tam ortasina uygulandi ve oda
1s1sinda 15 dk inkubasyona birakildi.

200 pl RA2 tamponu eklendi.

30 sn 8.000g de santrifiij edildi. Kolon yeni bir toplama tiiptine koyuldu.

600 ul RA3 tamponu eklendi.

30 sn 8000g de santrifiij edildi. Atk dokiildii ve yeniden ayni toplama tiipii
kullanildi.

250 pl RA3 tamponu eklenildi.

2 dk 11.000g de santrifiij edildi.

Kolon 1,5 ml lik niikleaz, icermeyen mikrosantifiij tiipiine koyuldu.

Membranin ortasina RNA miktarina gore 25-60 ul arasinda RNaz icermeyen su
eklendi.

1 dk,11.000g de santrifiij edildi.

Bu asamadan sonra ornekler buz iizerine alinip RNA miktar tayini yapildi.

8.2.2.RNA miktar tayini

A

Elde edilen RNA o6rneginden 3 pl alimip, 72 pl distile su ile 1:25 oraninda dilue
edildi.

Spektrofotometre ile Asgy/ Axgo orani Olgiiliir.

1.6 ile 1.8 arasindaki degerler yeterli saflik olarak kabul edildi.

Okunan RNA degeri kaydedildi.

Elde edilen degerler dilusyon faktorii ile carpilip, pg/ml olarak RNA miktarlar
bulundu.

Bu agamadan sonra cDNA sentezine gecildi.
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8.2.3. ¢-DNA Eldesi

1. RNA konsantrasyonu 1ug/ml olacak ve 15 ul yi gecmeyecek sekilde hesaplandi.
RNA orneklerinden gerekli miktar alindiktan sonra 15ul ye RNAz icermeyen
distile su ile tamamlanda.

2. 0.5 pl Random Hexamer (Random Primer) eklendi ve pipetaj yapildi.

3. 95°C de 5 dk inkube edildi.

4. Buz iizerinde reaksiyon karisimi hazirlanir. Reaksiyon karisiminin igerigi her bir
ornek icin; 4ul reaksiyon tamponu, 0.5ul revers transkriptaz enzimi, 0.5u1 dNTP
karigimi1’dir.

5. Reaksiyon karisimui her bir 6rnege Sul eklendi.

6. Ornekler termal cyclerda 37°C de 2 saat ve 65°C de 5 dk inkube edildi.

7. Calisilincaya kadar 6rnekler -20°C de saklanir.

8.3.Absolute degerlerle rolatif kantitasyon ile gen ekspreyonunun belirlenmesi

Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR) yontemi ile
konvansiyonel PCR a gore daha kesin kantifikasyon yapilmasi miimkiindiir. Konvansiyonel
PCR metodunda, PCR sonlandiktan sonra {iiriin miktarinin belirlendigi son nokta analizi
kullanilmaktadir. Bu yontemde yasanabilen sikint1 baslangi¢c kopya sayisi olarak diisiik sayiya
sahip fakat verimi yiiksek olan bir ornek ile baslangi¢c kopya sayist yiiksek fakat verimi diisiik
ornek plato fazinda aym miktara ulasabilmesidir. Real-Time PCR yontemi ile ise
amplifikasyon egrisinin izlenmesi drneklerin log fazina gectigi Cp (Crossing Point) degerleri
hesaplanabilmekte ve baslangic miktar1 hesaplanabilmektedir. Baslangic 6rnek miktar
arttikca amplifikasyon iiriinleri daha erken dongiilerde arka plan (background) degerlerini

agmakta ve belirlenebilen Cp degeri kiiciilmektedir.

Sybr Green I, real-time PCRda, DNA ya baglanarak iirlin miktarinin belirlenmesini
saglayan florasan bir boyadir. Sybr Green I, ¢ift zincirli DNA nin kii¢iik oluguna baglanir ve
baglandig1 zaman florasan degeri 100 kat artar. PCR reaksiyonunda amplifikasyon iiriinlerinin

elongasyonu (uzamasi) esnasinda Sybr Green [ iiriinlere baglanir ve elongasyon safthasinin
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sonunda maksimuma ulasir. Bu sathada 530 nm de florasan degeri okunur ve iiriin miktar

belirlenir.

Sybr Green I boyasi sekans spesifik olmayip, herhangi bir ¢ift sarmal DNA ya
baglandigindan yontemim kisithli§i non-spesifik iriinlerin alinan sinyal degerlerine
katilabilmesidir. Non spesifik {iriinlerin tespit edilmesi i¢in erime egrisi analizleri yapilmasi
gerekmektir. Cogaltilan fragmana uygun degerde tek bir pik alinmasi reaksiyonda non-

spesifik tirtinlerin olmadigini gostermektedir.

Absolut kuantifikasyon i¢in Search LC IL-18 ve B.aktin primer setleri kullanilmistir. B-
aktin housekeeping gen olarak degerlendirilmistir. Tiim reaksiyonlarin ardindan erime egrisi

analizleri ile spesifiklik kontrol edilmistir.
8.3.1. Absolute Kantifikasyon Protokolii

1. 1pg RNA orneginden sentezlenen cDNA 6rneklerinden 1:10 dilusyon yapildi.

2. Standart stabilizasyon sollisyonu ile ii¢ farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.

3. 1,5 ml lik ependorflarda reaksiyon karigtmi hazirlandi. Ornek bagina reaksiyon
karisimu ;6pul distile su, 2ul primer ve 2ul Sybr Green I ve enzim karisimi
icermektedir.

. Kapiller tiipler reaksiyon karigimi eklenmeden 6nce sogutuldu.

10ul reaksiyon karisimi eklendi.

4
5
6. 10ul dilue edilmis cDNA 6rnekleri ve standartlar kapiller tiiplere eklendi.
7. Kapiller tiiplerin kapaklar kapatildi.

8. +4°C ye sogutulmus santrifiijde kapiller tiipler 2000 rpm de 30 sn santrifiij edildi.
9. Kapillerler cihaz rotoruna yerlestirildi.

10. Her bir 6rnek ve standart duplike olarak caligildi.

Reaksiyon sathalar1 ve program ayarlar1 EK-2 de belirtilmistir.
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8.3.2. Absolute Kantifikasyon analizlerinin yapilmasi

Deney sonuglarinin analizleri i¢in LightCycler Software 4.0 programi kullanilmistir.

1.

2
3
4,
5

Programda standartlar ve 6rnekler belirlenmistir.
Standart degerleri girilmistir.
Standart egrisi olusturulustur.

Her bir 6rnegin absolut degeri elde edilmistir.

. Elde edilen sonuglar her bir kisi icin IL-18 degerlerinin aymi kiside elde edilen j-

aktin degeri ile boliinmesi sonucu IL-18 ekspresyon orani elde edilmistir.

8.4. ELISA Yontemi ile Serum IL-18 Protein Degerlerinin Belirlenmesi

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yontemi immobilize edilmis antijen

kullanilarak yarigmali olmayan indirek boyama yontemidir. Calismamizda sandvi¢ ELISA

yontemi kullanmilmigtir. Sandvi¢ ELISA metodunda plak zeminine tutunmus, “yakalama

antikoru” denilen birinci antikor baghdir ve ornekle inkube edilerek ilgili antijenin plaga

baglanmas1 saglanir. Ardindan ikincil biotin bagli antikor eklenmekte ve ilgili antijene

baglanmas1 saglanmaktadir. ikili antikor tanima sisteminin kullanilmasi spesifisiteyi

arttirmaktadir.

Kullanilan ELISA kitinin 6zellikleri;

Hassasiyeti <12.5 pg/mL

Deteksiyon Araligi: 15.6-1000 pg/mL
Giivenilirligi:

¢+ Giinler aras1 CV: <10.1%

¢+ Giinici CV:<10.8%

8.4.1. ELISA Protokolii

Standart, dilusyon tamponu ile ¢6ziildii ve seri dilusyon ile gerekli miktarda standart
elde edildi.
Her bir kuyucuga 100ul standart ya da ornek uygulandi. Biitiin 6rnekler ve

standartlar duplike olarak ¢alisildi.
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3. Ornekler kuyucuklarda oda sicakliginda 60 dakika boyunca inkube edilmistir.

4. Kuyucuklar 4 kere yikama tamponu ile yikandi. Yikama islemi kuyucuga 200ul
yikama tamponu koyulmasi ve ardindan plagin ters cevrilerek iceriginin bosaltilmasi
ile gerceklestirildi.

100ul konjugasyon reaktifi eklendi.

Kuyucuklar oda sicakliginda 60 dakika boyunca inkube edildi.

Kuyucuklar 4 kere yikama tamponu ile, 4. basamakta belirtildigi sekilde yikandi.
Kuyucuklara 100ul substrat reaktifi eklendi.

v © N W

Oda sicakliginda, karanlikta, 30 dakika boyunca inkube edildi.

10. Her bir kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklendi.

11. Absorbans degerleri 450 nm de, spektrofotometre cihazinda okundu.

12. Standartlarin absorbans degerleri ile standart grafigi olusturuldu ve 6rneklerin IL—

18 icerigi hesaplandi.

9. Veri Coziimlemesi: SPSS 13.0 paket programi kullanilarak, dagilimlar
degerlendirilmistir. Cinsiyet arasindaki farkliliga Ki-kare (Pearson Chi Square) analizi, yas
ortalamasi arasindaki farkliliga ise Kruskal Wallis testi ile bakilmistir. IL-18 absorbanslar1 ve
ekspresyon degerleri arasindaki farkliliga gruplar nonparametrik kosullar1 sagladigi icin Mann
Whitney U testi ile bakilmistir. IL-18 diizeyleri ile MMDT diizeyleri arasindaki korelasyon
Spearman’s Rho korelasyon analizi ile bakilmistir. Calismada p< 0.05 diizeyi anlamli kabul
edilmistir. Olgu ve kontrol gruplan arasindaki yas farkliliklarinin sonuclara etkisi Univariate

Analysis of Variance testi ile degerlendirildi.

32



IV. BULGULAR

Yukaridaki olgu ve kontrol tanimlamasina uyacak sekilde 19 AH, 10 Serobrovaskuler
olay hastas1 (SVO) ve 15 kontrol calismaya alinmistir. Arastirmaya katilmasi icin teklif
gotiiriilen hastalarin  yarisindan fazlas1 arastirmaya katilmak icin goniillii olmustur.
Arastirmaya katilmayan hastalarin katilmama nedenleri cogunlukla; bu islemin kisa donemde

tedaviye bir katkisinin olmamasidir.

Alzheimer hastalarinin yag ortalamasi1 74,6+8,5, serebrovaskiiler olay hastalarinin yas
ortalamast 62,849.4, kontrollerin yas ortalamasi ise 69,1£9,6 bulunmustur. AH’lerin egitim
ortalamalar1 7,4+4,3 yil, hastalik siiresi ortalamas1 4,325 yil, hastalik baslangi¢ yasi

ortalamasi 70,2+10,2 y1l olarak saptanmustir.

Tablo 3: Kontrol, Alzheimer hastalar1 ve serebrovaskiiler olay hastalarinin veri

ortalamalar1
AH SVO Kontrol
Yas 74,6%8,5 62,8494 69,1+£9,6
Cinsiyet Dagilimi (E/K) 9/10 6/4 9/6
Egitim Y1l 7,443 - -
Hastalik Siiresi 4,3+£2,5 4,845,9 -
Hastalik Baslangi¢ Yasi 70,2+10,2 57,94£9,0 -
MMSE 11,747,3 - -
GDS 5,05+£0,9 - -
IL-18 Gen ekspresyonu 814,38+820,91 177,57+277,15 182,59+318,69
IL-18 Serum 511,09+469,53 893,72+808,02 654,62+302,35

Gruplarin, yas ortalamalar1 Kruskal-Wallis testi ve cinsiyet dagilimi Pearson Chi-

Square ile istatistiksel olarak degerlendirilmis, yas ortalamalarn arasinda anlamli fark oldugu

(p=0,004), cinsiyet dagiliminin ise homojen oldugu (p=0, 707) bulunmustur.
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Alzheimer, serebrovaskiiler olay hastalar1 ve kontroller arasinda IL-18 serum ve gen
ekspresyon diizeyleri arasindaki farlilik, sayilar nonparametrik kosullar1 sagladigi i¢in Mann-
Whitney U testi ile bakilmigtir. Alzheimer hastalar1 ve kontroller arasinda IL-18 serum
diizeyi ve gen ekspresyonu, Alzheimer hastalar ve serebrovaskiiler olay hastalar1 arasinda ise

IL-18 gen ekspresyonu diizeyi arasinda anlaml farklilik saptanmistir.

Tablo 4: Kontrol, Alzheimer hastalar1 ve serebrovaskiiler olay hastalarinin IL-18 serum

ve gen ekspresyonu ortalamalarina gore karsilastirilmasi

AH-Kontrol p* p**
IL-18 serum (pg/ml) 0,021 0,349
IL-18 Gen ekspresyonu | 0,001 0,006
AH-SVO p

IL-18 serum (pg/ml) 0,142

IL-18 Gen ekspresyonu | 0,005 0,055
SVO-Kontrol p

IL-18 serum (pg/ml) 0,657

IL-18 Gen ekspresyonu | 0,824

*Mann-Whitney U testi
**Tek Degiskenli Varyans Analizi

Anlamli farklilik elde edilmesinin iizerine tek degiskenli varyans analizi ile yas
ortalamasi farkliliginin IL~18 diizeyleri arasindaki anlamliliga etkisi analiz edilmistir. IL—18
gen ekspresyon diizeylerindeki anlamlilik kontroller ve Alzheimer hastalari arasinda devam
ederken (corrected model, p=0,006) serum IL—18 diizeylerindeki anlamlilik kaybolmustur
(corrected model, p=0,349). Alzheimer ve serebrovaskiiler olay hastalarindaki p degeri ise

0,055 olarak degismistir.

Alzheimer hastalarinda, IL-18 diizeyleri ile MMDT ve GDO testleri arasindaki
korelasyon Spearman’s rho, bivariate korelasyon yontemi ile analiz edilmistir. IL—18 serum

diizeyleri ile MMDT skorlar1 arasinda anlamli pozitif korelasyon (r= 0,481, p=0,037), GDS
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skorlar1 ile ise anlamli diizeyde negatif korelasyon ( r=-0,462, p=0,046) gostermistir. gen
ekspresyon diizeyleri ile ise korelasyon goriilmemistir.
Tablo 6: Alzheimer hastalarinin IL-18 serum ve gen ekspresyonu diizeylerinin MMDT

ve GDO skorlart ile korelasyonunun karsilastirilmasi

IL-18
IL-18 serum
Gen ekspresyonu
MMDT | r | 0,102 0,481
p* (0,717 0,037
IL-18 IL-18

Gen ekspresyonu | serum

GpO |t |-0316 -0,462

p* | 0,251 0,046

*Spearman's rho
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ROC Egrisi
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Sekil 1: IL-18 gen ekspresyonu i¢in ROC egrisi
Klinik tan1 esas alinarak IL-18 gen ekspresyonu icin ROC egrisi ¢izilmistir. Buna gore

IL-18 gen ekspresyonunun Alzheimer hastalarimi kontrol ve SVO hastalarindan ayirt etme

esik degeri 295.45 (rolatif deger) ve bu deger icin duyarlilik %73, 6zgiillik %88 olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 2: Kontrol, Alzheimer hastalar1 ve serebrovaskiiler olay hastalarinin rolatif 1L-18
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37



2500,0
o
o
o
2000,0—
= 1500,0
E o )
>
L
© o
A
= 100004 o °©
o
8 0
o
o o
500,0— o
8 0 g
8 8 g
0,0—
Kontrol SVO AH

Sekil 3: Kontrol, Alzheimer hastalar1 ve serebrovaskiiler olay hastalarinin IL-18 serum
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V. TARTISMA

Bu c¢alismanin sonuglar1  Alzheimer hastalarinin lenfositlerinde IL-18 gen
ekspresyonunun serebrovaskiiler olay hastalarina ve kontrollere gore anlaml olarak yiiksek
oldugunu, buna karsin serum IL-18 seviyelerinin kontrol ve olgular arasinda anlaml farkliliga
sahip olmadigim1 gostermektedir. Alzheimer hastalarinin serum IL-18 diizeyleri MMDT

testleri ile pozitif korelasyon gostermektedir.

Literatiirde bugiine kadar Alzheimer ve serebrovaskiiler olay hastalarinda IL-18
diizeylerini belirleyen kimi ¢alismalar yayinlanmistir. Lindberg ve ark. tarafindan yayinlanan
calismada (107) Alzheimer hastalar1t MMDT skorlarina gore erken evre AH ve ileri satha AH
olmak iizere gruplanmistir. Serum IL-18 diizeyleri kontrol, ileri evre AH’ler ve erken evre AH
lar1 arasinda kargilastirilmis ve gruplar arasinda anlamli farklilik bulunamamistir. Alzheimer
hastalarinda MMDT skorlar1 ile serum IL-18 diizeyleri arasinda korelasyon tespit
edilememistir. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak bizim arastirmamizda da serum IL-18 diizeyleri
arasinda anlamh bir fark gozlenmemistir, fakat MMDT skorlan ile serum IL-18 diizeyleri
pozitif korelasyon gostermektedir. Caligmamizdaki hasta sayisimin (n=19) azligt ve MMDT
skorlarimizdaki (11,7+7,3) standart sapmanin fazlaligt bu farklilia yol ag¢mis olabilir.
Lindberg ve ark. nin c¢alismasinda MMDT skorlari, erken safha Alzheimer hastalari icin
25,1£0,47, ileri safha Alzheimer hastalar1 i¢in ise 8,5+0,91 ve ¢alismanin toplam hasta sayisi

32’dir.

Bagka bir calisma Alzheimer ve serebrovaskiiler olay hastalarinda periferik
kanlarindan izole edilen monosit/makrofaj kiiltiirlerindeki IL-18 gen ekspresyonu diizeylerini
incelemis (108), her iki olgu grubunun da kontrollere gore gen ekspresyon diizeylerinde
anlamli artis bulunmus fakat olgu gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulamamistir. Bizim
calismamizda bu calismayla uyumlu olarak Alzheimer hastalarinin lenfositlerinde IL-18 gen
ekspresyonu incelenmis ve hastalarin gen ekspresyon diizeylerinin kontrollere gére anlamli
diizeyde yiiksek oldugu bulunmustur. Iki ¢alismada IL-18 gen ekspresyonunda artis
diizeylerine tespit etmekle beraber farklilik Di Rosa ve ark. tarafindan yapilan calismada SVO
hastalarinda da IL-18 gen ekspresyonunun kontrollere gore anlamli diizeyde artis

gostermesidir. Bu farklilik iki ¢alismanin da periferik kandaki hiicrelerden gen ekspresyonunu
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incelemesine karsin metodolojik olarak ¢esitli farkliliklarinin bulunmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Lindberg ve ark. calismasinda periferik kandan monositler izole edilmis bizim
calismamizda ise izole edilen hiicre toplulugu monositleri icermekle beraber agirlikli olarak
lenfositlerden olugmustur. Ayrica diger calismada izole edilen hiicreler 4 giin boyunca plastik
petri kaplarinda kiiltiire edilmis, ylizeye yapismis olan monosit/makrofaj hiicrelerinden RNA
izole edilmistir. Buna ek olarak diger calismada izole edilen monositler bizim hiicre
toplulugumuza gore 4 giin kiiltiire edilmek gibi fazladan isleme tabii tutulmustur. Hiicrelerin
in vitro da gecirdigi bu siire¢, gen ekspresyon profillerinin degigsmesine neden olmus olabilir.
Sonuclarin farkli olmasina neden olabilecek diger bir konu da SVO hastalarinin 6zellikleridir.
Secilen hastalarin farkli iskemi tiirlerine (6rn. lakunar veya non-lakunar tip) sahip olmalar
farkli sonuclar alinmasina neden olabilir. Fakat, calismamizda belirlenen serum IL-18
diizeyleri de gen ekspresyon sonuclarini desteklemektedir. SVO hastalarinin serumlarindaki

IL-18 diizeyleri de kontrollere gore anlaml artig gostermemektedir.

Ayn1 ekibin yayinladigr diger bir ¢alismada Alzheimer hastalari, serebrovaskiiler olay
hastalar1 ve kontroller arasinda plasma IL-18 diizeylerini incelemistir (109). AH ve SVO
hastalarindaki diizeylerin kontrollere gore anlamli diizeyde artis gosterdigini bu artisin
AH’lerde SVO’lara gore daha yiiksek oldugunu vurgulamaktadir. Calismamizda plazma
diizeyleri iizerine herhangi bir inceleme yoktur. Sonuglarimiza baktigimizda aklimiza su soru
gelmektedir “IL-18’in gen ekspresyon diizeyleri artmistir fakat serum protein diizeyleri
artmamistir, artan gen ekspresyonu neden serumdaki protein miktarina yansimamaktadir?”
Plasma diizeylerinde bu artisin gozlenebilmesi serum ve plasma arasinda farkliliga neden olan
platelet iceriginden kaynaklanip kaynaklanmadigini sorgulatmaktadir. Plazma ile serum
arasindaki fark kanin pihtilagsmasinin ardindan serumda platelet igeriklerinin de bulunmasi ve
pihtilasmada gorev alan fibrinojenin ise yer almamasidir. Plazmada bulunan IL-18 diizeyleri
sistemik dolasimda yer alan, serumda bulunan IL-18 diizeyleri ise total olarak (platelet icerigi

de dahil) kanda bulunan IL-18 diizeylerini yansitmaktadir.

Alzheimer hastalarinda platelet aktivasyonunu belirlemek i¢in yapilan bir ¢calismada
(110) platelet aktivasyon belirteci olan 11-dehydro-TXB2 diizeyleri olciilmiistiir. Calismanin
sonuclart Alzheimer hastalarindaki platelet aktivasyonunun kontrollere gore anlamli olarak

yiikksek oldugunu gostermistir. HIV enfekte AIDS hastalarinda plasma IL-18 seviyelerini ve

40



yine platelet aktivasyonu belirteci olan glikoprotein V diizeyleri tespit edilmistir (111). AIDS
hastalarinda da Alzheimer hastalarindaki gibi platelet aktivasyon diizeyinin kontrollere gore
yiiksek oldugu ve sGPV diizeyinin IL-18 diizeyi ile korelasyon gosterdigi bulunmustur. Ayni
makalede “4th Annual Conference of Federation of Clinical Immunology Societies”
konferansinda sunulan, insan viicudunda temel IL-18 deposunun plateletler oldugu” nu
belirten bir sunumu referans gostermektedir (112). Bu durumda Alzheimer hastalarinda total
IL-18 diizeylerinin kontrollerle yakin olmasina ragmen sistemik dolagimda bulunan IL-18
diizeylerinin, hastalarda goriilen yiiksek platelet aktivasyonu nedeni ile artmis oldugu
diigiiniilebilir. Artan IL-18 salinimi monosit ve lenfositleri uyarip, IL-18 ekspresyonunu

indiikliiyor, boylece kendi kendini diizenleyen bir sistem olabilir.
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VL. SONUC ve ONERILER

Pro-inflamatuar bir sitokin olan IL-18’in lenfositlerde ekspresyonunun Alzheimer
hastalarinda artmis olmasi hastalikta goriilen AP plaklarina karsi ortaya ¢ikan immun yanitin
ifadesi olarak degerlendirilebilir. Diger bir inflamatuar 6zellik tasiyan serebrovaskiiler olay
hastalarinda anlamli artisin goriilmemesi hastaliklarin inflamasyon siireclerinin farkl

yolaklar1 uyardigim diistindiirebilir.

1998 yilinda Amerika’da AH’da molekiiler ve biyokimyasal marker gelistirilmesi

konusunda bir grup olusturulmustur (113). Bu toplantida ideal biyomarker soyle

tanimlanmustir:
1. AH’daki patoloji ile direkt ilgili olacak.
2. Marker hastaliga yakalanma riskinden 6te hastaligin gostergesi olacak.
3. Marker hastaligin erken evresinde hatta preklinik donemde pozitif olacak.
4. Marker hastaligin siddetini gosterebilecek.
5. Diagnostik 0zelligi ile birlikte marker hastaligin tedaviye yaniti konusunda
bilgi verebilecek.
6. Norolojik klinik bulgularla korele olacak.
7. Non-invaziv olacak, ucuz olacak ve tekrar 6rnek alimina izin verecek.

Calismanin baginda amaglanan IL-18 in Alzheimer hastaliginda diagnostik bir marker
olarak kullanilabilirligini sinamak i¢in ROC egrisi analizi yapildi. Analiz sonucunda IL-18
gen ekspresyonunun Alzheimer hastalarin1 kontrol ve SVO hastalarindan ayirt etme esik
degeri 295.45 (rolatif deger) ve bu deger icin duyarlilik %73, ozgiilliik %88 olarak belirlendi.
Bu ozgiillik ve duyarlilik degerleri ne yazik ki ancak klinik tani kriterlerinin diizeylerine
ulasmistir. Fakat olgu ve kontrol sayilarinin arttirihip, calismanin genisletilmesi ile daha kesin

sonuclar alinmas1 gerekmektedir.

Alzheimer hastaliginda IL-18 in rol oynadigi bu calismayla ve literatiirdeki diger

calismalarla desteklenmektedir fakat hastalik mekanizmasina nasil bir katkisinin oldugu
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heniiz tam aydinlatilmis degildir. Ozellikle platelet aktivasyonunun hastalikta IL-18
diizeylerine etkisi heniiz arastirilmamistir. Bundan sonrasinda arastirmalarda bu konuya
yonelinmesinin periferdeki IL-18 diizeylerinin yiiksekliginin Alzheimer hastaliginda nasil

gergeklestiginin anlasilmasi acisindan faydali olacag goriisiindeyiz.
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EK-1: Bilgilendirilmis Hasta Onam Formu
GONULLU BILGILENDIRME VE ONAM FORMU

Alzheimer Hastaligt (AH), ileri yasta en sik karsimiza cikan norolojik bir
hastaliktir. Toplumdaki genel 6liim nedenleri siralamasinda dordiincii sirada yer almaktadir.
Kognitif fonksiyonlarda kayip ile birlikte bellek bozuklugu en 6nemli klinik bulgularidir. Bu
bulgulara ileri donemde fiziksel fonksiyonlarda da kayip eklenir. AH’nin klinik tanisi

demansa yol agabilecek diger nedenlerin ekarte edilmesi ile yapilmaktadir.

Bu calismada, Alzheimer hastalarinda hastaligin tanisinda ve tedavinin

izlenmesinde kullanilabilecek Interlokin-18 ve TRAIL diizeyini arastirmay1 amagladik.

Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dals,
Demans polikliniginde izlenen, klinik olarak Alzheimer tanis1 almis 20 hasta alinacaktir.
Hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyette norolojik bir hastaligi olmayan kisiler ve iskemik
serebrovaskiiler hastalik gecirmis ayni sayidaki kisiler ise kontrol grubunu olusturacaktir.
Tiim hasta ve kontrollerden bir kez koldan 25 ml kan 6rnegi alinacaktir. Bu islemleri Noroloji
Anabilim Dalindan Dr. Erdem Yaka gerceklestirecektir. Bu islemler sonrasinda ¢ok siddetli
olmayan basagrist gozlenebilir. Bu durumda doktoruna asagida belirtilen telefonlardan
ulasabilir ve gerekli tibbi yardimi alabilirsiniz. Bu ¢alisma sirasinda uygulanacak testlerin ve
arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin masraflar1 size veya giivencesi altinda

bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢cbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir

Goniillii bu calismaya katilmay1 red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahiptir. Bu calismaya katilmamz veya basladiktan sonra herhangi bir
safthasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakimimzi etkilemeyecektir. Arastirmaci da

goniilliiniin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma dig1 birakabilir.

Bu calismada yer aldigimiz siire igerisinde kayitlarimzin yam sira iligkili saglik
kayitlarimiz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligina acik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz
yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve
raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size

ulasilamayacaktir.
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Yukarida goniillitye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazili ve sozlii acgiklamalar yapildi. Bu kosullarla séz konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.
Hastanin;
Ad:
Soyadi:
Tarih:
Imza:
Hasta Yakiminin;
Adr:
Soyadi:
Tarih:
Imza

Olur Alma islemine Basindan Sonuna Kadar Tamklik Eden Kurulus

Gorevlisinin
Adr:

Soyadt:
Tarih:

Imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adr:
Soyadt:
Tel:
Tarih:

Imza:
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EK-2: Absolut kuantifikasyon deneyinin reaksiyon safthalari ve program ayarlari

Denaturasyon
Dongii Sayist 1
Tip Regular
Hedef Sicaklik 95°C
Inkubasyon Siiresi 10s
Sicaklik gecis oranmi (°C/s) | 20
Aquisition modu Yok
Amplifikasyon
Dongii Sayist 35
Tip Kuantifikasyon

Kisim 1 | Kisim 2 | Kisim 3
Hedef Sicaklik 95°C 68°C 72°C
Inkubasyon Siiresi 10s 10s 16 s
Sicaklik Gegis Orani (°C/s) | 20 20 20
Ikincil hedef Sicaklik 0 58°C 0
Basamak Biiyiikliigii 0 0.5 0
Aquisition mode Yok Yok Tek
Erime Egrisi
Dongii Sayist 1
Tip Erime Egrisi

Kisim 1 | Kisim 2 | Kisim 3
Hedef Sicaklik 95°C 58°C 95°C
Inkubasyon Siiresi 0 10s 0
Sicaklik Gegis Orani (°C/s) | 20 20 0.1
Ikincil hedef Sicaklik 0 0 0
Basamak Biiyiikliigii 0 0 0

Yok Yok stirekli

Aquisition mode
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Soguma

Dongii Sayisi 1

Tip Regular
Hedef Sicaklik 40°C
Inkubasyon Siiresi 30s
Sicaklik Gegis Orani (°C/s) | 20
Ikincil hedef Sicaklik 0
Basamak Biiyiikliigii 0
Aquisition mode yok
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EK-3: Alzheimer hastalarinin verileri

.. Egitim Haﬂstah‘k
Hasta No | Cinsiyet | Yas yill Siiresi | MMSE | GDS
(21))
A1l E 60 15 6 4 6
A2 E 69 11 8 9 5
A3 E 71 11 10 13 5
A4 E 69 10 6 1 6
A5 E 78 11 4 13 5
A6 K 66 8 8 0 6
A7 K 74 5 4 13 5
A8 K 74 5 4 22 3
A9 K 77 11 2 14 5
A10 K 78 0 4 3 6
A11 E 96 11 3 16 5
A12 K 81 0 1,5 14 4
A13 K 74 5 4 5 6
A14 E 72 12 7 5 6
A15 E 60 8 5 11 6
A16 K 75 0 1 16 5
A17 E 86 8 1,5 24 4
A18 K 77 5 1,5 24 4
A19 K 81 5 2 16 4
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EK-4: Serebrovaskiiler Olay Hastalarinin Verileri

H;sé,ta Cinsiyet | Yas HSai.?rteagik
(i)
ci E 67 !
Co K 66 3
c3 E 61 0.5
C4 K 68 °
c5 E 45 0.5
cé K 68 18
c7 E 64 2
c8 E 49 0.5
co K 63 13
C10 E 77 °
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EK-5: Kontrol Grubu Verileri

Hasta
No Cinsiyet Yas
K1 K 66
K2 E 65
K3 K 65
K4 E 98
K5 K 65
K6 E 65
K7 K 65
K8 E 60
K9 E 65
K10 E 80
K11 E 65
K12 K 68
K13 E 68
K14 K 63
K15 E 79




