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OZET

Alzheimer hastaligi’nda tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in hastaliin patogenezinin
aydinlatilmasi, goriintiileme disinda kanda veya biyolojik sivilarda tespit edilebilir
olmas1 gerekmektedir.

Bu tezin amaci, Alzheimer Hastalig1 bulunan bireylerin serumlarinda, hastalikla iligkili
oldugunu diisiindiigiimiiz farkli sinif metalloproteazlarin seviyelerini degerlendirmek
ve bu protein seviyelerinin tedavi alan hastalardaki degisimini gézlemlemektir. Bu
amagla 120 hasta 2 gruba ayrilmistir. ilk grup hasta (n=60), ikinci grup ise kontrol
(n=60) olarak ayrilmistir. Kontrol grubu tamamen; Alzheimer olmayan ve diglama
kriterlerine uygun hastalardan secilmistir. Hasta grubu ise kendi arasinda yeni tani alan
(Alzheimer, n=30) ve ila¢ kullanan (Donepezil, n=30) seklinde ayrilmistir.
Hastalardan onam alindiktan sonra elde edilen serum oOrneklerinde ADAMTS4,
ADAMO ve Asectilkolin Esteraz enzim aktivite seviyeleri uygun kitler vasitasiyla
ELISA yontemi ile belirlenmistir. istatistiksel analiz sonucu tiim gruplarda dagilim
normal olmadigi belirlenmis ve Kruskal-Wallis varyans analizi ile gruplar arasindaki
farkliligin anlamhiligi degerlendirilmistir (p<0,05). Yeni tanm1 almis Alzheimer
hastalarinda ADAMTS4, ADAMY9 ve Asetilkolin esteraz seviyeleri kontrol ve
Donepezil grubuna gore anlamli olarak yiiksek (p<0,05), Donepezil grubu
incelendiginde ilag tedavisi ile birlikte ADAMTS4, ADAMO seviyeleri ve asetilkolin
esteraz aktivitelerinde belirgin bir diisiiklik oldugu goriilmistiir. ADAMTS4 ve
ADAMY seviyelerinin, asetilkolin esteraz inhibisyonu ile korelasyon gosterdigi,
inhibisyon arttikca, ADAMTS4 ve ADAMY seviyelerinin de azaldig1 gézlenmektedir.
Sonug olarak beyinde islevsel olarak yer alan ADAMTS4 ve ADAM9 protein
diizeylerinin, asetilkolin esteraz aktivitesine bagl olarak degistigi; asetilkolin esteraz
enziminin inhibisyonunun Alzheimer Hastaligi’ndaki énemi diisiiniildiiglinde, serum
ADAMTS4 ve ADAMY seviyelerinin Olglimiinlin - hastaligin  patogenezinin
aydinlatilmasinda 6nemli bir adim oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer’s Hastaligi, ADAMTS4, ADAMO9, Asetilkolin Estera
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ABSTRACT
The Role of ADAMTS4, ADAMO Proteins in Alzheimer's Disease and Its
Relation with Acetylcholinesterase Activity.
Besides radiological imaging, identifying new biomarkes which can be defined with
blood sample or body fluids is crucial for revealing pathogenesis of Alzheimer disease
in order to develop new approaches focusing on underlying causes.
The purpose of this study, measuring different types of metalloproteases, those are
considered by us releated with Alzheimer disease, in blood serums of patients.
Thereafter monitoring the levels of those proteins and their changes in the blood
samples of patients who follow medical treatments. For this purpose, 120 patients have
divided in two groups and each group named as “patient” group (n=60) and “control”
group (n=60). Meanwhile control group has formed with patients are suitable for
excluding criterias and didn’t get diagnosed Alzheimer disease; patient group has
divided two different subgroup: Newly diagnosed (Alzheimer, n=30) and medication
user (Donepezil n=30). Activity levels of ADAMTS4, ADAMS9 and Acetylcholine
Esterase enzyme are measured in blood serum samples, which obtained after taking
the informed consent of patients, by using appropriate assay kits with ELISA method.
As aresult of statistical analysis, distribution was not normal in all groups and Kruskal-
Wallis variance analysis was used to evaluate the significance of the difference
between the groups (p<0.05) . Whereas higher activity levels of ADAMTS4, ADAM9
and Acetylcholine Esterase enzyme were found statistically significant in newly
diagnosed Alzheimer group compared with control group and Donepezil group
(p<0.05) while more specifically lower activity levels of ADAMTS4, ADAM9 and
Acetylcholine Esterase enzyme were detected in Donepezil group. It has shown that
ADAMTS4 and ADAMO levels are correlated with acetylcholine esterase inhibition
and ADAMTS4 and ADAMO9 levels decrease with increasing inhibition.
As a result; levels of ADAMTS4 and ADAMO9 proteins, functionally located in brain,
changes depending on Acetylcholine Esterase activity moreover considering the
importance of inhibition of acetylcholine esterase in Alzheimer Disease, the
measurement of serum ADAMTS4 and ADAM9 levels is an important step in
elucidating the pathogenesis of the disease.
Key Words: Alzheimer’s Disease, ADAMTS4, ADAMY, Acetylcholine Esterase
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1. GIRIS ve AMAC

Yaslanan niifusla beraber Alzheimer hastaliginin goriilme siklig1 her gegen giin
artmaktadir. Su ana kadar belirli testler ve tedavi yontemleri olmakla beraber hala
kontrol altina alinabilmis bir hastalik degildir. ADAMTS4 ve ADAMO proteinlerinin
merkezi sinir sisteminde belirli rolleri oldugu gosterilmistir. Bu dogrultuda Alzheimer
Hastalifi'nda yeni tan1 ve tedavi yontemleri gelistirme diisiincesi bu arastirmaya
yonelim saglamistir. Alzheimer hastaliginin olusumunda 6nemli risk faktorlerinden
birinin yaglanma oldugu ve hastaligin goriilme sikliginin 65 yas ve istii bireylerde her
bes yilda bir iki kat1 oraninda artis gosterdigi bildirilmistir (Gao ve ark. 1998, Wang
ve Ding 2008, Hattori 2009). Alzheimer hastaliginin gelisiminde genetik yatkinlik
diger bir 6nemli etkendir; Hastalik riskinin birinci derece akrabalarinda Alzheimer
olan kisilerde artis gosterdigi izlenmistir (Wang ve Ding 2008, Williamson ve ark.
2009). AH ile amiloid prekiirsor protein (APP), PSEN1 ve 2 (presenilin gen ailesi) ve
ayrica apolioporotein baglantili bulunmustur. Erken baslangigh ~Alzheimer
olusumunda APP, PSEN1 ve 2 genlerindeki mustasyonlarin etkili oldugu,
Apolipoprotein E’nin ¢ allelindeki mutasyonunsa AH riskinde artisa sebep oldugu
saptanmigtir (Wang ve Ding 2008). Amiloid beta (AB) peptid seviyelerinin ayni
zamanda AH hastaligi ile birlikte 1. kromozomda bulunan PSEN2 ve 21. kromozomda
bulunan APP genlerinin mutasyonlarma bagh olarak artig gosterdigi bildirilmistir
(Ertekin  2007). Bunun yani sira Alzheimer hastaliginin patogenezinde 14.
kromozomda bulunan PSEN1 genindeki mutasyonlarin da etkili oldugu bildirilmistir.
PSEN1 mutasyonunun sonucunda, amiloid beta proteinin boliinmesinde hatalar ve
dolayisiyla toksik Ab tiretimi rapor edilmistir. PSEN1 geninde olusan mutasyonlar tau
proteinlerinin hiperfosforilasyonlarina sebep olurlar. Bununla birlikte nérofibril
yumak (NFY) olusmasini tetiklemektedirler. (Maccioni ve ark 2001).

Bir metalloproteinaz ve disintegrin olan ADAMTS ailesinin ektraseliiler matrikste
Oonemli gorevleri oldugu gibi santral sinir sistemininde
noroplastisite/rejenerasyon/inflamasyon ve anjiyojenez gibi bir¢ok patolojik ve
fizyolojik siiregte gorev alan bir enzim ailesidir (Tang 2001, Lamerchant ve ark. 2013).
Birden fazla alt tipi bulunmakla birlikte santral sinir sisteminde ADAMTS1,4, 5 ve 9

alt tipleri bulunmaktadir. Bunlarin arasinda santral sinir sisteminde en sik eksprese



edileni ADAMTS4’tir (Lamerchant ve ark. 2016)ADAMTS4, ADAMTS
proteinlerinin agrekenaz ailesindendir. Bir hayvan deneyinde ise amiyotrofik lateral
sklerozlu farelerde =~ ADAMTS4 uygulanan farelerin  spinal kordlarinda
norodejenerasyonun arttigi ve hastaligin daha kotii prognoze oldugu goriilmiistiir
(Lamerchant ve ark. 2013). Yine baska bir ¢alismada Alzheimerli hastalarin beyin
hiicrelerinin immunohistokimyasal yontemlerle patolojik olarak incelenmesinde
ADAMTS4 alt tipinin ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (Pehlivan ve ark. 2015).
Calismalarda, ADAMT4%in CSPGs bozunumu, ADAMTS4%n aksonal
rejenerasyonun inhibisyonunu sagladigi ve bir proteolitik mekanizma yoluyla norit
biiylimesini tesvik ettigini gostermistir (Cua ve ark. 2013). Spinal kord iskemisi hasar1
sonrasinda da ADAMTS4 seviyelerinin arttig1 bu sekilde gozlenmistir.

ADAM (a disintegrin and metalloproteas/bir distegrin ve metalloproteaz) protein
ailesi, hiicre membraninda bulunan ve birden fazla sayida bolgeye sahip ¢inko bagimli
metalloproteinazlardir. insan genomunda 21 ADAM tanimlanmustir ancak bunlardan
sadece 13°ili proteolitik aktiviteye sahiptir ve bu da en azindan diger sekiz iiyenin
protein-protein etkilesimlerinin biyolojik fonksiyonlarinin kritik yonleri oldugunu
gostermektedir (Edwards ve ark. 2009). ADAM' lar, hiicre dis1 matrisin homeostazina,
spesifik hiicre i¢i sinyallerin transdiiksiyonuna, organogenezin, inflamasyonun,
dokunun yeniden bi¢imlendirilmesine, adezyona ve hiicrenin migrasyonuna katkida
bulunan ¢ok fonksiyonlu bir gen ailesidir (Yong ve ark. 2016) ADAMO proteini ise bir
sekretaz aktivitesine sahip olan ve Alzheimer amiloid Oncii proteinini (AAP)
nonamiloidojenik yola dogru metabolize edebilen tek liyedir. Bu Alzheimer hastaligi
sirasinda beyni plak olusumundan potansiyel olarak korur. ADAM9 promoter bolgesi
icindeki polimorfizmler, sporadik Alzheimer hastaligina karsi koruma ile iligkilidir
(Cong ve Jia 2009). ADAM proteazlar, APP'den AP proteinlerinin iiretimini ve
birikimini Onler ve amiloidlerin aktivitelerini sinir dokular1 iizerindeki potansiyel
trofik etkiler ile gesitli mekanizmalarla antagonize eder (Moss ve ark 2011). Yapilan
bir ¢aligmada Alzheimer hastasi bir bireyin temporal beyin bdlgesinden alinan
dokunun immunohistokimyasal boyama sonrasinda ADAMY seviyesinin arttig1
gozlenmistir.

Bunlardan yola ¢ikarak Amiloid proteinlerin alt tipleri olan ve fonksiyonel olarak

patogenetik progeslerde rol alan APP amiloid kaskatinda onemli yere sahip olan



ADAMD ile yine merkezi sinir sistemi hasarlarinda o6zellikle ekspresse oldugu
kanitlanmis olan ADAMTS4 proteinlerinin Alzheimer tanisi alan ve ayrica
asetilkolinesteraz inhibitorleriyle tedavisine baslanmis olan hastalarda seviyesinin
belirlenmesinin Alzheimer patogenezinin aydinlatilmasinda rol oynayacagi gibi,tedavi
etkinliginin degerlendirilmesinde ve olasi sonuca gore yeni tedavi yontemlerinin

belirlenmesinde yol gosterici olmasi amaglanmaktadir



2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahgi
2.1.1. Tanim ve Tarihge

Yash popiilasyonun arttigi toplumlarda demans sikligi artis gostermektedir.
Demans kelimesi koken olarak Latince’deki zihin gelmektedir. Kisaca zihnin
yitirilmesidir. Latincede kullanilan sekliyle demans kelimesi “varolan, yerlesmis,
kazanilmis olan zihnin sonradan yitirilmesi” anlamina gelmektedir. Dilimizde ise
kisaca “bunama” olarak tarifleyebiliriz. Demans terim olarak ise bir sendromun
tamimini yapmak i¢in kullanilmaktadir. Bu tanimmi, “yetiskinlerde merkezi sinir
sisteminde goriilen hasarlanmalara bagl olarak ortaya cikan kognitif islevlerde
bozulma” olarak yapabiliriz. Demans1 diger hastaliklardan ayirmak i¢in cesitli
kriterleri kullaniriz. Baslangic sekli, baslangictan bugiine kadar gegen siiresi
onemlidir. Ayrica demansa spesifik kognitif fonksiyon bozukluklarinin sayisi,
hastaligin seyri ve siddeti bu ayrimlar agisindan degerlidir (Giirvit 2004).

Demansi bilinci normal olan bir hastada ilk olarak bellek, sonrasinda sosyal ve
zihinsel ve becerilerde bireyin giindelik yasantisini etkileyecek diizeyde bozulmasi
olarak tamimlayabiliriz. Oncelikle bellekte bozulma gozlenmesi 6nemlidir. Zaman
igerisinde bellekle beraber dil becerilerinde, dikkatte, algilamada, problem ¢6zme ve
gorsel-alansal becerilerinde de bozulma gdzlenmeye baslanir. Ilerleyen donemde
hastanin kliniginde kisilikte ve stiregelen davranislarinda degisikler gézlenir. Duygu
durum bozukluklari, ajitasyon, haliisinasyonlar ve deliizyon gibi psikiyatrik belirtiler
de goriiliir.

Demansla ilgili biitiin tanimlamalar ti¢ temel bulguyu igerir: Bunlardan ilki bireyin
sosyokiiltiirel seviyesi ve yasina gére normalin 6tesinde, beklenmeyen ilerleyici bir
zihinsel yikim olmasidir. ikinci olarak bu bozukluk tek bir néropsikolojik defisitle
degil de biligsel islevin birden fazla bolgesini ve kisiligi etkileyerek kendi
gostermelidir. Bu bolgeler dil becerileri, dikkat, bellek ve viziiospastal beceri
alanlaridir. Ugiincii olarak ise hastalarda deliryumda gériilen biling bozuklugu
goriilmemelidir. Demans tanimi bu sekilde yapildigi zaman demans: yaslanmanin
normal slirecinden, statik ensefalopatilerden ve biling bozukluklarindan daha dogru bir

sekilde ayirabiliriz (Rossor 2000).



Demanslari siniflandiracak olursak ilk olarak primer demans ve sekonder demans
seklinde smiflandirabiliriz. Demansin baslica sebeplerinden olan ndrodejeneratif
hastaliklar primer grup sayilmaktadir. Norodejeneratif hastaliklar, genellikle kendine
has patoloji ile sinaps ve néron kaybina yol agarlar. Bu sekilde kognitif fonksiyonlarin
temelini olusturan limbik ve asosiasyon bolgelerinde dejenarasyona yol agarlar ve bu
bolgelerin fonksiyonlarini bozarlar. Bir siire sonra bu durum klinikte karsimiza belli
bir yayilim siirecinde olan demans olarak ¢ikar. Norodejeneratif siire¢, gibi diger
sistemleri de etkileyebilecegi gibi izole demans klinigiyle de karsimiza ¢ikabilir.
Primer demanslar arasinda en fazla goriilen neden Alzheimer hastaligidir. Vaskiiler
demans ise en fazla goriilen sekonder demans sebebi olarak karsimiza ¢ikar (Giirvit
2004).

Demansin en sik bilinen ve en sik goriilen sekli Alzheimer hastaligidir. Biitiin
demanslar arasinda %59-70’i Alzheimer Hastaligidir. AH, en fazla oranda karsilasilan
norodejeneratif hastaliktir. ABD’de goriilen 6lim sebepleri arasinda en sik goriilen
altinc1 6lum sebebidir (Rossor 2000). Sikligi ise her gegen giin hizla artis
gostermektedir. Norodejeneratif birikim beyinde genellikle orta yaslarda baslamakla
birlikte hastalikla ilgili ilk bulgular 65 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (Alzheimer’s
Association 2015). Hem noropatolog hem de psikyatr olan Alois Alzheimer (14
Haziran 1864-19 Aralik 1915) ilk defa “presenil dementia” seklinde vaka yayini
yapmustir. Daha sonra inli bir psikiyatrist olan Emil Kraepelin yaymlanan bu
vakadaki kisinin klinik durumunu “Alzheimer hastalig1” seklinde tanimlanmistir.
Frankfurt’ta gorev yaptigi siire igerisinde Alois Alzheimer hem kisa siireli hafizla
kayb1 hem de garip davranislar1 olan Auguste Deter isimli 51 yasindaki hastayla
karsilasmistir. Eter oldiikten Alois, Deter’in hasta dosyasini ve otopsi yapmak iizere
beynini Nisan 1906 da Miinih’e, aktif olarak c¢alismakta oldugu Kraepelin’in
laboratuvarina getirtti. Bu laboratuvarda hastanin beyninde yeni boya tekniklerinin de
yardimiyla norofibriler yumaklar1 ve amiloid plaklar1 gézlemledi. Kasim 1906’da bir
kongrede ilk kez olarak hastaligin klinik semptomlarini ve patolojine ait bulgular
sundu. Ilk kez Alois tarafindan sunulan AH, beyinde bulunan hiicrelerde harabiyet
yaratarak, bireylerde bellek kaybi ile sosyal iligkiler, is yasam1 ve hobilerde degismeye
ve bozunuma sebep olur. Su ana kadar hastalig1 tam olarak diizelten bir tedavi yontemi

bulunamamustir.



2.1.2. Epidemiyoloji

Alzheimer hastaliginda yagla beraber yillik insidans ve prevalans hizla artig
gostermektedir. Hastaligin insidansi 65-69 yas araliginda %0,4 olarak gozlenirken bu
oran 90 yasinda %10’lara kadar ¢ikmaktadir. Hastaligin prevalansi ise 65-69 yas
grubundaki hastalarda %2 olarak gozlenirken, 90 ve iizerindeki yaslarda %25’
civarinda seyretmektedir. Hastaligin prevelansinin 65 yas {izerinde her 5 yilda iki
katima c¢iktigi gozlenmistir. Gelismis tilkelerde yapilan arastirmalarda 65 yas ve
tizerindeki her 10 bireyden birinde, 85 yas ve {izerindeki olgularin ise tigte birinde
demansla ilgili bulgularin olusmaya basladigi gézlenmistir (Selekler 2010, Corada ve
ark. 2010). istanbul’un Kadikdy ilgesinde yapilan bir galismada, daha énce yapilan
caligmalara paralel sekilde 70 yas tizerindeki Tiirk bireylerde AH prevalansinin %11,
demans prevalansinin %20 civarinda oldugu gosterilmistir (Gurvit ve ark. 2008).

2010 yilinda Uluslararast Alzheimer Dernegi tarafindan yapilan ¢alisma bize
demansi bulunan hasta sayisinin 2010°da 35 milyona yaklastigini, demansi olan bu
hastalarin yaklasitk 2/3 iniin de Alzheimer hastasi oldugunu gostermistir. Bu
prevelansin dort kat artarak 2050 yilinda 106,8 milyon civarinda olmasi
beklenmektedir (Brookmeyer ve ark. 2007).

Yas, Alzheimer Hastalig1 olusmasinda en 6nemli risk faktoriidiir. Fakat buna
ragmen yas faktoriiniin tek basina AH olusumuna sebep oldugunu diistinmek de dogru
degildir. Yas disindaki major risk faktorleri ise; egitim diizeyinin diisiik olmasi,
apolipoprotein gen E4 alelleri (APOE4) varligi, aile hikayesi, kardiyovaskiiler risk
faktorleri ve hastanin maruz kaldigi orta ya da siddetli kafa travmalaridir (Apostolova
2016).

AH erkeklere oranla kadinlarda daha sik karsimiza ¢ikmaktadir. Tanimlanmis
vakalarin yaklasik 2/3’ti kadindir. The Aging, Demographics and Memory Study
olarak adlandirilan kisaca ADAMS diyebilecegimiz calisma grubunun elde ettigi
verilere dayanarak demans prevelansinin 71 yas tizerindeki kisilerde erkeklerde %11,
kadinlarda %16 oldugunu sdyleyebiliriz. Bu farkin olusmasinda kadinlarda yasam
stiresinin erkeklere gore daha uzun olmasmi Sayabiliriz. Bunun yanisira egitim
diizeyinin disiikligi, hormonal sebepler, genetik faktorler ve sosyal etkenler de rol
almaktadir. (Plassman ve ark. 2007).



AH, Latin rklan ve Afrika’ya kiyasla beyaz irkta daha az gozlenmektedir. Yine
bununla birlikte bu irklarda goriilen diisiik diizeydeki egitim, genetik faktorler ve
kardiyovaskiiler sistemle ilgili risk faktorleri etiyolojide onemlidir. (Gurland ve ark.
1999, Manly ve Mayeux 2004).

2.1.3. Etiyoloji

Alzheimer hastaliginda yasin onemli bir etyolojik faktér oldugu ve hastaligin
prevelansinin 65 yas sonrasinda her bes yilda bir iki katina yiikseldigi bildirilmistir
(Gao ve ark. 1998, Wang ve Ding 2008, Hattori 2009). Genetik yatkinlik da Alzheimer
hastaliginin gelisiminde diger bir 6nemli etkendir Ki birinci derece akrabalarinda
Alzheimer goriilen kisilerde hastalik riskinin artis gosterdigi gézlenmistir (Wang ve
Ding 2008, Williamson ve ark. 2009).

2.1.3.1. Genetik

Alzheimer Hastalig1 ile iliskili cesitli genler oldugu saptanmistir. Bunlardan
baslicalar1 amiloid prekiirsor protein (APP), apolipoprotein E(ApoE), presenilin
1(PSENZ1), presenilin 2(PSEN2)’dir. Saptanan bu genlerden (APP), PSEN1 ve 2
genlerinde olusan ve tam penetransi gosterilmis olan mutasyonlar, tiim olgular i¢inde
%?5’lik bir dilime sahip olan erken baslangi¢cli Alzheimer Hastaliginin olusumuna
sebep olmaktadir. Ayrica ApoE epsilon 4 (e4) aleli de Alzheimer Hastalig1 goriilme
riskinde artisa sebep olmaktadir (Wang ve Ding 2008).

1. kromozomda bulunan PSEN2 ve 21. kromozomda bulunan APP genlerinin
mutasyonlarina bagli olarak Alzheimer Hastaligi’nda, beta amiloid (Ab) peptid
seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Ertekin 2007). Bunun yan1 sira bu genlerden 14.
kromozom iizerinde yer alan PSEN1 geninde olusmus olan mutasyonlarin da AH
gelisiminde etkin oldugu gosterilmistir. PSEN1 geninde meydana gelen mutasyon tau
proteinleri olarak adlandirdigimiz proteinlerin hiperfosforilasyonlarina sebep olmakta
ve norofibriler yumak (NFY) olusumunu tetiklemektedir (Maccioni ve ark 2001).
Ayrica PSEN1 geninde olusan bu mutasyonlar, amiloid prekiirsor proteininin yanlis
bir sekilde boliinmesine ve toksik Ab iiretilmesine yol agmaktadir. Erken baglangicl
ailesel Alzheimer Hastalig1 yaklasik %70-80 oraninda PSEN1 gen mutasyonuyla

iligkilidir. Bu durumun %20’ lik diliminin PSEN2 geni mutasyonu ve %2-3’iiniin de



APP geni mutasyonuna bagli olarak gelistigi gosterilmistir (Edelberg ve Wei 1996,
Gilman 1997,35).

19. kromozomda yer alan ApoE genininse Alzheimer Hastaligi’nin geg
baslangi¢hi formunun patogenizinde yer aldigi rapor edilmistir (Ertekin 2007). Bahsi
gecen ApOE genine ait e2 aleli AH riskini azaltarak koruyucu alel gibi davranirken, e4
alelinin ise AH riskini artisa sebep oldugu gosterilmistir. ApoE e4 alelinin patogenezde
amiloid plak ve norofibriller yumak olusmasina sebep oldugu gosterilmistir (Kok ve
ark. 2009). AH’nin geg¢ baslangi¢h formunun yaklasik %50-80°ni ApoE geninde
olusan mutasyonlar olusturdugu gosterilmistir (Edelberg ve Wei 1996).

2.1.3.2. Tetikleyici Faktorler

Diisiik diizeydeki egitim seviyesi, Down sendromu, bireyde biling kayip
olusturabilecek kafa travmalari, miyokard infarktiisii Oykiisii, aterosklerotik karotid
arter hastaligit ve bununla beraber atriyal fibrilasyon Alzheimer hastaliginin
etyolojisinde rol alan diger faktorler arasinda bulunmaktadir. Ayrica kronik alkol
kullaniminin, ileri anne yasinin ve depresyon anamnezinin Alzheimer Hastaligi’nda
risk faktorii olarak kabul edilebilecegini ileri sliren ¢alismalar da bulunmaktadir
(Gilman 1997, Topguoglu ve Selekler 1998). Balik, sebze, meyve gibi Akdeniz diyeti
olarak adlandirilan besinlerle beslenme seklinin, fiziksel aktivitede bulunmanin ve
biligsel aktivitelerin AH riskini azalttig: ileri siiriilmistiir. Alzheimer Hastaligi’nin
olusumunu 6nlemekte bahsedilen bu faktorler tizerindeki bir kontroliin aktif bir rol

oynayabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (Szekely ve ark 2007).

2.1.4. Fizyopatoloji

Alzheimer hastaliginin patolojik bulgulari arasinda makroskobik bulgular beyin
parankiminde atrofi, sulkuslarda ve ventrikiilerde genisleme, giruslarda daralmadir.
(Baysal ve Yesilbudak 2003). Hastaligin esansiyel mikroskobik degisiklikleri
NFY'lar, amiloid plaklar ve néron kayiplaridir. Bunlardan noérofibriller yumaklar
ndron igerisinde birikim gosterirken, amiloid plaklar ekstraselliiler birikim gosterirler.
(Lopes ve ark. 2009). AH’de norofibriller yumak patolojisinin beyinde klinik

belirtilerle ayn1 dogrultuda bir ilerleme gosterdigi fakat amiloid plaklarin ise bundan



farkli oldugu klinik semptomlar ile direkt bir iliski i¢inde bulunmadigi gosterilmistir
(Duyckaerts ve ark 2009).

Norofibriler yumaklar, ¢ift sarmal iplik¢ik yigilarindan meydana gelmektedir.
Bu iplik¢ikler hiicre gévdelerinde ve dendritlerde birikmektedir. Ayrica bu iplikgikler
tau proteininin hiperfosforillenmis seklini igeririler. Bu protein mikrotiibiil baglantili
bir proteindir. (Octave ve Pierrot 2008). Tau proteininin hiperfosforilasyonunun,
fosforilasyonda diizenleyici rol oynayan cesitli kinazlar ile fosfatazlarin aktiviteleri
arasindaki dengesizlik durumuna bagli olarak gergeklesebilecegi one siirtilmustiir.
(Chung 2009). Tau proteininin hiperfosforile olmast sonucunda hiicre
fonksiyonlarinda bozukluklar olusabilecegi ve mikrotiibiiller yapiyla etkilesiminin
azalacagi gosterilmistir (Mohandas ve ark. 2009).

Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinde A3'nin ekstraseliiler birikimi 6nemlidir.
S6z konusu AB beyinde bulunan senil plaklarda APP'den tiiremektedir (Octave ve
Pierrot 2008). APP iki farkli sekilde metabolize olmaktadir. Bu yollardan ilki non-
amiloidojenik yoldur. Bu yolda alfa sekretaz ve gama sekretaz enzimleri APP'yi
pargalar. Bu reaksiyon sonucunda meydana gelen driinlerin toksik 06zellik
gostermedigi metabolik yoldur. fkinci yolak olan amiloidojenik yolda ise gama ve beta
sekretaz enzimlerinin etkisiyle A 1-40 ve AB 1-42 olusmaktadir. (Hooper 2005,
Kolev ve ark. 2009). Norotoksik AR hiicresel kompartmanlarda birikir. Biriken bu
madde sinaptik ve mitokondriyal hasarlanmaya sebep olur. Tau proteininde
hiperfosforilasyon olmasina yol acar ve bu yollarla hiicresel fonksiyonlara hasar
verdigi gosterilmistir (Mohandas ve ark. 2009, Reddy ve Beal 2008). Alzheimer
hastaliginda bazi ndromediyatorlerin 6zellikle de asetilkolinin (ACh) seviyelerinde
degisiklikler gozlenmistir. Asetil kolin fizyolojik kosullarda dikkatin artmasinda ve
ogrenme evresinde yardimci olan 6nemli bir néromediyatordiir. (Fisher 2008). ACh
diizeylerindeki degisikliklere kiyasla diger néromediyatorlerin diizeylerinde gézlenen
farkin daha az oldugu gosterilmistir. (Mattson 2004).

AH’de asetilkolin sentezinde azalma meydana gelmektedir. Bu azalmanin
bircok sebebi oldugu gosterilmistir. Bunlardan ilki kolinasetiltransferaz enzimi
miktarinin ve bu en enzimin fonksiyonlarinin azalmasidir. Ayrica kolin geri aliminda
azalma olmasi, akson ve kolinerjik noronlarda meydana gelen hasarlanmalar,

hipokampus ve beyin korteksine projekte olan kolinerjik néronlarda olusan kayiplar



da bu azalmada etkilidir. Bu nedenlerin yanisira Alzheimer Hastaligi'nda presinaptik
M2 muskarinik reseptorlerde ve nikotinik reseptorlerde kayiplarin oldugu
gbzlenmistir. Bu reseptorler bellek ve 6grenmeyle ilgili siiregler lizerinde etkileri
olan reseptorlerdir. Bu reseptorlerde kayiplar olusurken postsinaptik M1 muskarinik
reseptorlerin yogunluk seviyesinin ise degismeyerek sabit kaldigi gosterilmistir.
(Fisher 2008). Alzheimer hastaliginda olusan kolinerjik defektin, hasta bireylerde
izlenen depresyon, anskiyete bozuklugu, ajitasyon, psikoz gibi ¢esitli davranissal ve
psikiyatrik bulgularla da baglantili oldugu gosterilmistir (Grossberg 2002).
Bahsedilen bu semptomlarin gelismesinde kolinerjik disfonksiyon énemlidir. Ayrica
dopaminerjik ve serotonerjik ndrotransmisyonda olusan dengesizliklerin ve néron
defektlerinin de 6nemli oldugu disiiniilmektedir (Grossberg 2002)

Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisiyle ilgili olarak glutaminerjik sistem
tizerinde de calismalar yapilmistir. Kronik olarak uyarilmaya maruz kalmis
glutaminerjik sistemde intraseliiler kalsiyum (Ca?*) konsantrasyonu artar. Bu durum
noronal eksitotoksisiye sebep olur ve bunun sonucunda néronlarda disfonksiyon
goriiliir ve hiicre 6limii meydana gelir. (Hynd ve ark. 2004). Alzheimer hastaliginin
patofizyolojisinde beyinde meydana gelen Ca?* konsantrasyonundaki artisin Ca2* ile
aktive edilen kalpainlerin (nétral proteinazlar) aktivasyonunu artirir. Bunun yansira
amiloid plaklarla beraber noérofibriller yumak olusumuna sebep oldugu rapor
edilmistir (Edelberg ve Wei 1996). Diger bir agidan, AH'nda nérotoksik AB'nin Ca?*
homeostazina olumsuz etki ettigi ve bu mekanizmada bozulmaya sebep oldugu ileri
stirilmektedir (Small 2008).

Alzheimer hastaligiin etiyopatogenezi ile iliskili g¢esitli hipotezler mevcuttur.
Bunlardan bir tanesi de oksidatif stres hipotezidir. Bu hipotezde Alzheimer
hastaliginda oksidatif hasar miktarinda artis oldugu, buna bagli olarak hastalikta
noronal dejenerasyon ortaya ¢ikacagi ve bu durumun 6liime sebebiyet verebilecegi 6ne
strilmistiir. Alzheimer hastaliginin etiyopatogenezini agiklarken oksidatif stresin
katkisint gosteren ¢esitli bulgular mevcuttur. Bunlardan ilki demir, aliiminyum ve
civanin konsantrasyonlarinin artmasinin ve bu durumun alzheimer hastalarinin
beyinlerinde serbest radikal olusumunu Uyarmasidir. Ikinci olarak ise yaglarin
peroksidasyonuyla birlikte protein ve DNA’da meydana gelen oksidasyonunun

artmasidir. Ugiincii olarak enerji metabolizmasinda meydana gelen bozulmalar ve
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sitokrom oksidaz C diizeylerindeki azalmadir. Son olarak da norofibriler yumaklarda
ve amiloid plaklarda c¢esitli maddelere rastlanmasidir. Bu maddelerin peroksinitrit,
ileri glikozilasyon son friinleri, siiperoksit dismutaz-l, hemoksijenaz-1 oldugu
gosterilmistir. (Markesbery 1997, Reddy ve ark. 2009).

Alzheimer hastaliginin patogenizini agiklamaya yonelik gerceklestirilen birtakim
caligmalar 1g18inda arjinin-NO yolagmin Alzheimer Hastaligi'nin patogenezi ile
baglantili oldugu gosterilmistir. (Vural ve ark. 2009). Hastaligin ilerleme siirecinde
artis gosteren nitrik oksid (NO) seviyesi beyin homeostazinda bozulma yol agar ve bu
durumun beyinde lezyonlar olusmasina ve ¢esitli patolojilere sebep oldugu rapor
edilmistir. (Aliyev ve ark. 2004). Nitrik oksitin asir1 tretilmesi durumunda
olusabilecek yiiksek NO diizeylerini NMDA reseptorlerine bagli olarak gelisen
norotoksisitede etkili olabilecegi iddia edilmistir (Snyder 1992). Gergeklestirilen
caligmalarin 15181nda; nitrik oksidin amiloid plak ve norofibriller yumak olusumuna
sebep oldugu ve norotoksik AfB'larin da nitrik oksit seviyelerini arttirdiklar
gosterilmistir. Nitrik oksidin fazla miktarda iiretimine baglh olarak reaktif oksijen
tirleri olusur. Bu maddeler ¢esitli norotoksik mekanizmalarin aktivasyonunda rol
oynar. Ayrica bu mekanizmalar Alzheimer hastalarinda daha 6nceden belirtilen néron
ve bellekle ilgili kayiplara sebep olabilecegi gosterilmistir. (Law ve ark. 2001).

Bu hipotezlerin yani sira ¢esitli durumlarin da AH’nin etiyoptolojisi ile ilgili
olabilecegi ileri siiriilmiistlir. Bunlar nérotrofik faktorlerde goriilen dengesiz dagilim,
inflamatuvar siireclerin, mitokondriyal hasarin, enerji metabolizmas1 bozuklugunun,
cesitli viral hastaliklarin ve aliiminyum gibi bazi elementlerin neden olabilecegi

norotoksisitedir.

2.1.5. Klinik Bulgular

Dejeneratif siire¢ Alzheimer hastaliginda ¢ok daha erken donemde baslamaktadir.
Dejenerasyonun baslamasi ile Klinik bulgularin goriilmeye baslamasi arasinda
yaklasik 20-30 yil gibi bir siire vardir. Hastalik 6nce hipokampus ve entorinal korteksi
tutar. Bu alanlar, bellek islevlerinin altyapisinin olusturur. Ilk bozulmanin bellekte
meydana gelmesinin sebebi de budur. Hastalikta goriilen ilerlemeye bagli olarak
dejenerasyon 6n ve arka multimodal asosiyasyon kortekse yayilim gdsterir. Temporo-

parietal korteks, diger adiyla arka asosiyasyon Korteksidir. Bu alan ¢esitli durumlara
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aracilik eder. Bunlar karmagsik gorsel-mekansal becerilerdir. Diger bir alan olan 6n
prefrontal asosiyasyon korteks ise yonetici fonksiyonlara ve karmasik dikkate aracilik
eder. Bu yiizden hastalik ilerledik¢e bu bolgelerde goriilen dejenerasyona bagl olarak
bu becerilerde ve islevlerde progresif bir bozulma goriirtiz (Cinar 2012). Bunlar
arasinda yeni bilgiler hatirlamakta zorlanma en sik karsilastigimiz bulgudur. Artan

dejenerasyona bagli olarak semptomlarda da artig goriilmektedir.

2.15.1. Alzheimer Hastahginda Dikkat Edilmesi Gereken Semptomlar
(Alzheimer’s Association 2012)

- Giinliik hayatta aksakliklara yol agan unutkanlik olmast,

- Plan yapmada ve problemlere yaklagim ve ¢éziimde sikint1 yasama,

- Giindelik basit iglerde zorluk yasama,

- Yer ve zamanla ilgili oryantasyon bozuklugu,

- Viziiel imgeleri anlamada zorlanma,

- Kelimeleri konusma ve yazmada kullanmada sorun yasama,

- Geriye dogru adim atamamak, esyalar1 nereye koydugunu unutmak,

- Karar mekanizmasindan sorun yagamak, kararsizlik

- I¢ine kapaniklasma, sosyallikten uzaklasma

- Alisilagelmis kisiligin ve mizacin disinda farkli davranislar.

Eger hastalik ciddi bir sekilde ilerlemigse 6zel ilgiye ihtiyaglar1 olur, yataga bagiml
bir hayatla kars1 karsiya kalabilirler. Bu grupta pndmoni ve vaskiiler nedenler en fazla

oranda goriilen 6liim sebepleridir (Cinar 2012).

2.1.5.2. Degerlendirme Olcegi

Alzheimer Hastaligi’'nda evreleme yapilmasi Onemlidir. Genellikle Klinik
Demans Degerlendirme Olgegi ve Global Bozulma Olgegi’ne gore evrelendirme
yapilmaktadir. Buna ek olarak Alzheimer Birligi’nin yayinlamis oldugu rapor ile
Alzheimer Hastaligi’'n1 preklinik donem, hafif biligsel bozukluk donemi ve AH
demans donemi seklinde de siniflandirmaktayiz (Cmar 2012, Alzheimers’s
Association 2012).
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2.1.5.2.1. Preklinik Evre Alzheimer Hastalig1
Hastada aktif klinik bulgu yoktur. Beyinde, serebrospinal sivida ve/veya kanda
yapilan incelemelerde hastaliga ait erken donem Dbelirtileri gosterecek bulgular

mevcuttur. Bellek kaybi yoktur.

2.1.5.2.2. Hafif Bilissel Bozukluk

Hafif bilissel bozuklukta hastanin subjektif olarak bellekle ilgili sikayetleri
mevcuttur. Normal yasli populasyonuna kiyasla bellekle ilgili testlerde sapmalar
vardir. Bu sapmalar 6zellikle sézel epizodik bellekle ilgilidir. Hastanin genel kognitif
performansinda degisiklik beklenmez normaldir. Bu durumda olan bireyler giindelik
islerini olagan diizeyde devam ettirirler. Bu hastalarin kliniginde demansla ilgili
belirtiler gézlenmez. Hafif bilissel bozukluk olarak simifladigimiz bu grup heterojen
bir gruptur. Bu grup iginde yer alan bireyler farkli sekillerde hayatlarina devam
edebilirler. Normal olarak yaslanabilirler bunun yanisira AH ya da vaskiiler tip
demansa evrilebilirler. Bu grup hastada demans yoniinde bir doniisiim olma ihtimali
normal popiilasyona gore on kat daha yiiksektir. (Cmar 2012). Bu bozuklukta
semptomlar sinsi olarak baslangi¢ gosterir. Ilerleyici olarak devam eden yikim yillarca
stirer. Sonrasinda semptomlar silik ve belli belirsiz olarak baglar. Gozlenen
semptomlar oncelikle ilgisizlik, herhangi bir seye istek duymama ve unutkanliktir.
Alzheimer Hastaligi klasik olarak ise erken, orta ve ileri evre seklinde {i¢ evreye

ayrilmistir:

2.1.5.2.3. Erken Donem Alzheimer Hastahig:

Hastaya demans tanis1 konulabildigi en erken evre bu evredir. Bunu Mental
Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitabi1-4’ deki 6l¢iitleri kullanarak yapabiliriz.
Bu dlgiitlerde, hastanin bellekle ilgili bolgesinde ve bunun yani sira bir bolgede daha
bir bozulma saptanabilmelidir. Bu bozulma hastanin giindelik aktivitelerine etki
edecek diizeyde olmalidir. Alzheimer Hastaliginin baslangic semasidir. Bellekte
goriilen bozukluklara ek olarak, soyut diisiinme ve dikkat ile ilgili bozukluklar da

gortliir. Fakat biitiin dikkat tipleri bozulmamistir. Basit dikkat normal olarak devem
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etmigtir. Fakat karmagik dikkatte bozulma meydana gelmistir. Karmagsik dikkatteki
bozulmaya ek olarak hastalarin soyut kavramlarla ilgili diisiinmesinde bozulmalar
olmustur. Viziio-spasyal olarak tabir ettigimiz gorsel-mekansal karmasik algi
becerilerinde ise herhangi bir bozulma olmamistir ve korunmaktadir. Bu evrede
cogunlukla korunan diger beceriler de dil ile ilgili beceriler ve praksidir. Hastanin
oryantasyon problemi de genellikle gozlenmemistir. Yer, zaman ve kisilerle ilgili

oryantasyon becerisi bu donemde korunmustur (Giirvit 2004, Cinar 2012).

2.1.5.2.4. Orta Donem Alzheimer Hastalhig

Bu donemde bellek bozuklugu ciddi sekilde artmistir. Kisinin giindelik hayatina
ciddi sekilde etki edecek duruma gelmistir. Bu hastalarda yeni bilgileri kayit etmenin
yani sira, mevcut bilgiyi geri ¢agirma ve hatirlama islevlerinde de bozukluklar
mevcuttur. Buna bagli olarak hasta eski bilgilerini geri c¢agirmayacagi ve
hatirlayamayacagi i¢in uzak gegmisine ait olan bilgilere de erismek zorlasir. Bu evrede
basit dikkatte goriilen bozulmaya ek olarak mevcut olan dikkati devam ettirme yetisi
de kaybedilmistir. Soyut diisiinme konusundaki yetideki kayip derinlesmistir.

Dille ilgili becerilerde isimlendirme bozulmustur. Yonetici fonksiyonlarla birlikte
viziio-spasyal becerilerde ciddi sekilde bozulmalar mevcuttur. Praksi ile ilgili sorunlar
da bu evrede baslar. Oryantasyon kaybiyla beraber hastalarda parmaklardaki ince
hareketleri ger¢eklestirmede zorluklar goriiliir (Giirvit 2004, Cinar 2012).

2.1.5.2.5. Tleri Dénem Alzheimer Hastahg

Bu donem Alzheimer hastaligindaki en agir donemdir. Bir 6nceki evrede goriilen
biitiin semptomlar ¢ok daha agir bir sekilde kendini gosterir. Hasta zaman ve mekanla
ilgili oryantasyonunu tamamen kaybedebilir. Hastada karakter degisimleri derinlesir.
Bellek bu evrede ileri diizeyde hasarhidir. Hasta uzak ge¢misini bile genellikle
hatirlayamaz. Basit ya da karmagik dikkat ayrimi olmaksizin dikkati devam ettirmede
ileri diizeyde bozulma mevcuttur. Dille ilgili becerilerdeki bozulma ciddi diizeyde
ilerlemistir. Hastalar konusabilirler fakat diisiindiikleri seyleri anlatamazlar ve anlaml
bir sekilde s6ze dokemezler. Soyut diisiinme ve bunun yani sira gorsel-mekansal

beceriler nerdeyse sifir diizeyindedir (Giirvit 2004, Cinar 2012).
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2.1.5.2.6. Davranis Bozukluklari

Bu gruptaki bozukluklular sik goriiliir ve progresiftirler. Bu bozukluklardan apati,
anksiyete bozuklugu ve irritabilite erken donemde gozlenir. Buna ek olarak depresif
bulgular ise hafif-orta diizeyin genellikle erken doneminde izlenir. Uyku diizeni ve
istah durumuyla ilgili farkliliklar, algilama bozukluklar1 gortliir. Bununla birlikte
dizinhibisyon, algilama bozukluklari, deliizyon, ¢esitli haliisinasyonlar, ajitasyon

gozlenir (Apostolova 2016).

2.1.5.3. Alzheimer Dernegi Rehberliginde Demans Sendromu ve Olas1 Alzheimer
Hastahg Tam Kriterleri

» Hastanin muayenesi ve objektif degerlendirme testleri ile gosterilmis demansinin
olmasi,

- Hastada en az iki ya da daha fazla sayida bilissel kayip olmast,

- Bilissel islevler ve bellekle ilgili progresif bir kayip olmasi

* Hastada bilincin normal olmas1 ve bununla ilgili herhangi bir bozukluk olmamasi,

* Mevcut klinik durumun 40 yasindan sonra 90 yasindan once baslamasi

 Hasta bilissel beceri ve bellekle ilgili progresif bir kayip yaratacak ndrolojik veya
sistemik bir bozuklugun bulunmamasi

» Tan1y1 destekleyici diger bulgular;

- Algilama, motor yetenekler ve dilde goriilen progresif kayiplar

- Kisinin alisilagelmis davranislarinda degisiklikler,

- Gilinliik islevlerde bozulma, giindelik isleri diizgiin bir sekilde yerine getirememe,

- Goriintiileme yontemlerinde serebral parankimal atrofi gibi destekleyici bulgular.

2.1.6. Tedavi

Alzheimer Hastaligi’'nda aktif olarak kullanilan bir¢ok ilag olmasina ragmen
hastalig1 tamamen tedavi etmek heniiz miimkiin degildir. Tam olarak kiir saglanamasa
da hastanin koginitif fonksiyonlarinda gorece diizelme saglamak, duygusal ve psikotik
degisikliklerin kontroliinii saglamak ve hastanin hayat kalitesinde artis saglamak i¢in

cesitli tedavi yontemleri uygulanmaktadir (Lle6 ve ark. 2006, Williams 2009).
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Alzheimer Hastaligi’'nin giincel tedavisinde hastanin kognitif bozuklugunu
gidermek icin kullanilan ilaglar etkilerini iki temel mekanizma iizerinden
gostermektedir. Bunlardan ilki hasta grubun beyinlerinde zayifladigi gosterilen
kolinerjik norotransmisyonu giiclendirmektir. Ikinci grup ilaclar ise etkilerini artmis
olan glutaminerjik nérotransmisyonu zayiflatarak gosterirler (Lleo ve ark. 2006, Bassil
ve Grossherg 2009).

Alzheimer hastaliginda kullanilan ilaglarin tedavi etkinligini degerlendirmek
zordur. Ciinkii tedavinin hem kognitif islevlerde hem de giinliik yasam aktivitelerinde
iyilesme gibi klinik olarak g6zlenebilen etkilerinin olmasi gerekir. Asetilkolinesteraz
inhibitdrlerine ek olarak NMDA reseptor antagonisti olan Memantin’in de hastaligin
tedavisinde etkileri gozlenmistir (Hort ve ark 2010). Hafif-orta evrede
asetilkolinesterez inhibitorlerini kullaniriz. Orta-ileri donem Alzheimer hastaliginda

ise Memantin tercih edilir.

2.1.6.1. Asetilkolinesteraz inhibitorleri

Asetilkolinesteraz enzim inhibitorleri Alzheimer hastaliginda ¢cok dnemli bir yere
sahiptir. Cilinkii bellekle iliskili en 6nemli ndrotransmitter asetilkolindir ve bellek
islevlerinde aktif rol alir. Asetil kolin esteraz inhibe edildiginde asetilkolin yikimi
azalir. Sonrasinda asetilkolinin ndronal sinapstaki diizeyini arttirir ve kolinerjik
sinapslardaki etki siiresini uzatir. Asetilkolinesteraz inhibitorlerinin  ¢esitli
fonksiyonlarda olumlu etkisi gdzlenmistir. Hastalarin biligsel fonksiyonlar1 aktif
olarak diizelmistir. Bununla beraber giinliik yasam aktivitelerinde olumlu degisiklikler
goriilmistiir ve hastanin klinik durum iizerinde belirgin olumlu etkileri gozlenmistir.
Asetilkolinesteraz inhibitorleri ile ilgili yapilan calismalarda plasebo etkisine gore
anlamli diizelme goriilmiistiir.

Alzheimer hastaliginda tedavi etkinligi gdsterilmis asetilkolinesteraz inhibitorleri
etkilerini kolinerjik sistem iizerinden gdstermektedir. Bu ilaglarin mekanizmasinda
kolinerjik norotransmisyonu kuvvetlendirirler ve bunu ACh miktarlarmin kolinerjik
sinapslardaki diizeyini arttirarak yapar (Lleo ve ark. 2006, Friedlander ve ark. 2006).
Su ana kadar FDA tarafindan onaylanmis asetilkolin esteraz inhibitorleri ise donepezil,
takrin, rivastigmin ve galantamindir (Bassil ve Grossberg 2009). Takrinin

hepatotoksik ciddi yan etkileri gozlenmistir. Kullanilan hasta grubunun genellikle
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yasli populasyon oldugu da dikkate alininca bu durum ilacin Klinik kullanimini

siirlamaktadir (Kelley ve Petersen 2007).

2.1.6.1.1. Donepezil

Donepezil non-kovalent kolinesteraz inhibitoriidiir. Giiglii, se¢ici, non-kompetitif
ve hizli geri doniistimlii bir inhibitordiir. Bu ilag néronal asetilkolinesteraza selektiftir.
Hastalarda bozulmus konusma algisinin iyilesmesinde etkilidir (Darreh-Shori ve
Soininen 2010) Donepezil, konusma algisina yakindan bagli norobilissel
mekanizmalar1 etkiler Donepezilin en 6nemli 6zelliklerinden biri biyoyararlanim
oranidir. Agiz yoluyla kullanildiginda %100 e yakin biyoyararlanimi vardir. Buna ek
olarak 70 saatlik yar1 0mrii de dikkat cekmektedir. Uzun yar1 omrii ve yliksek
biyoyararlanim sebebiyle giinde tek doz kullanilir. Hastaligin yan etkileri genelde hafif
ya da orta derecedir ve bunlar kalict olmayip gegicidirler. Genelde istahlik, ishal,
bulanti-kusma, yorgunluk, uyku diizensizlikleri ve kaslarda kramplar goriiliir.
Donepezil’e giinliik Smg dozu ile tek doz olarak baslariz. Sonrasinda 4-6 hafta bu
sekilde kullandiktan sonra tekrar kontrol ederiz. Bu kontrol sonrasinda ihtiya¢ halinde
tedaviye 10mg/giin dozundan devam edebiliriz. Donepezili diger asetilkolinestraz
inhibitorleri gibi hafif-orta donem Alzheimerh hastalarda kullaniriz. Bu ¢alismada da

ilag kullanan hastalarimiz donepezil kullanan hastalardan secilmistir.

2.1.6.1.2. Rivastigmin

Rivastigmin, asetilkolinesteraz enzimi psodo-irreversibl olarak inhibe eder.
Rivastigmin tartarat, periferal dokulardakine kiyasla beyin i¢in hem AChE hem de
BuChE selektifini inhibe eden yalanci, geri doniisiimsiiz bir karbamat inhibitoriidiir.
Rivastigminin kortikal ve hipokampal bolgede daha etkin oldugu ileri siiriilmistiir. Bir
karbamat olarak, rivastigmin, neredeyse farmakolojik olarak atil olan ve hizla
bobrekler yoluyla atilan bir fenolik bdliinme iirlinlinii agiga cikaran rivastigmin
molekiiliinii parcalayan AChE'ye baglanir. Karbamat kismi, ACh'nin hidrolizi
sirasinda asetat pargasi i¢in oldugundan daha uzun siire enzimin estetik bolgesine bagh
kalir, boylece enzim, ana molekiil dolasimdan kaybolduktan bir siire sonra inaktive
olur. Bu etki mekanizmasinin bir baska sonucu da, rastastigminin, inaktivasyon veya

eliminasyon i¢in hepatik sitokrom P450 sistemine dayanmamasidir. Rivastigmin
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giinde iki kez olarak kullanilmaktadir. Etkisi yaklasik 10 saat civarindadir. Yapilan
caligmalar 15181nda ilacin giinliik 6-12mg diizeyinde etkili oldugu saptanmustir. {lacin

ek olarak patch seklinde deriden emilen formu da mevcuttur.

2.1.6.1.3. Galantamine

Galantamin (4°a,5,9,10,1,12-heksahidro-3-metoksi-11-metil 6H-benzofurol (3’a,
3,2-ef)(2)-benzazepin-6-0l hidrobromiir) baslangigta bir tersiyer alkaloid idi.
Simdilerde sentetik bir islem gelistirilse de Amaryllidaceae bitkilerinden ve gesitli
nergis tilirlerinden izole edilmistir. Miyastenia gravis, glokom, kas gevsetici
maddelerin uygulamasi gibi fonksiyonel asetilkolin eksikligi ile iliskili bozukluklarin
tedavisi icin Dogu Avrupa'da 40 yildan beri mevcuttur. in vitro ve in vivo ¢alismalar,
galantaminin oral olarak aktif, geri doniisiimlii, rekabet¢i bir beyin AChE inhibitorii
oldugunu onaylamistir. Neredeyse tam oral biyoyararlanimi gosterir, lineer plazma
kinetigi vardir ve tutarli bir yar1 dmre sahiptir. Beyin omurilik sivisina iyi penetrasyon
gosterir. Giinde iki doz olarak kullanilir (Bickel ve ark. 1991). Butirilkolinesteraz
(BuChE) yerine AChE igin segicidir (Fulton ve Benfield 1996). Ayrica, galantamin,
dogal agonist asetilkolin'e submaksimal nikotinik tepkileri allosterik olarak
kuvvetlendirir (Maelicke ve Albuquerque 2000). Nikotinik ndrotransmisyonun bu
artisinin sadece in vitro oldugu gosterilmis, ancak presinaptik nikotinik reseptorlerin
aktivasyonunun AD'de eksik olan ve hafiza ve 6grenme ile ilgili oldugu diisiiniilen
asetilkolin ve glutamat salimimim arttirdigr gosterilmis oldugundan klinik olarak

anlaml1 olabilir (Francis ve ark. 1999)

2.1.6.2. Glutamat Antagonistleri

Alzheimer hastaliginda kullanilan ikinci grup ilaglar glutamat antagonistleridir.
AH’DE goriilen noronal eksitotoksisite, noron kaybi bunun sonucunda gelisen
noronlardaki fonksiyon bozuklugunda glutaminerjik sistem oOnemlidir. Eger
glutaminerjik sistem kronik olarak uyarilirsa buna bagl olarak hiicre ici Ca*?
konsantrasyonu artarsa bu sonuglar goriilebilir (Lleo ve ark. 2006). Memantin ise
Alzheimer hastaliginda gorillen artmis glutamerjik aktivitenin azaltilmasi igin
gelistirilmis non kompetitif NMDA reseptor antagonisttir ve FDA onaylidir (Lle6 ve
ark. 2006, Kelley ve Petersen 2007).
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2.1.6.2.1. Memantin

Alzheimer Hastaligi’nda memantinin terapotik aktivitesinin nérobiyolojik temeli
tam olarak anlasilmamistir. Bununla birlikte, bir kolinesteraz inhibitorii degildir ve bu
nedenle halihazirda AH icin kullanilan ilaglardan farklidir. Memantinin etki
mekanizmasi, hizli bloke edici / blokaj agma kinetigi ile gerilime bagl, diisiik orta
diizeyde afinite, rekabet¢i olmayan bir NMDA reseptorii antagonizmasidir (Danysz ve
ark. 2000). Hizli agma / kapama kinetigi de dnemlidir, ¢iinkii bu, memantinin, reseptor
lizerinde, glutamat reseptorlerinin patolojik olarak aktive edilmesini engelleyecek
kadar uzun siire oturdugu ve daha sonra, glutamat reseptorlerinin fizyolojik
aktivasyonu gerektiginde hizli bir sekilde ortadan kalktig1 anlamina gelir.

Memantin, néronlarda goriilen hiicre oliimiine neden olabilecek ve kognitif
fonksiyonlarda bozukluk yaratabilecek olan anormal glutamat aktivitesinin etkilerini
engeller. Hizli agma / kapama kinetigi ile birlikte diisiik-orta afinite memantin
hareketinin anahtaridir. Clinkii 6grenme ve bellek i¢in gereken NMDA reseptorlerinin
fizyolojik aktivasyonunu korurken asir1 glutamatin etkilerini engeller (Danysz ve ark.
2000). Diger NMDA reseptor antagonistleri gibi, yiiksek konsantrasyonlarda
memantin de 0grenme ve hafizanin altinda olduguna inanilan sinaptik plastisite
mekanizmalarini inhibe eder. Bununla birlikte, daha disiik diizeydeki fakat klinik
olarak ilgili konsantrasyonlarda memantin, sinaptik plastisiteyi destekleyebilir ve
AH’nin hayvan modellemelerinde hafizayi koruyabilir veya arttirabilir (Rogawski ve
Wenk 2003). Ayrica, memantin, kolinerjik néronlarin eksitotoksik yikimina karsi
koruma saglayabilir. Ancak, AH'ye hem kolinerjik hem de glutamaterjik yaklagimlarin
hipotezlere dayandig1 ve kanitlanmadigl unutulmamalidir. NMDA reseptoriine bagl
eksitotoksisite, demansta goriilen ilerleyici noronal kayipta 6nemli bir rol oynar ve
memantinin zayif NMDA reseptorii bloke etme 06zelligi, bunun iizerine hastalik
modifiye edici bir aktivite verebilir. Dahasi, son zamanlarda yapilan in vitro ¢alismalar
memantinin beta-amiloid toksisitesini ortadan kaldirdigini ve muhtemelen {iretimini

inhibe ettigini gostermektedir.
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2.1.6.3. Psikolojik Belirtilerin Tedavisi

Alzheimer hastasi olan bireylerde sadece zihinsel igslevde olan kayiplar i¢in ilag
kullanilmaz. Bu durumun yani sira psikyatrik belirtiler ve davranig degisiklikleri
goriilmektedir. Hastalarda agresyon, ajitasyon gibi durumlar gézlenebilir. Bu amagla
hastalarda antidepresan tedavi verilebilir, antipsikotik ya da sedatif ilaglar
kullanilabilir (Kelley ve Petersen 2007).

2.2. ADAM (Bir Disintegrin ve Metalloproteaz)

Katalitik mekanizmalari, substratlart ve bazi durumlarda ortak inhibitdrlerin
baglanmasindan dolayr matriks metalloproteazlarla yakindan iligkili iki proteinaz
familyas1 vardir. Bunlar ADAM ve ADAMTS (ADAM+ trombospondin) aileleridir
(Fingleton 2007). ADAM enzimleri adamalizin protein ailesinden Zn?*-bagimh
modiiler hiicre ylizeyi proteinleridir (Gooz 2010). Ektodomain hiicre yiizey
proteinlerinin hiicre dis1 bosluga uzanan zar proteinin alani, ekstraseliiler kismidir.
ADAM ailesi transmembrandz proteinlerin ektodomainlerini parcalama veya kirma
kabiliyetleri nedeniyle “sheddazlar (dokiilme / kirilma)” olarak siniflandirilirlar
(Mezentsev ve ark. 2014). Proteolitik siire¢ ile membran proteinlerinin serbest
birakilmasi, pargalanmig substratin aktivitesini diizenleyen posttranslasyonel degisim
olarak islev gortir. "Protein ektodomain sheddaz" olarak adlandirilan bu islem, substrat
proteinini aktive edebilir veya etkisiz hale getirebilir veya fonksiyonel 6zelliklerini
biiyiik dl¢tide degistirebilir (Blobel 2005).

Memeli genomunda, 40 ADAM ve insan genomunda 21 ADAM tanimlanmastir.
Ancak, bu 21 molekiiliin sadece 131 proteolitik olarak aktiftir. ADAM ’lar hem adezif
hem de proteolitik 6zelliklere sahip olabilir ve bu nedenle hiicre adezyonu ve ¢esitli
hiicre yiizeyi molekiillerinin kirilmasinda rol alabilir. Bazi ADAM’ lar hiicre ici
olgunlagma sirasinda metalloenzim domainini kaybeder ve bazilar1 da proteolitik
olarak aktif olmak icin gereken katalitik domaindeki Zn2+-baglayan diziden
(HEXXHXXGXXH) yoksundur (ADAM1-7, 22, 23, 29, 31, 32) (Gooz 2010). Bu
proteolitik olarak inaktif ADAM'’lar, proteolitik kirilma ve dokiilme yoluyla hiicre
yiizeyi molekiillerini aktive etmek yerine adezif 6zellikleriyle hiicre i¢i iletisimde yer

alir.
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21 functional family members of ADAMs (Homo sapiens)

13 8
HEXGHXXGXXHD No protease activity
3 10 4 4
Testis Not testis Testis Not testis
Specific specific Specific specific

ADAM20, 21, 30 ADAMZ, 7,118,283  ADAM11, 22, 23, 32

8
2 Haematopoietic Non haematopoietic
ADAM 8, 28 ADAM9, 10, 12, 15, 17,

18, 33, ADAMDECI

Sekil 2.2.1. Insandaki ADAM ailesinin 21 iiyesinin metalloproteaz aktiviteleri ve ilgili
ekspresyon bolgeleriyle iliskili sema

Sitokin ve biiyiime faktorlerinin sheddazi ile hiicre dis1 veya hiicreler arasi sinyal
mekanizmalarini baglatir. Bu nedenle ADAM ’lar hiicre proliferasyonu ve ¢ogalmasini
belirleyen hiicre sinyallerinin 6nemli mediyatorleridir. ADAM ’lar fizyolojik ve
fizyopatolojik siireclerde dnemli katkiya sahiptir, ¢esitli hastalarin patogenezinde aktif
rol oynayabilir ve bu sebeple ¢esitli hastaliklarda tedavi hedefi olabilirler. Bizde
yaptigimiz ¢aligmada ¢ok fonksiyonlu bir protein ailesi olan ADAM’ lardan ADAM9

‘un Alzheimer patogeneziyle iligkisinin olup olmadigini degerlendirmeyi amacladik.

2.2.1. ADAM9

ADAM’lar arasinda, ADAM9, 10 ve 17'nin APP'yi a-sekretazlar gibi hareket
edere in vitro ayirdigi gosterilmistir (Asai ve ark. 2003). APP, liganddan bagimsiz bir
sekilde RIPping isleminden geger. APP hiicre dis1 alaninin, ya o- ya da B-sekretaz
tarafindan islenmesini takiben y-sekretazlarla intramembran proteolizi izler, ancak,
APP durumunda, hiicre i¢i saliman parcanin hiicre i¢i rolii belirsizligini korur

(Lichtenthaler ve ark. 2011). Bununla birlikte, o-sekretazlar tarafindan {iretilen
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fragmanlar fizyolojik iken, B sekretazlar tarafindan serbest birakilanlar Alzheimer
hastaliginda norotoksik ve anahtar faktorlerdir (O’Brien ve Wong 2011).

RIP, Notch ve APP ile sinirli degildir, ¢ilinkii bu mekanizma, Adam’lar tarafindan
degistirilen diger birka¢ protein igin etkindir. ADAM10, Notch2, Notch3, N- ve E-
kadherin gibi ¢esitli ek proteinlerin RIP islemine aracilik edebilir ve ADAM17,
EpCAM ve ErbB4'lin RIP islemine aracilik edebilir (Rio ve ark. 2000, Maretzky ve
ark. 2005, Reiss ve ark. 2005, Groot ve ark. 2014). Ilging bir sekilde, ADAM'larin
karsilikl1 bir RIP islemi i¢in de kanitlar var. Ornegin, ADAM10'un RIP'si, ADAM9 ile
presenilin intramembran proteolizine dayanarak, niikleer zerrecikler (Tousseyn ve ark.
2009) igerisinde yer alan ADAMI10 hiicre i¢i alaninin (ICD) serbest birakilmasina yol
acabilir. ADAM boliinme bolgeleri genellikle O-glikozilasyon bolgelerine yakindir.

2.2.1.1. ADAMO Yapisi ve Bilesenleri

ADAM ailesi iiyelerinin tek spesifik inhibitorleri, Incyte (Zhou ve ark. 2006)
tarafindan tarif edilen kii¢iik molekiiller ve metaloproteinazlarin (Kveiborg ve ark.
2010), ADAM17 ve 10 'un prodominleri olan modifiye edilmis doku inhibitorii
kullanilarak protein terapotikleridir (Gonzales ve ark. 2004, Moss ve ark. 2007). Bu
nedenle, ADAM9 inhibisyonunda en yiiksek 6zgiilliik derecesini kolayca elde etmek
icin ADAM9'a dayanan bir prodomain yapisimi ifade etmek, yeniden katlamak,
saflastirmak ve incelemek i¢in ¢aligmalar yapildi. Prodomain elde etmek icin ADAM9
ile yapilan inhibisyon caligmalari ile degerlendirildigi gibi uygun sekilde yeniden
katlanmis miligram miktarlarinda bazi parametreler degistirildi. Prodomain'in
ADAMO'un spesifik bir inhibitorii oldugunu ve ADAM9'un ADAM10'un hiicresel
aktivitesini diizenledigini gosterilmistir. Ayrica, proA9, endojen ADAMY katalizinin
spesifik inhibisyonunun, hiicresel deneylerde ADAMI10 substratlarinin dokiilmesini
arttirdigin1 - gostermek i¢in  bir ara¢ olarak da kullamilmigtir. ADAM9'un
inhibisyonunun, ADAMI0 salinimmin onemli oOl¢lide azalmasina yol actig
gosterilmistir (Tousseyn ve ark. 2009, Taylor ve ark. 2009).

TIMP'nin (metaloproteinazlarin doku inhibitorleri) Matris metaloproteinazina
kars1 aktif olmasinin yani sira, ADAM'lara kars1 aktif oldugu gosterilmistir (Brew ve
Nagase 2010). Ilk ADAM17 inhibisyonunun TIMP-3 tarafindan oldugunun

kesfedilmesinden sonra (Amour ve ark. 1998) ilave Adam’larin TIMP'ler tarafindan
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segici olarak inhibe edildigi gosterilmistir. Ornegin, ADAM10, TIMP-1 ve -3 ile
inhibe edilebilir, ancak TIMP-2 ve -4 ile inhibe edilmez ve ADAMS8 ve 9, TIMP'ler
tarafindan inhibisyona hi¢ duyarli degildir (Edwards ve ark. 2008). ADAM9,10 ve -
17 prodominleri, aktive edilmis enzimden salindiktan sonra proteaz aktivitesini inhibe
edebilir (Gonzales ve ark. 2004, Moss ve ark. 2007, 2011). Katalitik ¢inko iyonuna
baglanan, ancak ADAM'lara ve MMP'lere kars1 genis bir inhibe edici spektruma sahip
bir dizi sentetik inhibitor tarif edilmistir. Bu inhibitorlerin cogunlugu hem MMP'leri
hem de ADAM'lar inhibe edebilmesine ragmen, bazilari spesifik Adam’lar igin
nispeten segici idi. Bir 6rnek, ADAMS, 9, 10,17 ve 33'i inhibe eden, ancak ADAM10
ve 17 i¢in daha disiik IC50 ile olan INCB3619'dur (Fridman ve ark. 2007). Diger
sentetik inhibitorler arasinda ADAMY, 10 ve 17 igin belirli bir 6zgiilliikk derecesini
gosteren CGS 27023, GW280264 ve GI1254023 bulunur (Ludwig ve ark. 2005).

2.2.1.2. ADAMO’ un Islevi

Fareler {izerinde yapilan bir ¢calismada ADAM9 eksikligi olan fareler, belirgin bir
gelisme fenotipi gostermez (Weskamp ve ark. 2002), ancak yetiskinlikte dogumdan
20 ay sonra, fareler retina dejeerasyonu gosterir (Parry ve ark. 2009). Bununla birlikte,
ADAM?9'un tiikkenmesi, patolojik uyarimli retina vaskiilarizasyonunda, cilt onariminda
ve melanom biiyiimesinde etkisini gostermistir (Guaiquil ve ark.2009, Mauch ve ark.
2010).

Cesitli insan kanserlerinde artmis ADAMS, 9, 10, 15, 17, 19 ve 28 ifadesi vardir
(Duffy ve ark. 2011, Saftig ve Reiss 2011). ADAMY null mutasyonlari, kalitsal
ilerleyen bir retinal distrofi olan resesif gegisli kalitsal koni-gubuk distrofisi (CRD)
olan ailelerin hastalarinda bulunmustur. Ilging bir sekilde, ADAMY eksikligi olan
farede erigkinlikte retina dejenerasyonu da saptanmistir (Parry ve ark. 2009). Beyinde
amiloid peptidinin birikmesi, Alzheimer hastaliginin gelismesine yol agmaktadir. Alfa
amiloid peptidi, APP B-secretazlar tarafindan islenerek tiretilir, ancak ¢oziiniir bir APP
bi¢imi, amiloid peptidinin ters etkilerine kars1 olan ADAMY, 10 ve 17'nin etkisiyle
tiretilir (Hotoda ve ark. 2002). Bu nedenle, gesitli ¢cinko metaloproteinaz aktivitelerinin
diizenlenmesi, hastaligin tedavisi i¢in olasi alternatif bir tedavi stratejisini temsil

edebilir (Gough ve ark. 2011).
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ADAMI10 noronlarda esansiyel a-sekretaz olarak tanimlandigindan, noronal
ADAMI0 aktivitesinin kontrolii Alzheimer hastaliginin etiyolojisinde biiyiik 6neme
sahiptir (Kuhn ve ark. 2010) ve hiicresel ADAMI10 seviyelerini artirma girisimleri
Alzheimer hastaliginda potansiyel terapotik stratejiler olarak kabul edilmistir
(Lichtenthaler ve ark. 2011). SY5Y ndroblastom hiicrelerinde spesifik proA9-aracili
ADAMD katalitik aktivitesinin inhibisyonunun, proteolitik salinimin1 6nleyerek hiicre
zar1 lizerindeki ADAMI10 aktivitesini diizenledigi gosterilmistir. ADAMI10 i¢in temel
bir sheddaz olan ADAM9'un proA9 inhibisyonu, hiicre bazli analizlerde APP i¢in a-
sekretaz aktivitesinde bir artisa neden olur ve ADAMO9’un inhibe edilmesini savunarak

hiicre dis1 sAPP'nin hiicre dis1 seviyelerini arttirir. (Moss ve ark. 2011)

2.2.1.3. ADAMY Aktivitesi Regiilasyonu

ADAMY9, ADAM15 gibi, endofilin 1 ve SH3PXl'e baglanir. Bu durumda,
etkilesimler bu ADAM!'larin islenmemis, hiicre i¢i formlarini desteklemektedir.
Endofilin I ve SH3PX1'in vezikiil siniflandirmadaki potansiyel fonksiyonu géz 6niine
alindiginda, bu etkilesimlerin ADAM olgunlasmast ve / veya subseliiler
lokalizasyonunun diizenlenmesinde bir rol oynayabilecegi tahmin edilmektedir.
ADAM9 kuyrugunun membran proksimal bdlgesi (Izumi ve ark. 1998), ADAM9'un
kuyrugu, bir veya daha fazla serin ve treonin tortusunda in vitro PKC ile fosforile
edilebilir. PKC'min, ADAM9'un plazma membranindaki spesifik bdlgelere ve
ADAMY9'un fosforilasyonu / aktivasyonu iizerine toplanmasina yardimei oldugu, HB-
EGF dokiilmesinin meydana geldigi MAD2 ve ADAMI17 arasindaki bir iliskiyi
saptamak i¢in 2-hibrid analiz yapildiginda MAD28 ve ADAM9 arasinda (Nelson ve
ark. 1999); MAD2, mil diizenegi kontrol noktas1 mekanizmasinin bir bileseni oldugu
gosterilmistir. MAD2, MAD2B'ye %25 benzerlik gostermektedir. Bu dernekler
ADAM’larin PXXP motifleri bulunan bolgelerinde meydana gelir, ancak MAD'ler
belirgin SH3 alanlarindan yoksundur. Belki de bu iliskilendirmeler, ADAM
fonksiyonunu hiicre dongiisii ile koordine etmekte ya da MAD'lerin SH3 alani igeren
proteinlerin baglanmasi i¢in rekabet ettigi bir diizenleme igleminde rol oynamaktadir

PKC, ADAMOY'un sitoplazmik alani ile dogrudan iliskilidir ve fosforilat yapar
(Izumi ve ark. 1998). ADAMO9'un asir1 ekspresyonu, TPA stimiilasyonunun
yoklugunda HB-EGF dokiilmesini  uyarirken, ADAMO9'un metaloproteaz
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mutantlarinin ekspresyonu TPA tarafindan uyarilan HB-EGF dokiilmesini inhibe eder.
Bununla birlikte, ADAM9 bos farelerden tiiretilen fibroblastlarin hala HB-EGF'yi
isledigi bildirilmistir (Weskamp ve ark. 2002).

2.3. ADAMTS (ADAM+ Trombospondin)

Hiicre-Ekstraseliiler Matriks (ECM) olarak isimlendirdigimiz etkilesim bir¢ok
fizyolojik siiregte 6nemli rol oynar (Rocks ve ark. 2008). Hiicrelere mekanik olarak
destek saglar. Bunun disinda yara iyilesmesi, programlanmis hiicre 6liimii, hiicre gogii
ve embriyogenezde 6nemli bir yere sahiptir (Kuno ve ark. 1997, Kari ve ark. 2004).
ECM’nin 6nemli oldugu durumlar sadece bu fizyolojik siireclerle bitmez. Ayrica
AIDS’ten tiimérlerin metastazina kadar genis bir yelpazedeki patolojik siireclerde de
bu etkilesimler 6nemli bir yere sahiptir (Hatipoglu ve ark. 2009, Hirohata ve ark.
2002). ECM etkilesimin 6nemli rol tistlendigi bu patolojik ve fizyolojik siireglerde
hiicre disinda ve hiicre yiizeyinde bulunan proteazlar 6nemli bir yere sahiptir (Tang ve
Hong 1999, Porter ve ark. 2005, Tang 2001).

ECM proteolitik aktiviteye sahiptir. Bu siirecte ¢ok sayida molekiil gorev alir ve
proteaz aktivitesine sahiptirler. Cesitli protein ailelerine ait bu molekiillerin
gruplandirilmasi domain yapilarina gore olur. Bunlardan ilki serin proteaz grubudur.
Bu grubun iginde iirokinaz, trombin, plazmin ve Doku plazminojen aktivatorii bulunur.
Ikinci olarak ise ¢inko bagimli endopeptidaz olan matriks metalloproteinazlar (MMP)
grubu gelir. Bu grubun 23 tiyesi vardir. Bu ilk iki grup genis spektrumlu proteazlar
olarak tanimlanir. Hem ekstraselliiler matriks yikiminda hem de kanser metastazinda
gorev alirlar. Ugiincii olarak kemik farklilasma protein 1/tolloid ailesini sayabiliriz.
Bunlar da metalloproteinazlardandir. Dordiincii ve son grup ise ADAM grubudur.
Bunlar ayrica MDC (metalloproteaz/disintegrin/sistein) ismiyle de adlandirilirlar.
Transmembran glikoproteinleridir. Proteolizde gorev alirilar ve hiicre-hiicre
adezyonunda onemli bir yere sahiptirler (Tang ve Hong 1999, Tang 2001, Porter ve
ark. 2005, Rocks ve ark. 2008).

ADAM ailesinin iiyesi olan proteinler, Zn-bagimli metalloproteinazlardir. Birden
fazla bolgeye sahiptirler ve hiicre membraninda yer alirlar. "ADAM" kisaltmasi
aslinda bize molekiiliin yapisiyla ilgili bilgi vermektedir. Icerdigi 6nemli iki bolgeyle

ilgili bize bilgi verir. "bir disintegrin ve metalloproteinaz anlami igerdigi bolgelerden
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kaynaklanmaktadir. Adam’lar, yapisinda bulunan bu alanlar araciligiyla,
proteinazlarin ve bununla birlikte adezyon proteinlerinin 6zelliklerini igerirler. ADAM
proteinleri bu 6zellikleri sayesinde diger hiicre yiizeyinde bulunan proteinlerinden
farklilik  gosterir. Hiicrelerin  birbiri ile olan etkilesimi ve hiicre-matriks
etkilesimlerinde aktif rol oynayip énemli bir gorevi oldugunu diisiindiiriir (Tang ve
Hong 1999, Tang 2001, Porter ve ark. 2005).

Giliniimiizde ADAM ailesi proteinleri biiyiik 6l¢iide tanimlanmistir. Sonrasinda
ADAM ile iliskili baska bir protein grubu Kuno ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir. Kuno ve arkadaslar1 farelere bir hiicre hatti enjekte etmislerdir. Bu
sekilde bir kaseksik kolon kanseri semasi meydana getirmislerdir. Sonrasinda
olusturduklar1 bu kanser tiiriinde olan genleri tespit etmislerdir (Kuno ve ark. 1997).
Bu ¢alismayla beraber, trombspondin tip 1 (TSP1) 6zellikleri tasiyan yeni bir protein
tamimlanmistir. Bu grup ADAM ailesinin iyeleriyle ciddi bir sekilde benzerlik
icindedir. Ayrica inflamasyonla alakali oldugu gosterilmistir. Arastirmanin {iyeleri bu
yeni protein ailesini ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs) olarak adlandirmislardir. Adamts’lar ADAM ailesi ile hem
benzerlik gostermekte hem de farkliliklar bulunmaktadir. ADAM proteinlerinin sahip
olduklari biitiin domainleri yapilarinda bulundururlar. ADAM proteinleri gibi hiicre
zarinda yer almazla ve ekstraselliiler matriksten salgilanirlar. Ayrica kendilerine 6zgi
olan TSP1 motifleri de igerirler. Bundan dolayt ADAM grubuna dahil edilmemislerdir
ve yeni bir protein ailesini meydana getirmislerdir. (Kuno ve ark. 1997).

Ik {iye 1997 de bulunduktan sonra bu aileye her gecen giin yeni iiyeler
tanimlanmistir. Bugiin insanda 19 tane ADAMTS geni kanitlanmistir. Bunlardan ii¢
tanesi ADAMTSL(ADAMTS-like) olarak isimlendirilen genlerdir. Bu genler
ADAMTS ile benzer domainlere sahiptir. Bu genler tanimlandiktan sonra
gruplandirma da degismistir. ADAMTS’ler organogenez, hiicre disinda matriksin

sekillenmesi gibi bir¢ok 6nemli olayda gorev yaparlar.

26



Gruplandirilmalart su sekilde yapilmaistir.

Protein dizileri

Substrat tercihi

Domainlerin organizasyonu

Gen dizisi korunmuslugu (Tang ve Hong 1999, Tang 2001, Porter ve ark. 2005, Jones
ve Riley 2005).

Bu bilgilerden sonra bu alt gruplardan bahsedersek: (Sekil 2) (i); ADAMTS2, 3
ve 14 Kolajen N-proteinazlar grubuna aittir. Bu genler prokollajenin kolajene
doniigmesinde gorev yaparlar. N-ucundaki propeptitleri uzaklastirirlar. (i)
ADAMTS], 4, 5, 8, 9, ve 15 ise agrekanazlardandir. Bunlar aagrekanaz aktiviteleri
sayesinde matriks proteoglikani olan agrekanin parcalanmasinda etkilidirler. Ayrica
bu grubun merkezi sinir sisteminde ek bir rolii oldugu tespit edilmistir. MSS’de yogun
sekilde eksprese olan brevikani pargalar. Buna ek olarak kan damarlarinda bulunan
versikani da pargalamaktadir. (iii) ADAMTSI ve 8 ise anjiogenezi inhibe ederler. Son
olarak ise ADAMTS13 (VWFCP) ten bahsedebiliriz. Bu gen von Willebrand
Faktoriinii parcalayan proteaz olarak bilinir. VWF kan pihtilagmas1 homeostazinda

onemli bir yere sahiptir.

ADAMTE-2 Ave 14

vWFCP: ADAMIS-1, 4,
ADAMIS-13 58,7 ve 15

Anglogenesin
inhibisyonu

ADAMT-1 ve 8

Sekil 2.3.1. ADAMTS gen ailesi ve klasifikasyonu
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ADAMTS lerin bahsettigimiz bu islevleri yaninda baska gorevleri de vardir.;
inflamasyonda énemli bir yere sahiptirler. Ayrica organogenez ve fertilitede de etkin
rol oynamaktadirlar. Yapilan son arastirmalara gére birgok kanser tiiriinde ve artritte
de ADAMTS genlerin ekspresyonlari degiskenlik gostermektedir (Jones ve Riley
2005).

apavTs-1 QR 00 Key to domains:

signal peptide
apamTs:2 [ QR 000m o Gk
ADAMTS-3

metalloproteinase domain
disintegrin domain
thrombospondin type 1 motif
| cysteine-rich domain

spacer region

mucin-like domain

protease and lacunin motif’
gon-1-like motif

cubilin motif

ADAMTS+ (I (O]
ADAMTS.s L )
ADAMTs-6 I Q000

ADAMTS-7

bt 100 amino acids

ADAMTS-8

ADAMTS-9

ADAMTS-10

i

ADAMTS-12

ADAMTS-13
Apavrs-14 [ O OC0E
apamts-1s I (Rl 0

ADAMTS-16
ADAMTS-17
ADAMTS-18

ADAMTS-19

ADAMTS-20

Sekil 2.3.2. ADAMTS proteinlerinin yapist
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2.3.1.ADAMTS4
2.3.1.1. ADAMTS4’ iin Yapisi ve Bilesenleri

ECM'deki hyalektanlarin proteolitik bozulmasinin, tiimii spesifik Glu-X baglari
icin bir dereceye kadar glutamil endopeptidaz aktivitesi sergileyen ADAMTS
metaloproteinaz ailesinin bir alt grubunun aktivitesinden kaynaklandig1 goriilmektedir
(X'in en ¢cok Ala veya Gly oldugu ve bu glikozaminoglikanlar yerine siibstitiie edilmis
substratlarda oldugu gozlenmistir). Boylece, ADAMTS 1, -4 ve -5 “agrekanaz”
aktivitesi (Kuno ve ark. 2000, Tortorella ve ark. 1999), ADAMTS 1 ve -4
“versicanase” aktivitesi (Matthews ve ark. 2000) ve ADAMTS4 “brevicanaz”
aktivitesi (Matthews ve ark. 2000) sergiler. Bu grup i¢inde, ADAMTS4'{in her bir alt
tabaka i¢in en yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi goriilmiistiir ve burada bu etkinligi
tanimlamak i¢in “hyalektanaz” teriminin kullanilmasi 6nerilmistir. Ortak substrat
ozgiilliikleriyle uyumlu olan ADAMTS 1, -4 ve -5, olduk¢a yiiksek derecede bir dizi
homolojisi sergiler ve bu baglamda, hepsi prokollajen N olan ikinci bir alt grup olan
ADAMTS2, -3 ve -14'ten olduk¢a farklidir. ADAMTS ailesinin 14 iiyesi simdi
klonlanmig ve bazilar1 eksprese edilmis ve saflagtirilmis olmasmna ragmen, bu
proteinazlarin aktivasyon modu hakkinda iiretilen hicbir bilgi yoktur. Aktif
ADAMTS4 (agrekanaz-1) baslangicta sigir nazal Kartilaj eksplantlarindan bir 62-kDa
ciftli protein olarak saflastirildi ve daha sonra bir furin klevaj bolgesi olan bir
prodomain (rezidii 1-207) iceren bir 837-kalinti protein olarak klonlandi (133).
(Rezidii 208 212), bir katalitik bolge (rezidii 213-440), bir disintegrin benzeri motif
(tortular 441-462), bir trombospondin-1 benzeri motif (rezidii 463 547), bir Cys
bakimindan zengin alan (rezidii 548-694) ve bir C-terminali aralayici alani (rezidi

695-837).
2.3.1.2. ADAMTS4’ iin islevi

Uzerinde calisilan agrekanazlar ADAMTS4 ve ADAMTS5'tir. Bu enzimler,
Glu373-Ala374 baginda ve daha 6nce de belirtilen GAG-baglanma bolgesindeki diger
dort bolgede agrekami pargalamaktadir. Bu diger bdlgelerin in vitro bdliinmesi,
Glu373- Ala374 baginda IGD i¢indeki bolinmeden daha etkili goriinmektedir
(Sugimoto ve ark. 1999). Tiim bu bolgelerde ADAMTS4 ve ADAMTSS ile boliinme

ile liretilen agrekan fragmanlari, agrekan salinimini uyarmak i¢in IL-1 ve tiimor nekroz
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faktorii ile muamele edilmis sigir kikirdak eksplantlarinda tanimlanmustir (Tortorella
ve ark. 2001). ADAMTS4 ve ADAMTSS ayrica, agirlikli olarak merkezi sinir
sisteminde (Matthews ve ark. 2000) ve bununla birlikte kan damarlarinda bulunan
konvansiyonel olarak kondroitin siilfat proteoglikanlar1 brevicani parcalayabilir. C
terminalinde islendiginde, ADAMTS4 ayrica karboksimetillenmis transferrin,
fibromodulin ve dekora kars1 da etkilidir (Kashiwagi ve ark. 2004). ADAMTS4'lin
brevicant bozma kabiliyeti, merkezi sinir sistemi fizyolojisi ve patolojisine neden
olabilir (Nakamura ve ark. 2000): 6rnegin, artan agrekanaz aracili brevikan boliinme,

invaziv gliomalarin bir 6zelligidir (Matthews ve ark. 2000).

Reelin Reeliw -
- e

Plazma membrani

fosforilasyon ﬂ

Sekil 2.3.1.1. ADAMTS'nin Tau iiretimi tizerindeki etkilerinin gdsterimi. Reelin
reseptorlerine baglanir ve fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K) ve protein kinaz B'yi (PKB
/ Akt) aktive eder. Mikrotiibiil stabilize edici protein tau fosforilasyonunu diizenleyen
bir enzim olan glikojen sentaz kinaz 3'de (GSK3p) belirgin bir inhibisyona yol agar.
ADAMTS, Reelin'i sindirdikten sonra, depresyondaki reelin seviyesi, sinyal yolunun

sonunda tau fosforilasyonunu artirabilir.
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2.3.1.3. ADAMTS4 Aktivitesinin Regiilasyonu

ADAMTS protein ailesinin biitlin iiyeleri oncelikle inaktif sekilde yani pre-pro
enzim olarak sentezlenirler. igeriginde su yapilar1 bulundururlar;
Bir pro-domain
Bir metalloproteinaz katalitik domain
Bir sinyal peptid
Sisteinden zengin bir domain
Degisen miktarlarda TS motifi tekrarlar
Bir disintegrin benzeri domain
Merkezi bir TS (trombospondin tip 1) motifi
Bir spacer bolgesi

ADAMTS ailesinde bulunan biitiin {iyeler bu sekiz alana sahiptir. Bu bolgeler
disinda, grubun bazi iyeleri farkli bes alandan biri veya birkagini igerebilirler.
Bahsedilen bu alan her zaman molekiiliin karboksil ucuna yerlesir (Tang ve Hong
1999, Tang 2001, Jones ve Riley 2005).

ADAMTS’lerin gen ifadelerinin diizeyleri birbirinden farkli adimlarda
denetlenmekte ve kontrol edilmektedir ADAMTS4, NF factorB (Bondeson ve ark.
2007,2008) transkripsiyon faktoriine baglidir. Sitokin kaynakli inflamasyon yanitini
inhibe edecek bir terapotik stratejinin, NFxB inhibitoriinde oldugu gibi ADAMTS4'
reseptorleri azaltarak diizenlemesi muhtemeldir. Spesifik doku inhibitorleri olarak
gorev yapan TIMP (Tissue inhibitor of metalloproteinases)’ler matriks proteazlarinin
kontroliinde 6nemli rol oynar. Matriks metalloproteazlarindan olan ADAMTS ‘lerin
aktivitesinin denetiminde de 6nemli bir yerleri vardir. TIMP’ler ADAM proteinlerine
oldugu kadar ADAMTS proteinlerine karst da oldukga segicidirler (Handsley ve
Edwards 2005) Ornek vermek gerekirse TIMP-3, agrekanaz olan ADAMTS4 ve
ADAMTSS ‘i ciddi bir sekilde inhibe eder. Fakat bu genler TIMP-1, -2 ve -4’¢ kars1
ise duyarsizdirlar. Bu TIMP’ler tarafindan inhibe ya da aktive edilemezler (Kashiwagi
ve ark. 2001, Hashimoto ve ark. 2003). ADAMTS1, -4 ve -5’in artritlerde
aktivitelerinin arttigi bilinen bir durumdur. Bu genlerin artmis olan agrekanolitik
aktivitesi katekin galat esterlerince etkin bir sekilde inhibe edilmektedir. Katekin galat
esterleri yesil ¢ayda bulunmaktadir (Vankemmelbeke ve ark. 2003)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii
Bu tez calismasi deneysel klinik bir ¢alisma olup, hastaliklarin patogenezinin
aydinlatilmasinda kullanilan c¢esitli biyobelirteclerin hastalik siireclerinde nasil

degistigini belirmeye dayanan metotlar1 igermektedir.

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklem Secimi

Calismamiz perspektif deneysel bir calismadir. Caligma hasta ve saglikli olmak
tizere 2 gruba ayrildi (n=60). Calismada gruplara dahil edilen katilimei sayis1 giic
analizi yapilarak belirlendi. Daha 6nceki ¢alismalar goz 6niinde bulundurularak hasta
ve kontrol gruplar1 oranlar1 karsilastirildi. %95 gilivenle karar verebilmek i¢in tip I hata
icin 0,05 ve tip II hata i¢in 0,20 seg¢ildi. Dolayisiyla testin giicti %80 olarak belirlendi.
Buna gore anlaml istatistiksel sonuglar elde etmek ve gruplar arasi oranin en az %30
olabilmesi i¢in grup basina diisen minimum denek sayis1 30 olarak belirlendi. Kontrol
grubunun hasta gruplartyla kiyaslamasinin kolaylastirilmast ve istatistiksel olarak
anlaml verilere ulasabilmek icin kontrol grubu sayis1 60 olarak belirlendi. Buna ek
olarak hasta grubu kendi i¢inde iki gruba ayrildi. Benzer demografik 6zelliklere sahip
yeni tan1 almis heniiz ilag tedavisi baglanmamis (n=30), daha 6nceden tanis1 konulmus
ve ilag tedavisi baslanmis hastalara (n=30) ek olarak normal saglikli popiilasyondan

kontrol grubu olarak kan 6rnegi alindi (n=60). Bu kapsamda;

a) 30 yeni tan1 almis ila¢ tedavisi heniiz baslanmamis hasta grubu (Alzheimer)
b) 30 daha 6nceden tan1 almis ve ilag tedavisi kullanan hasta grubu (Donepezil)

¢) 60 saglikli birey (Kontrol) gruplar1 olarak belirlendi

3.3. Veri Toplama

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik, Egitim ve Arastirma Hastanesi ve
Ezine Devlet Hastanesi Noroloji polikliniginde Alzheimer tanis1 konulan, takipleri
devam eden ve yine poliklinige farkli sikayetlerle bagvurmus hastalarin aydinlatilmis

onamlar1 alindiktan sonra her hastadan sar1 kapakli biyokimya tiiplerine 10 ml kan
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alindi. Hastalardan kan alma islemi Alzheimer hastalarinin néroloji poliklinigine
basvurma zamanina gore degismektedir. Hastalardan Kasim 2018-Kasim 2019
tarihini kapsayan zaman araliginda kan alim islemleri devam etmistir. Biitiin kan
toplama islemi bittikten sonra ADAMTS4, ADAMO diizeyleri ve asetilkolin esteraz
aktivitesi ELISA yontemiyle 6lciildii.

3.4. Etik

Bu c¢alisma, 2011-KAEK-27/2018-E.1800111153 numaras: ile Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
19.12.2018 tarih ve 22-01 no’lu karari ile etik kurul onaymi almistir. Ayrica
calismamiz Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan Yiiksek Lisans Tez

Projeleri kapsaminda TYL-2018-2758 kodlu proje ile desteklenmistir.

3.5. Cahismaya Dahil Etme ve Dislama Kriterleri

Calismaya katilimcilar hastaligin prevelansinin arttigi 55 yas tistii bireylerden
goniillii olarak secilmislerdir. Arastirilan konu demans sebepleri arasindan sadece
Alzheimer Hastaligi'm1 kapsadigindan diger demans sebepleri arastirma kapsamina
alinmamuistir. Arastirmada Alzheimer hastalarinin serumunda ADAMTS4 ve ADAMO
diizeylerinin belirlenmesi ve asetilkolinesteraz inhibitorii tedavisinin ADAMTS4 ve
ADAMD seviyelerine olan etkilerinin hastaligin patogenezinin anlagilmasindaki etkisi
arastirlldigl icin dislama kriterleri Onemlidir. Arastirmamiz Canakkale 18 Mart
Universitesi ve Ezine Devlet Hastanesi ndroloji polikliniklerine ayaktan bagvurmus 55
yas Ustii bireyler, Beyin MR veya tomografi goriintiilemesi ve ndropsikolojik
degerlendirme ile Alzheimer tanisi kanitlanmis bireyleri kapsamaktadir.

55 yas altinda olan, aktif enfeksiyon varlig1 olan, gecici iskemik atak geciren
bireyler, son bir yil i¢erisinde derin ven trombozu veya herhangi bir trombotik atak

geciren bireyler ve malignitesi olan bireyler arastirmaya alinmamustir.

3.6. Veri Toplama Yontemi
3.6.1. Kan Alma islemi

Hastadan kan alinabilmesi i¢in oncelikle kimlik dogrulamasi yapilarak on bes

dakika kadar dinlendirildi. Uygun kan tiiplerine dogru etiketleme yapilip yapilmadig:
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kontrol edildi. Calisacagimiz parametreler serumda belirlenebildiginden dolay1 serum
ayirmak i¢in sar1 kapakli jelli biyokimya tiipii se¢ildi. Bilgilendirme yapildiktan sonra
uygun pozisyon saglandi ve kan alinacak damarin birka¢ santim {izerine turnike
uygulandi. %70 alkol ile temizlendi ve kurumasi beklendi. Adaptor uygulandiktan
sonra sar1 kapakli tlip adaptore yerlestirildi ve istenilen miktarda kana ulagincaya kadar
alim devam etti. Turnike ¢ikarildiktan sonra igne damardan ¢ekildi damar kapatildi.
Her bir hastadan 10 ml kan 6rnegi alinip hemen santrifiij edildi. ELISA testleri i¢in;
kullanmadan énce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Ik sulandirmadan sonra tiim
bilesenler hafifce ¢alkalanarak en az 15 dakika bekletildi. Calisma diltisyonlar1 derhal

hazirland1 ve kullanildi.

3.6.2. ELISA Yontemiyle ADAMTS4, ADAMY Seviyeleri ve Asetilkolin Esteraz

Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.6.2.1. ELISA Yontemi

ELISA (Enzyme Linked-Immunosorbent Assay), Enzim immunoassay (EIA)’nin
heterojen bir tiirlidiir. Antijen veya antikor enzimi ile kompleks olusturarak substrati
ile etkilesir ve reaksiyon sonucu bir renk olusur. Olusan rengin optik dansitesi ol¢iiliir
ve elde edilen absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar, saf standartlarin
olusturdugu absorbans-konsantrasyon grafiginden yararlanilarak ekstrapolasyonla
belirlenir. Boylece bir numune i¢indeki enzim, protein veya madde miktar/ miktar

degisimi hesaplanabilir.
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1.  Kuyucuklarin antijenle
kaplanmasi
2. Yikama @

3.  Antikorun eklenmesi

4. Yikama >§—‘ Enzimle isaretli ikincil antikor

5. Enzimle isaretli ikincil

antikorun eklenmesi
6.  Yikama E“H
0L0

@ O
7. Kromojenin eklenmesi OOO
8. Renk degisiminin > Kromojen
Olctilmesi
¢ oo
eo_0

Sekil 3.1. ELISA Yonteminin genel uygulama basamaklari

3.6.2.2. ADAMTS4, ADAMY Seviyeleri ve Asetilkolin Esteraz Enzim
Aktivitesinin Belirlenmesi

Alzheimer hastalariin serum ADAMTS4 seviyelerinin analizi ticari bir kit olan
Abbkine, Inc.-KTE60920, Human adam metallopeptidase with thrombospondin type-
I motif-4 (ADAMTS4) ELISA Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. ADAMTS protein
ailesi agrekanlari, kartilajin biiytik bir kismi1 olan proteoglikanlari, brevikanlari, beyin-
spesifik ekstraseliiler matriks proteinlerini, ndrokanlar1 ve versikanlart indirger.
Caligmamizda kullandigimiz ADAMTS4 kiti sandwich elisa yontemini kullanir.

ADAM9 seviyeleri Abbkine, Inc.- KTE60917, Human a disintegrin and a
metalloprotease 9 (ADAMY) ELISA Kit kullanilarak, kit talimatlarina uygun bir
sekilde belirlendi. ADAMY kiti sandwich elisa yontemini kullanir. ADAM9 ailesinin
tiyeleri yilan zehiri disintegrinleri ile yapisal olarak iliskili zar baglantili proteinlerdir
ve dollenme, kas gelisimi ve noérojenezi de igeren hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimlerini de iceren ¢esitli biyolojik islemlere dahil edilmistir.

Asetilkolin esteraz enzim aktivite seviyeleri, Abbkine, Inc.- KTE60878, Human
acetylcholinesterase (AChE) ELISA Kit kullanilarak belirlenmistir. Kit prosediirii

izlenerek analiz gergeklestirilmistir. Norotransmitter olarak davranan esterize kolin
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bilesiklerini ve asetilkolini pargalayan Onemli bir enzimdir. AChE esas olarak
néromiiskiiler kavsaklarda ve aktivitesinin sinaptik iletimi sonlandirmak i¢in hizmet
verdigi kolinerjik tipteki kimyasal sinapslarda bulunur. Karboksilesteraz enzim

ailesinin bir tiyesidir.

3.6.2.3. Standartlarin Hazirlanmasi

ADAMTSA4 i¢in standartlar 300 pg/ml- 9,375 pg/ml araliginda hazirlandi. Coklu
plakanin ilk alti kuyucuguna sirasiyla 300; 150; 75; 37,5; 18,75; 9,375 pg/ml
konsantrasyonlarinda pipetleme yapildi. ADAMY igin standartlar 16 ng/ml- 0,5 ng/ml
araliginda hazirlandi. Elisa kit igeriginde bulunan antikor kapli ¢oklu plakanin alti
kuyucuguna sirasiyla 16; 8; 4; 2; 1; 0,5 ng/ml konsantrasyonlarinda pipetlendi.
Asetilkolin esteraz enzimi igin ise 2400 nmol/ml- 75 nm/ml araliginda standartlar
hazirland1 ve pipetleme sirasiyla 2400; 1200; 600; 300; 150; 75 nm/mol

konsantrasyonlarinda gergeklestirildi.

3.6.2.4. ELISA Kitlerinin Calisma Prosediirii

Ilk alt1 kuyucuga standartlar (50 pl) eklendikten sonra kor kuyucugu bos birakildi.
Daha sonra her bir kuyucuga kontrol, ilacli-hasta ve ilagsiz-hasta gruplarina ait serum
ornekleri 50 ul hacminde pipetlendi. Orneklerin diliisyona ihtiyaglar1 olup olmadig
belirlendikten sonra hicbir seyreltme islemi yapilmadan isleme devam edildi.
Plakalara immobilize olan 6zgiin antikorlariyla baglanabilmeleri ig¢in 45 dk 37 °C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonra Multiplaka Yikayici Biotek 50 TS Cihazi
kullanilarak, kit prosediiriine uygun olarak her bir kuyucuk 250 ul yitkama tamponu ile
5 kez yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra tiim kuyucuklara 50 ul HRP-
Konjuge Belirleme Antikoru multikanalli pipet vasitasiyla eklendi. 30 dk 37 °C’de
inkiibasyon sagland. Inkiibasyon sonrasinda yikama islemi tekrarlandi. Kromojen
soliisyonlar1 50 pl olarak sirasiyla ¢coklu plakanin her bir kuyucuguna eklendi ve 1sikla
temas1 engellendi. Islem 15 dk 37 °C’de inkiibasyon gerceklestirildikten sonra yine
biitiin kuyucuklara 50 pl olacak sekilde durdurma ¢6zeltisinin eklenmesiyle sona erdi.
Durdurma ¢ozeltisi eklenmesi ile plakada maviden sariya bir renk doniisiimii gézlendi.
Renk degisimi 15 dk icinde Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate

Spectrophotometer cihazi ile 450 nm’de Ol¢iildii ve her bir numunenin absorbans
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degeri kaydedildi. Elde edilen veriler yardimiyla serum orneklerindeki ADAMTS4,
ADAM9 ve Asetilkolin esteraz aktivite seviyeleri her bir Kkitin standart
konsantrasyonuna karsilik gelen absorbanslar kullanilarak ¢izilen konsantrasyon-
absorbans grafigi lizerinden hesaplandi. Yontem iki tekrarli sekilde gerceklestirildi ve

iki galigmanin ortalamasi alindi.

3.6.2.5. Serumda Protein Tayini
Numunelerin protein ve enzim seviyeleri analiz edildikten sonra protein tayini

yapilmistir. Protein tayini Bradford Reagent kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.6.2.6. Bradford Yontemi

Elde edilen serum orneklerinde toplam protein miktarlar1 Bradford yontemine
gore Dbelirlenmistir (Bradford, 1976). Bradford reaktifi, c¢o6zeltideki protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilir. Prosediir, boya, Brilliant Blue G ve
¢ozeltideki proteinler arasinda bir kompleksin olusumuna dayanir. Boya, Protein-boya
kompleksinin 465 ila 595 nm arasinda maksimum absorbsiyon gostermesini saglar.
Absorbsiyon miktart mevcut proteinle orantilidir. Bradford yontemi igin gerekli olan
kimyasal bilesen B6916- Bradford Reagent (3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103
USA) Sigma’dan temin edilmistir. Bradford Reaktifi seyreltme gerektirmez ve mikro,
cok gozlii plaka ve standart analizler i¢in uygundur. Dogrusal konsantrasyon araligi,
standart protein olarak BSA (s1gir serum albiimini) 0,1-1,4 mg/ml proteindir. Kimyasal
prosediiriindeki 96 kuyucuklu plakaya uygun protokolii izlenerek protein tayini

gergeklestirilmistir.

Bradford reaktifi oda sicakligina getirilip yavasca karistirildi. BSA standard:
farkli konsantrasyonlarda hazirlandi. Ilk bes kuyucuga hazirlanan standartlar 5 pl
hacimde eklendi ve bir kuyucuk kor olarak belirlenerek, kor kuyucuguna numune ve
standart icermeyen 5 pl tampon ¢ozelti eklendi. Serum 6rneklerinden her biri ayr1 bir
kuyucuga 5 pl olacak sekilde eklendi ve lizerlerine 250 pl Bradford Reaktifi eklenerek
calkalayicida yaklasik 30 sn karistirildi. Hazirlanan plaka 20 dakika oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edildi. Protein-boya kompleksi 60 dakika stabil kaldigindan

miimkiin oldugunca siire asilmamaya dikkat edildi. 20 dakika sonra tiim numuneler
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icin 595 nm’de absorbans Ol¢iimii gerceklestirildi. Standartlardan elde edilen
konsantrasyon-absorbans degerlerinden standart grafik ¢izildi. Numunelerin protein

konsantrasyonlar1 standart grafiginden yararlanarak mg/ml protein olarak hesaplandi.

3.7. Arastirmanin Simirhhiklar:

Alzheimer hastaliginda ancak beyinde otopsi ile histopatolojik degerlendirmeler
yapildiginda gen ekspresyon ve protein diizeyleri net bir sekilde belirlenmektedir.
Amacimiz kanda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek parametrelere ulagmaktir.
ADAMTS4 ve ADAMD seviyeleri kanda ilk kez belirlendiginden, dislama kriterleri
titiz bir sekilde dikkate alinmig olsa da protein seviyelerini degistiren farkli faktorler
de olabilmektedir. Caligsma ileri asamada hayvan deneyleri ve farkli analiz metotlariyla

desteklenmelidir.

3.8. Verilerin degerlendirilmesi

Calisma sonucunda elde ettigimiz ham verilerin analizi IBM SPSS Statistics 22
programi kullanilarak gergeklestirildi. Tiim sonuglar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde her
bir analiz icin, gruplar arasindaki dagilimin normal olup olmadigi belirlendi.
Gruplarda 6rnek sayis1 en az bir grup icin 50’nin istiinde oldugundan dolay1
Kolmogorov-Smirnov testi segildi. En az iki grup i¢in p<0,05 oldugundan dolayi
gruplar aras1t dagilimin normal olmadigi belirlendi. Buna gore eldeki veriler
degerlendirildiginde Varyans analizi gergeklestirildi. Ug grup oldugundan dolay1 en
uygun test olarak Independent-Sample Kruskal-Wallis testi segildi. Test sonucuna
gére ADAMTS4, ADAMY ve Asetilkolinesteraz icin ki? ve p degerleri belirlendi.
Buna gére ADAMTS4 icin, ki?:38,27, p=0,0001; ADAM9 i¢in ki%:40,176, p=0,0001;
Asetilkolin esteraz igin ki%:24,606; p=0,0001 bulundu (Sekil 4.1.1., Sekil 4.2.1., Sekil
4.3.1.). Protein analizi sonuglar1 ayn1 sekilde degerlendirildi. Ki?:6,928 ve p=0,031
olarak bulundu (Sekil 4.4.1.). Bununla birlikte gruplarin ortalama, standart sapma,
ortanca, minimum, maksimum degerleri belirlendi. p<0,05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ADAMTS4 Seviyeleri ELISA Testi Analiz Sonug¢lar:

ADAMTSS Analini
400,007
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300,00 x
= *
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100,001
: —]
* é
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1,000 2,000 3,000
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Sekil 4.1.1. ADAMTS4 analizi Kruskal-Wallis Testi gruplar arasi anlamlilik
degerlendirmesi (p<0,05)

Gruplar arasinda dagilim normal olmadigr goézlendikten sonra nonparametrik
testlerden bagimsiz drneklerde Kruskal-Wallis testi uygulandi (Sekil 4.1.1). Donepezil
kullanan hastalarin ADAMTS4 seviyelerinin Kontrol grubu ile anlamli fark teskil
etmedigi ve istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,05). Bununla birlikte
yeni tan1 alip heniiz ila¢ baslamamis Alzheimer gurubunda ADAMTS4 seviyelerinin
anlamli 6l¢iide arttigi goriilmektedir. Donepezil grubuna goére fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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ADAMTS4 Standart Grafigi
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Sekil 4.1.2. ADAMTS4 Standart Grafigi

Numuneler icerisinde bulunan ADAMTS4 konsatrasyonlart ADAMTS4’lin saf
protein standartlarindan elde edilen grafik yardimiyla belirlendi ($ekil 4.1.2).

ADAMTS4 Seviyeleri
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Sekil 4.1.3. Kontrol, Donepezil kullanan ve yeni tan1 Alzheimer gruplarinda serum
ADAMTS4 seviyeleri. Yeni tan1 Alzheimer hastalarinda gozlenen deger, kontrol ve
donepezil gruplaniyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli  oldugu

goriilmektedir (p<0,05).
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Gruplar aras1 ortalama ve standart sapma degerleri degerlendirildiginde kontrol,
donepezil ve Alzheimer gruplarinda sirasiyla 13,1244,28; 18,30+7,35 ve
83,91£112,51 pg/ml oldugu goriilmektedir. Maksimum degerler kontrol edildiginde
Alzheimer grubunun maksimumunun 376,48 pg/ml ye ulastigi gbzlenmektedir. Buna
kiyasla donepezil kullanan Alzheimer’li hastada maksimumun 50,51 pg/ml
seviyesinde oldugu belirlenmistir. ila¢ kullanimina bagli olarak ADAMTS4
seviyelerinin ila¢ kullananlarda, ila¢ kullanmayanlara gore anlamli olarak yliksek

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1.3). Tiim degerler Tablo 4.1°de verilmistir.

4.2. ADAMD Seviyeleri ELISA Testi Analiz Sonuclar:

ADAMO Analizi
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Sekil 4.2.1. ADAMY analizi Kruskal-Wallis Testi gruplar arasi anlamlilik
degerlendirmesi (p<0,05)

Gruplar arasinda dagilim normal olmadigi goézlendikten sonra nonparametrik
testlerden bagimsiz orneklerde Kruskal-Wallis testi uygulandi. Donepezil kullanan
hastalarin ADAMY seviyelerinin Kontrol grubuna yakin oldugu ve istatistiksel olarak
anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05). Bununla birlikte yeni tan1 alip heniiz ilag
baslamamis Alzheimer gurubunda ADAMTY seviyelerinin anlamli 6lgiide arttigi
goriilmektedir. Donepezil grubuna gore fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05) (Sekil 4.2.1).
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ADAM?Y Standart Grafigi
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Sekil 4.2.2. ADAM9 Standart Grafigi

Numuneler igerisinde bulunan ADAMS9 konsantrasyonlart ADAMO un saf protein
standartlarindan elde edilen grafik yardimiyla belirlendi (Sekil 4.2.2).

ADAM9 Seviyeleri
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Sekil 4.2.3. Kontrol, Donepezil kullanan ve yeni tan1 Alzheimer gruplarinda serum
ADAMY seviyeleri. Yeni tan1 Alzheimer hastalarinda gozlenen deger, kontrol ve
donepezil gruplaniyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli  oldugu

goriilmektedir (p<0,05).

42



Gruplar aras1 ortalama ve standart sapma degerleri degerlendirildiginde kontrol,
donepezil ve Alzheimer gruplarinda sirasiyla 0,91+£0,23; 1,154+0,30 ve 4,69+5,39
ng/ml oldugu goriilmektedir. Maksimum degerler kontrol edildiginde Alzheimer
grubunun maksimumunun 18,09 ng/ml’ ye ulastigi gozlenmektedir. Buna kiyasla
donepezil kullanan Alzheimer’l1 hastada maksimumun 2,13 ng/ml seviyesinde oldugu
belirlenmistir. Ila¢ kullanimina bagl olarak ADAMO seviyelerinin ilag kullananlarda,
ilag kullanmayanlara gore anlamli olarak yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2.3).

Tiim degerler Tablo 4.1°de verilmistir.

4.3. Asetilkolin Esteraz Aktivitesi ELISA Testi Analiz Sonuclari

Asetilkolinesteraz Analizi
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Sekil 4.3.1. Asetilkolin esteraz analizi Kruskal-Wallis Testi gruplar arasi anlamlilik

degerlendirmesi (p<0,05)

Gruplar arasinda dagilimin normal olmadig1 goézlendikten sonra nonparametrik
testlerden bagimsiz orneklerde Kruskal-Wallis testi uygulandi. Donepezil kullanan
hastalarin Asetilkolin esteraz seviyelerinin Kontrol grubuna yakin oldugu ve
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05). Bununla birlikte yeni tan1 alip
heniiz ilag baglamamis Alzheimer gurubunda Asetilkolin esteraz seviyelerinin anlamli

Ol¢iide artt1g1 goriilmektedir. Donepezil grubuna gore fark istatistiksel olarak anlamli
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bulunmustur (p<0,05). Alinan ilacin Asetilkolin esterazi inhibe ettiini ve serum

seviyelerini sdylemek dogru olacaktir (Sekil 4.3.1).

Asetilkolin Esteraz Standart Grafigi
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Sekil 4.3.2. Asetilkolin Esteraz Standart Grafigi

Numuneler igerisinde bulunan Asetilkolin esteraz konsantrasyonlar1 Asetilkolin
esterazin saf protein standartlarindan elde edilen grafik yardimiyla belirlendi (Sekil
4.3.2).

Asetilkolin Esteraz Aktiviteleri
2000 *

1500

1000

nmol/ml

500

,

Kontrol Donepezil Alzheimer

Sekil 4.3.3. Kontrol, Donepezil kullanan ve yeni tam1 Alzheimer gruplarinda serum
Asetilkolin esteraz seviyeleri. Yeni tan1 Alzheimer hastalarinda gozlenen deger, kontrol ve

donepezil gruplaryla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir
(p<0,05).
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Gruplar aras1 ortalama ve standart sapma degerleri degerlendirildiginde kontrol,
donepezil ve Alzheimer gruplarinda sirasiyla 204,90+71,22; 238,72+£143,96 ve
755,57£790,38 nmol/ml oldugu goriilmektedir. Maksimum degerler kontrol
edildiginde Alzheimer grubunun maksimumunun 2839,17 nmol/ml’ ye ulastigi
gozlenmektedir. Buna kiyasla donepezil kullanan Alzheimer’l1 hastada maksimumun
724,17 nmol/ml seviyesine diistiigii belirlenmistir. ila¢ kullanimina bagl olarak
Asetilkolin esteraz seviyelerinin ilag kullananlarda, ila¢ kullanmayanlara gore anlamli
olarak yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3.3). Tim degerler Tablo 4.1°de

verilmigtir.

4.4. Bradford Protein Tayini Sonug¢lar:

Protein Analizi
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Sekil 4.4.1. Protein analizi Kruskal-Wallis Testi gruplar arast anlamlilik

degerlendirmesi (p<0,05)
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BSA Standart Grafigi
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Sekil 4.4.2. Bovine Serum Albumin (BSA) Standart Protein Grafigi

Serum numuneleri i¢indeki protein seviyeleri Bradford yontemi ile BSA standart
grafigi tlizerinden hesaplanmistir (Sekil 4.4.2). Protein degerleri Tablo 4.1°de
gosterilmistir.

Tablo 4.1. ADAMTS4, ADAMY ve Asetilkolin Esteraz seviyeleri gruplar arasi

ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve maksimum degerleri

ADAMTS4 ADAM9 AChE Protein
(pg/ml) (ng/ml) (nmol/ml) (mg/ml)
Ortalama Kontrol 13,12+4.28 0,91+0,23 204,90+71,22  2,33+0,56
Donepezil 18,30+7,35 1,15+0,30 238,72+143,96  2,35+0,39
95 Alzheimer 83,91£112,51 4,69+5,39 755,57£790,38  2,31+0,97
Kontrol 12,60 0,85 181,50 -
Ortanca Donepezil 17,12 1,06 198,05 -
Alzheimer 24,65 2,25 379,16 -
Kontrol 8,04 0,62 112,33 -
Minimum Donepezil 12,20 0,72 69,17 -
Alzheimer 14,23 1,04 210,05 -
Kontrol 28,03 1,48 369,33 -
Donepezil 50,51 2,13 724,17 -
Maksimum  Alzheimer 376,48 18,09 2839,17 -
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5. TARTISMA

Demansin en yaygin sekli olan Alzheimer hastaligi, hafiza kaybina yol agan
dejeneratif bir bozukluktur (Alzheimer Association, 2010). Hastaligin iki ana formu
vardir. 65 yasindan kiigiik olanlarda genellikle ailesel AD goriiliirken, vakalarin geri
kalan1 65 yas lstii erigskinlerde goriilen sporadik AD olarak adlandirilan tiiriidiir.
Alzheimer prevalansi yas, eslik eden cesitli hastaliklar, genetik ve egitim diizeyi gibi
birgok farkli faktor arasinda degismektedir. Otopsi yapmadan Alzheimer Hastaligi’ni
kesin olarak teshis etmenin giivenilir net bir yolu yoktur. Ancak MRI goriintiileme ile
birlikte Alzheimer tanis1 konumu saglanabilmektedir. AD igin iyilestirici bir tedavi
yoktur. Bununla birlikte ¢esitli ilaglar hastaligin seyrini yavaslatmada etkili olsa da
patogenezi tam olarak aydinlatilamadigindan dolay1 ancak erken teshis ve tedavi igin
umut verici aragtirma ve gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.

Calismamizda daha 6nce kanda belirte¢ olarak denenmemis ancak beyinde RNA
ve protein ekspresyonlar1 bulunan ADAMTS4 ve ADAM9’un Alzheimer Hastaliginda
serum seviyelerinin nasil degistigini; hastalikla iligkili olan asetilkolinesteraz enzim
seviyeleri ile iligkisini; bir asetilkolin esteraz inhibitoérii olan Donepezil kullanan
hastalarda tedavi siireci ile birlikte ADAMTS4 ve ADAMO seviyelerinin nasil
etkilendigini ve yine ilaca bagl asetilkolin esteraz enzim aktivitesi degisimi ile birlikte
bu protein seviyelerinin iliskisi arastirdik.

ADAM9, ADAM B alt grubuna dahil olan bir gen-protein grubudur. Dort gen
iceren bu alt ailede, ADAM2, ADAM18, ADAM32 ve ADAMO bulunmaktadir (Sekil
5.1.). Bu alt ailede genlerin ilk ii¢linde peptidaz aktivitesi yoktur ve sperm gelisimi ve
dollenme ile iliskilidir (Frayne ve ark. 2002). ADAMY, bu alt ailede potansiyel iceren
tek gendir ve CT'sinde SH3 baglanma bdlgelerine sahiptir. Ayrica amiloid oncii
proteinini (APP) amiloidojenik olmayan yolda isleyen a-sekretaz aktiviteli proteindir.
Potansiyel olarak beyni plaklarin olusumunu engellemeye yonelik calisarak
Alzheimer’a karsi hareket eder. ADAM9 promotor bolgesindeki polimorfizmler
ailesel olmayan AD’e kars1 koruma ile iligkilidir (Cong ve Jia 2009). Calismamizda
ADAMY protein seviyelerinin yeni tam1 almis Alzheimer hastalarinda yiiksek

bulunmasi, ADAM9’un APP olusumunu engellemeye yonelik ekspresyonunun
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arttigint gostermektedir. Bununla birlikte Donepezil kullanan hastalarin ADAM9
seviyeleri incelendiginde ADAMOY protein seviyelerinin azaldig1 goriilmektedir. Ilag
kullanimi ile birlikte ADAMY seviyeleri normal salgilandigi seviyeye geri

donmektedir diye diistinmekteyiz.
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Sekil 5.1. insanin varsayilan islevsel ADAM ve ADAMTS protein kodlayici genlerin
kiimelenme dendrogrami. Dendrogram, ClustalW ve bilinen peptit sekanslar

kullanilarak olusturulmustur.
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ADAMTS4, ADAMTS A alt ailesine aittir ve bu alt aile icinde ADAMTS4 ile
iliskili ADAMTSI ve diger bes tiye bulunmaktadir (Sekil 5.1). Trombospondin igeren
bu gruplar, yapisal olarak hiicre ylizeylerine ve heparan siilfat, proteoglikanlar,
fibronektin, laminin ve kollajen gibi matris makromolekiillere baglanir (Bornstein
1992). Ekstraseliiler matriksin (ECM) kolajen, versican ve aggrekan gibi yapisal
proteinleri ADAMTS proteazlar tarafindan bozundugu belirlenmistir (Levy ve ark.
2005). Matris metaloproteinazlarin bir iiyesi olarak ADAMTS, ECM'nin bozunmasi /
onarilmasinda kritik bir rol oynar. ADAMTS peptidaz enzimlerinin temel substratlari,
Santral sinir sisteminin (SSS) ECM'nin toplam ayrilmaz bilesenleri oldugu bilinen
brevikan, versikan ve agrekan dahil toplayict kondroitin siilfat proteoglikanlardir
(CSPG) (YYamaguchi 2000, Galtrey ve Fawcett 2007). SSS’deki ADAMTS
proteoglikanaz rollerinin noroplastiklik, inflamasyon, rejenerasyon, remiyelinasyon,
nororepair (CSPG degradasyonu) ve anjiyogenez gibi fizyolojik ve patolojik oldugu
ileri siiriilmektedir (Lemarchant ve ark. 2013). ECM, SSS'in yapisal ve fonksiyonel
gelisimi ve bakimi i¢in 6nemlidir. Calismalarda ADAMTS4 ile CSPG'lerin bozulmasi
aksonyenilenmesi inhibisyonunun iistesinden geldigini ve proteolitik bir mekanizma
yoluyla nérit biiyiimesini destekledigini gostermistir (Cua ve ark. 2013). ADAMTS4
fosfor birikiminde bir azalmaya neden oldugu ve ADAMTS4 si¢an ndron kiiltiiriinde
norit bliylimesini arttirdig1 gozlenmistir (Hamel ve ark. 2008). SSS hasarindaki matris
olaylar1 ile yiriitilen bir baska c¢alismada, ADAMTS] ve ADAMTS4
transkripsiyonunun ve protein ekspresyonunun, IL-1'e yanit olarak astrosit kiiltiiriinde
uyarildigin1 diislindiirmektedir. Bu nedenle, temel agrekanez ADAMTS1 ve
ADAMTSA4, yaralanmanin erken evresinde artan proteoglikan bozulmasindan sorumlu
adaylar olarak gosterilmistir (Abali ve ark. 2014). Yaptigimiz ¢calismada ADAMTS4
seviyelerinin hastaligin ilk asamasinda yeni tani almis Alzheimer grubunda artmasi
literatiirdeki ¢alismalarla ortiismektedir. Bununla birlikte asetilkolin esteraz inhibitorii
olarak kullanilan Donepezil alan hasta grubunda ADAMTS4 seviyelerindeki azalma
tedavi ile birlikte proteoglikanlarin korundugunu da diisiindiirmekte, bununla birlikte
hasar diizeyinin yeni tamiya gore degerlendirilmesinde kullamilabilir oldugunu

gostermektedir.
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Multiple Skleroz (MS) hastalarinda yapilan bir incelemede ADAMTS4’iin
ekspresyonunun agirlikli olarak MS lezyonlarinda ekspresyonu yiiksek olan astrositler
ile iligkili oldugu bulunmustur (Haddock ve ark. 2006). Yine Ajmo ve ark. (2008)
yaptig1 bir calismada ADAMTS4 seviyelerinin ile SSS’de bozulmus brevikan
pargalarinin lokalizasyonu ile iliskili oldugu bulunmustur. ADAMTS4 seviyelerinin
Alzheimer grubunda tedavi grubuna gore anlamli derecede artist hastaligin patogenezi
ile yorumlanabilmektedir.

Reelin ekspresyonunun azalmasina bagli olarak yapilan bir ¢alismada Reelin
eksikligi olan transgenik AD farelerde Tau fosforilasyonunu ve hipokampal
formasyonda karigikligr arttirmak icin yeterli olan amiloidjenik APP isleme ve
amiloid-birikimiyle iliskili sinaptik disfonksiyon {izerinde onemli bir etkiye sahip
oldugu goriilmiistiir (Kocherhans ve ark. 2010). Botella-Lopez ve ark. (2006) AD
hastalarinin BOS'unda proteolitik Reelin fragmanlarinin Western blot tarafindan
kontrol edilen deneklere kiyasla arttigini bildirmistir. ADAMTS4 (aggrekanaz-1) ve -
5 (aggrekanaz-1), AD ile transgenik farelerde hem C- hem de N-terminal klevaj
bolgesinde Reelin'i kestigi belirlenmistir. Baska bir ¢calisma, ADAMTS4'liin Reelin'i
izoforma 6zgii bir sekilde pargaladigini bildirmistir. ADAMTS4 izoformlarinin sadece
p50 N-terminal bolgesini ve p75 her iki bolgeyi de boldiigl gorilmiistiir (Hisanaga ve
ark. 2012). Bu sonuglar, Reelin eksikliginin Tau'nun fosforilasyonu ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar fosforilasyon hipotezini
desteklemektedir.

Nardilisin {izerine yapilan bir ¢aligmada, nardilisin’in ADAM10 ve 17’nin a-
sekretaz aktivitesini arttirdigi, boylece muhtemelen amiloid Oncli proteininden
amiloidojenik fragmanlarin azaltilmasina katkida bulundugu bulunmustur (Bernstein
ve ark. 2009). ADAM10 ve ADAM17 normal yasli beynin kortikal bolgelerinde,
Alzheimer hastaliginda proteaz ifade eden ndronlarin sayisini arttirmigtir. Noronlarin
onemli bir kisminin, nardilisini ADAMI10 veya ADAM17 ile birlikte eksprese ettigi
goriilmiistiir. ADAMI10 ve 17 inflamasyon baslica olmak iizere sitokin ekpresyonuyla
iligkili oldugundan, IL-1 aracili olarak ADAMTS4 seviyelerinin artis1 ve bununla
birlikte amiloid protein birikimine baglit ADAMO seviyelerindeki artisin koruyucu etki

sebebiyle, ger¢eklesen inflamasyona yanit oldugu séylenebilmektedir.
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Asetilkolin esteraz inhibitorlerinin noroblastoma hiicre hattinda ADAMI10
tizerinde etkilerinin belirlendigi bir calismada, Donepezilin ilging bir sekilde, muamele
edilmis hiicreleri, zar bélmelerinde ADAM 10 seviyelerini arttirdigini gostermistir. Bu
etki, tunikamisin veya brefeldin ile on muamele ile onlenmis bu da donepezilin
ADAM10'un olgunlagmasint etkiledigini disiindiirmektedir. Donepezil'in etksi,
sadece AChE inhibisyonunu degil, ayn1 zamanda iki énemli AD patogenezinin, yani
APP ve alfa sekretazin metabolizmasini igeren ¢oklu mekanizmalar yoluyla ortaya
cikarmasidir. Hem AChE hem de muskarinik reseptorleri eksprese eden farklilagmis
noroblastom hiicre hatlarinda donepezil, AChE aktivitesini dnemli 6l¢iide inhibe etmis
ve sAPPa'nin sadece muskarinik reseptdr yolu yoluyla degil, ayn1 zamanda hem
insandaki metabolik yolunu hem de TACE ve ADAM10 aktivitesini dogrudan artirdig:
gbézlenmistir (Zimmermann ve ark. 2004). Yaptigimiz ¢alismada ADAM9
seviyelerinin Donepezil grubunda azalmasi, ADAMI10 seviyelerinin artmastyla iligkili
oldugu sonucu ¢ikarmaktadir.

Merkezi sinir sistemini etkileyen bakteriyel menenjit vakalarinda MMP'ler ve
ADAM'lar noroinflamasyon ve néronal gelisim sirasinda merkezi diizenleyiciler ve
aracilar oldugundan hasarin 6nlenmesinin, bu enzimlerin inhibisyonu akut enfeksiyon
sirasinda umut verici olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte gelisen multipl skleroz
hasarinda ADAM10 ve ADAMI17 seviyelerine bagli inflamasyonun azaldig1 ortaya
konmustur. ADAMY seviyeleri ve yine plak gelisimi agisindan ADAMTS4 seviyeleri
degerlendirildiginde literatiirle iligkili sonuglarin elde edildigi goriilmektedir.

Fadl ve ark. (2009)’nin ratlarda yaptigi bir ¢alismada AICIl3 uygulamasinin
beyindeki disintegrin ve metaloproteinaz domeni 9 (ADAMDY) ile bir disintegrin ve
metaloproteinaz domeni 10 (ADAM10) genlerinin ekspresyon seviyelerinde dnemli
bir diisiise neden oldugu goriilmiistiir. AD'nin sigan modelinin beyin dokusunun
histolojik arastirmasi, hipokampusta ndronal dejenerasyon ve hiicresel ve hiicresel
amiloid plak olusumu ile fokal hiyalinoz gosterdigi belirlenmistir. Serrapeptaz ve
nattokinaz 45 giin boyunca giinliik AD sican modeline oral yoldan verilmesi beyin
AchE aktivitesi, TGF-y ve IL-6 seviyelerinde 6nemli bir azalmayla sonuglanmuistir.
Ayrica, bu enzimlerle yapilan muamele, muamele edilmemis AD ile indiiklenen
sicanlara kiyasla BDNF ve IGF-1 seviyelerinde 6nemli bir artis saglamistir. Hem SP
hem de NK, tedavi edilen sicanlarin beyin dokusundaki ADAM9 ve ADAMI10
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genlerinin ekspresyon seviyelerini belirgin sekilde artirabilecegi 6n goriilmistiir.
Calismamizda Donepezil tedavisi alan hastalarin ADAMSY seviyeleri incelendiginde,
inhibitor etkisiyle asetilkolin esteraz aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir. Ancak ADAM9
seviyelerinde ise bir azalma goriilmiistiir. Bunun nedenini hastaligin ilk evrelerinde
ADAMD seviyelerinin koruyucu etkiyle aktivitesinin artmasina baglamaktayiz.

Literatiirdeki ¢aligmalar ¢ogunlukla inflamasyona yonelik ADAMIO0 ve
ADAMI17 seviyeleriyle iliskili olarak degerlendirildiginden elde edilen verilerin
sekretaz  aktivitesi  iligkili =~ yorumlanmasi  bu  proteinlerin  varligiyla
yorumlanabilmektedir.

Wang ve ark. (2016)’da amiloid prekiirsdr proteinin amilodojenik olmayan
diizenlenmesiyle ilgili ¢alismasinda amiloidojenik olmayan a-sekretaz aktivasyonu
gosteren ADAMI17, ADAM10 ve ADAMO genlerinden, ADAM10'un konstitiitif APP
klevaji gerceklestirmesine ragmen, ADAM17 ve ADAMO9'un diizenlenmis isleme
yonelik  olduklarin1  belirtmislerdir. Bu nedenle, a-sekretaz aktivitesinin
desteklenmesinin AD'ye karst tam bir noroproteksiyon sagladigmmi ve Ap'yi
hafifletmede uygun bir strateji olarak ortaya ¢iktigin1 gdstermislerdir. Bu sonuglar
yaptigimiz c¢alismada ADAMY seviyelerinin degisiminin kanit1 olarak kabul
edilebilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda amacimiz ADAM9 ve ADAMTS4 seviyelerinin ila¢ kullanimiyla
birlikte asetilkolin esteraz seviyeleriyle iliskisini belirlemek dolayisiyla Alzheimer
hastaliginda ADAMTS4 ve ADAM9 seviyelerinin nasil degistigini belirlemekti.
Donepezil asetilkolin esteraz inhibitoérii oldugundan dolayr asetilkolin esteraz
seviyelerindeki azalma calismamizla korelasyon gostermistir. Literatiirdeki
calismalarla degerlendirildiginde ADAMY9 ve ADAMTS4 seviyelerinin Alzheimer
grubunda artmasi, diger c¢aligmalarla Ortlisiirken; bazi calismalarda miktarlarin
azaldigina yonelik farkli yaklagimlarin oldugu goriilmiistiir. Serum ADAMTS4 ve
ADAMO seviye degisimlerinin beyin dokusundan farkli ¢ikmasi, gen ekspresyon
diizenlemelerinin ve farkli parametrelere karsi farkli cevaplarin elde edildigini
gostermektedir. Calisma sonuglarimizdan elde ettigimiz veriler ilk kez kanda ELISA
yontemiyle belirlendiginden sinirliliklar arz edebilmektedir. Caligmalarin hayvan
deneyleri ile teyiti Onem arz etmektedir. Beyin dokularmin histopatolojik
degerlendirilmesi ve serum degerlerinin birlikte incelenmesi ¢alismanin sonuglarinin
netlesmesi acisindan onemlidir. ADAMY ve 6zellikle ADAMTS4 iizerine yapilan
caligmalar literatlirde yeterli degildir. Ancak elde ettigimiz veriler literatiire farkli

yaklasimlar kazandiracak niteliktedir.
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tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de cimlenin en sonunda Erigim adresi ve

Erigim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Caligmanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en arkasma konmalidir.

NERNIENENANANANANEN NN

Tarih: 2{ 7 O}/ 2020 Tarih: 21/ 01/ 2020

Mehmet Ali YILMAZ Dog¢. Dr. M. Hilal
sEHi};oGLU
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SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLI TEZ YAZIM KONTROL

LISTESI
KONTROL BASLIGI OGRENCI | DANISMAN

Tez yaziminda kullanilan yazi tipi 'xzﬁjYGUN wOYGUN
Sayfa kenar bosluklari @UYGUN w(YGUN
Kapak sayfasi diizeni tzUYGUN wYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni 120YGUN \w(YGUN
Onay sayfas1 diizeni 20YGUN w(YGUN
Beyan sayfasi icerigi ve diizeni LAUYGUN PFUYGUN
Igindekiler sayfasi diizeni i Z#UYGUN 1#wUYGUN
Tesekkiir sayfasi L#0YGUN aUYGUN
Tiirkce 6zet wUYGUN wUYGUN
Ingilizce dzet AUYGUN #OYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini wUOYGUN WOYGUN
Sekiller dizini 12UYGUN &@(JYGUN
Tablolar dizini VEUYGUN CYYGUN
Tezin 6n sayfalarimin siralamasi LaUYGUN 0YGUN
On sayfalarin numaralandiriimasi L#UYGUN w0YGUN
Sayfalarinin numaralandirilmasi La0YGUN @(fYGUN
Basliklarinin numaralandirilmasi \,szYGUN 0YGUN
Sekil, resim ve tablo UYGUN Z0YGUN
numaralandirmasi

Yontem ve Gereg vfUYGUN EUYGUN
Bulgular LAUYGUN (#Z0YGUN
Tartisma AUYGUN wUIYGUN
Sonug ve Oneriler L AUYGUN wUIYGUN
Kaynaklar Lz0YGUN 170YGUN
Atiflar (almt1 ve géndermeler) i Z0YGUN j7Z0YGUN
Ekler (etik kurul onay1, vs) { #0YGUN (v ZUYGUN
Tez plani L0YGUN 1#0YGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) L #0YGUN (2UYGUN
Kagit ve baski 6zelligi [,m’GYGUN 0 YGUN
Tezin son seklinin elektronik ‘/ﬁﬁYGUN #UYGUN

kopyasi

Tarih: 2‘ / &'-’l /2020

Tarih: 24/‘.9.? /2020

Do¢.Dr. M Hilal SEHITOGLU

e




T.C.
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI REKTORLUGU
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Say1 : 18920478-050.04.04-E.1800186499 21/12/2018
Konu : Basvuru Incelemesi (Dog. Dr. M.
Hilal SEHITOGLU)

Sayin Dog. Dr. Miiserref Hilal SEHITOGLU

Yiiritiiciiliigiiniic yapmis oldugunuz "Alzheimer Hastaliginda ADAMTS4, ADAM9
Proteinlerinin Rolii ve Asetilkolinesteraz Aktivitesi ile Iliskisi" baslikli 2011-KAEK-27/2018-
E.1800111153 no’lu projeniz ile ilgili olarak Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun almis oldugu
19.12.2018 tarih ve 22-01 no’lu karar1 asagidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Karar Tarihi: 19.12.2018
Karar No: 2018-22

Karar01)2011-KAEK-27/2018-E.1800111153 no’lu arastirma ile ilgili olarak, proje yiirtitiiciisii
Dog. Dr. M. Hilal SEHITOGLU'un ¢alismas1 Etik Kurul tarafindan degerlendirilmis olup;
yapilan oylamada “ETIK KURUL ONAYINI ALIR” karar1 verilmistir.

P—f??‘?;j’ﬁfaf/dé‘*

Prof. Dr. Oztiirk OZDEMIR
Kurul Bagkan

Belge Dogrulamak Igin: https://ubys.comu.edu.trt/ERMS/Record/ConfirmationPage/Index adresinden PDATFUC kodu girerek belgeyi dogrulayabilirsiniz.

Adres : Onsekiz Mart Universitesi Terzioglu Yerleskesi Bilgi igin irtibat : Faize Oturan - Sekreter
Canakkale

Telefon

Belgegeger No :
e-posta : faizeoturan@comu.edu.tr Internet Adresi :

1800186499 numarali belge, 5070 sayili Elektronik Imza Kanununun 5. maddesi geregince Oztiirk Ozdemir tarafindan21.12.2018 tarihinde giivenli elektronik imza ile
imzalanmistir.



