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ONSOZ

Bu arastirma Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda
yilksek lisans tezi olarak hazirlanmigtir. Calismada Alzheimer hastalarinin

plazmasinda nitrik oksit diizeyleri arastirilmistir.

Bu calismanin her agamasinda higbir yardim ve destegini esirgemeyen, bilimsel katki
ve Onerileri ile bana yol gdsteren, ¢alismami yiirlitme ve sonuglandirma konusunda
olumlu elestirileri ile beni yonlendiren danisman hocam, Sayin Yrd. Dog. Dr. Aysel
GUVEN’e,

Alzheimer hastalarinin bize yonlendirilmesinde yardime1 olan Yrd. Dog. Selen Ilhan
Alp’e, deney yapim asamasinda her tiirlii destegi saglayan, calismamin her
asamasinda yardimlarini gordiigiim Yrd. Dog. Dr. Onur ATAKISI’ ye, Istatistiksel
hesaplamalarda yardimini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Baris Oztiirk’e tesekkiirlerimi
bir borg bilirim.

Ayrica benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen aileme, deney yapim

asamasinda yardimci olan tiim yiiksek lisans arkadaslarima tesekkiir ederim. .

Kars-2010 Kezban YILDIZ DALGINLI
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OZET

ALZHEIMER HASTALARININ PLAZMASINDA NiTRiK OKSIiT(NO)
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Yagsla iligkili norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastaligi son yillarda artig
gosteren Onemli bir saglik sorunu olarak goriilmektedir. Hastalik {izerinde genetik,
fizyolojik, cevresel, sosyal, biyokimyasal ve diger faktorlerin rol oynadig
diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada Alzheimer hastalarimin plazmasinda NO diizeylerinin arastirilmasi
hedeflenmistir.

Calismada Kars yoresinde yasayan yaslari 65 ve 79 arasinda degisen 15 saglikli ve
15 Alzheimer hastas: segildi. Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji servisinde
Alzheimer teshisi konulmus olan hastalardan kan Ornekleri alinmadan Once
Standardize Mini Mental Test (SMMT ) ve Klinik Demans Evreleme Olcegi
uygulandi.

Daha sonra plazma NO diizeylerine bakildi. Saglikli ve Alzheimer’l1 gruplarda kan

plazma NO ( p<0.01 ) diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Anahtar sozciikler: Alzheimer hastaligi, Nitrik oksit (NO).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF NITRIC OXIDE (NO) LEVELS IN THE PLASMA OF
ALZHEIMER PATIENTS

An age-related neurodegenerative disease, Alzheimer, is seen to be an increasing
major health problem in recent years. On disease, genetic, physiological,
environmental, social, biochemical, and other factors are thought to play a role.

In this study, it is aimed to investigate NO levels in the plasma of Alzheimer patients.
15 healthy people and 15 Alzheimer patients, whose ages ranged from 65 and 79 and
who are living in the region of Kars, are chosen in this study. Standardize Mini
Mental Test (SMMMT) and Clinical Dementia Staging Scale are applied to patients
who are diagnosed as Alzheimer disease by Kafkas University Faculty of Medicine
Neurology Service, before blood samples are obtained. Later, NO levels in their
plasmas are researched. The NO(p<0.01) level difference in the plasmas between

healthy and Alzheimer patients’ groups are found statistically significant.

Key words: Alzheimer disease, Nitric oxide (NO)
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1.GIiRiS VE GENEL BIiLGILER

Alzheimer Hastaligt (AH), orta ve ileri yaslarda goriilen, tedavi edilemeyen
norodejeneratif bir hastaliktir. Basta unutkanlik olmak {izere c¢esitli zihinsel ve
davranigsal bozukluklara yol agan ilerleyici bir beyin hastalifidir. Alzheimer
hastaliginin 65 yas tstii kisilerde goriilme sikligi % 3-11, 85 yas tizerinde % 20-47’ dir
[1,2,3].

Bugiin dort milyon Amerikali bu hastaligin etkisi altinda bulunmaktadir. Her gegen giin
bu sayi, niifusun yaslanmasia paralel olarak giderek artmaktadir. Insan émriiniin her
gecen giin uzadig goz oniinde bulundurulursa, 6niimiizdeki on y1l i¢inde bu sayinin alt1
milyona, 2050 yilinda ise on dért milyona cikacag: ifade edilmektedir [1]. Ulkemizde
ise bu hastaligin sikli bu alanda heniiz epidemiyolojik bir ¢alisma yapilmadigi icin

bilinmemektedir [3].

AH’ da patolojik olarak, sinir hiicreleri i¢cinde ve disinda biriken fibrilsi proteinler,
biriken proteinlerin olusturdugu senil (norotik) plaklar ve norofibriler yumaklarin
varlig1 karakteristiktir. Bu plaklar ve yumaklar sebebiyle hiicreler ya tamamen yok olur

veya biiyiik oranda fonksiyon kaybina ugrarlar [4,5].

AH’ nin genetik incelemelerinde degisik genler tanimlanmistir. Bu genlerin basinda;p-
amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin-1(PS-1), presenilin-2(PS-2), apolipoprotein
E(Apo-E) ve antikimotripsin (ACT) genleri bulunmaktadir. PS-1 geni 14 nolu
kromozomda, PS-2 geni 1 nolu kromozomda, ApoE geni 19 nolu kromozomda ve j-

amiloid prekiirsor protein geni 21 nolu kromozomda yer alir [5].

Su ana kadar bazi calismalarda AH’ nin serbest radikal olusumuna neden oldugu
postmortem beyin dokularinda yapilan incelemelerde gosterilmis ve buna bagl

patolojik degisiklik tanimlanmustir 5, 6] .

Beyinde nitrik oksit ve peroksinitrit gibi baska reaktif oksijen tiriinii (ROT) kaynaklar1
da bulunmaktadir. [5]. AH patogenezisinde rol oynadig1 diisiiniilen ¢oziiniir 6zellikli A

agregatlar1 noronal membrana girerek lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, ROT



ve reaktif nitrojen iriinleri olusumuna yol actig1 ileri siiriilmiistiir. AR nin nitrik oksit
sentezini artirdig1, olusan nitrik oksitin mitokondrilerden sizan siiperoksit radikalleri ile
hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek peroksinitrit agiga ¢ikardigi, peroksinitritin sinaptik
membran yapisini bozarak noron 6liimiine sebep oldugu ifade edilmistir[7].

Bu c¢alismada yasa bagli norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastaliginda NO

seviyelerinin belirlenmesi amaglanmigtir.



2.ALZHEIMER HASTALIGI
2.1. Tanimi

Alzheimer hastaligi (AH) hafiza, konusma, yliksek serebral islevler ve gorsel- uzaysal
beceriler gibi birden ¢ok sistemi etkileyen, baslangigta kisa donemli hafiza kaybi,
devam eden siirecte bilissel islevlerde ilerleyici yikim ile devam eden bir beyin

hastaligidir [8].

2.2. Tarihcesi

AH 1907 yilinda Alman psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer tarafindan 51 yasinda Auguste
D. Adh bir kadin hastasinda incelenmistir. Bu kadin hastasinda paronoid hezeyanlarla
beraber bellek bozuklugi, beyin biopsisinde korteks sinir hiicresinde amiloid plaklarin

depolandig1 ve hiicre i¢i norofibriler yumaklarin biriktigi gosterilmistir [8].

Ailevi AH 1932 wyilinda tanimlanmistir [8]. 1960-1970’lerde serebral kortikal
lezyonlarin yapisi, spesifik norotransmitterlerde eksiklikler oldugunun farkina varilmasi

sonrasinda AH ile ilgili modern caligmalar yapilmaya baslanmistir [6].

2.3. Epidemiyolojisi

Diinyada 50 yasin altinda nadir goriilen hastalik, 65-74 yas arasinda % 3, 75-84 yas
arasinda % 19, 85 yas tlizerinde % 47 oraninda goriildiigii ifade edilmistir [9].

Avrupa da yapilan Avrupa Toplulugu Demans Onleme ve Epidemiyolojisi Birligi
(EURODERM) calismalarinda hastaligin 60—-69 yaslarinda % 0,3, 70-79 yaslar
arasinda % 3, 80-89 yaslar1 arasinda % 20 siklikta karsilasildigi bildirilmistir [10].

Diinyada 24,3 milyon AH hastas1 oldugu ve her yil 4,6 milyon yeni hasta eklendigi
hesaplanmistir. Her 20 yi1lda AH hasta sayisinin ikiye katlandigi ve 2040 yili itibariyle
81,1 milyon olacag: tahmin edilmektedir [11].

Ulkemizde hastaligin siklig1 bu alanda heniiz epidemiyolojik bir calisma yapilmadig

i¢in bilinmemektedir [3].



2.4. Alzheimer Hastahg@ Risk Faktorleri

AH’ nin kesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte hastaliga etki eden gesitli risk
faktorleri vardir. Bu risk faktorlerinden; yas, genetik ve aile dykiisii, apolipoprotein E4
durumu major risk faktorleri iken, cinsiyet, diisiik egitim seviyesi, kafa travmasi,
miyokard infarkti, hipotroidi, By, vitamin eksikligi, toksinlere maruziyet, alkol, sigara,
lipit metabolizma bozukluklari,serbest radikaller ve oksidatif stres, inflamasyon,
depresyon, diabetus mellutus, obezite, annenin dogum esnasindaki yasi mindr risk

faktorlari olarak belirlenmistir [12].

2.4.1. Major Risk Faktorleri

2.4.1.1.Yas

AH’ nin en 6nemli risk faktorleri olarak kabul edilmistir [ 13]. Hastaligin goriilme siklig1
60 yasindan once nadir iken hastalik prevalans1 65-85 yaslar1 arasinda her 5 yilda bir 2
katina ¢ikmaktadir. Bunun 65 yas iizeri kisilerde % 3-11, 85 yas {izeri kisilerde yaklasik
% 50 gibi yiiksek bir prevalansa sahip oldugu kaydedilmistir [3].

Yaslanmayla geri cagirma, kaydetme, yakin hafizada yavaslamalar, algilama, hareket ve

beceri ile ilgili davranislarda azalma oldugu bildirilmistir [ 15].

2.4.1.2. Cinsiyet

Erkeklere oranla kadinlarda AH’ nin ortaya ¢ikma riski daha fazla oldugu ifade edilir.
AH’nin kadinlarda daha sik goriilmesinin nedeni; kadinlarin daha uzun yasamasina
bagli oldugu, cinsiyet hormonlarinin etkili oldugu ve erkeklere oranla kadinlarda egitim

seviyesinin daha diisiik olmasi belirtilmistir [ 16].

Yine yapilan arastirmalarda AH’nin kadinlarda erkeklerden daha sik goriilmesinin
sebebi X linked dominant gegisten kaynaklandigi ve priivat dehidrogenaz kompleks
proteinin AH’da az oldugu ve bunun X kromozomunda sifrelendigi belirtilmistir. Bunun

da AH’ nin kadinlarda erkeklere oranla sik goriilmesi ile iligkilendirilmistir [17].

4



Yaslanmayla erkeklerde algilama ve kelime hafizasi etkilenirken, kadinlarda dikkat ile

ilgili alanlarda yaga baglh degisiklikler oldugu ifade edilmektedir.[15].

2.4.1.3. Aile oyKkiisii ve genetik yatkinhk

Birinci derece akrabada AH Oykiisiinlin bulunmasi hastaligin gelisme riskini 4 kat
artirdigr bildirilmistir [13]. EUROERM c¢alismasinda ailesinde birinci derecede bir
akrabada demans olanlarda AH relatif risk (RR) 3.4 bulunurken, iki ya da daha fazla
yakin akrabasinda demans olanlarda relatif risk orani 7.5 oldugu bildirilmistir [18].

AH’nin etkilenmis olgularin akrabalarinda ortaya cikmasi %25-40 iken demansi
olmayan kontrollerin akrabalarinda %10 ya da daha az oldugu bildirilmistir. [8]. 60
yasindan Once baslayan vakalarda AH’ nin %50’sinden fazlasinda aile hikayesi rapor
edilmistir. Erken baglangicli tiim Alzheimer olgularinda aile dykiisii tek neden olmayip,
ikiz ¢alismalarinda monozigotik ikizlerle dizigotik ikizler arasinda AH i¢in konkordans
oraninda artis oldugu gosterilmistir. Monozigot ikizlerde yapilan g¢alismalara gore,
ikizlerden birinde AH belirtileri goriildiigiinde, diger ikizede de goriilme olasilig
yaklasik %40 olarak gosterilmistir. Ancak diger ikizde hastaligin baslamasi1 daha uzun
bir zamandan sonra olur. Bu da genetik zeminde c¢evresel faktorlerin etki gostermesiyle
uyumlu goriilmiistiir [8]. AH’ da genetik faktorlerin 6nemini gosteren en etkileyici
delillerden biri de nesiller boyu AH siilalelerinin olmasidir. ilk kez 1932 yilinda ¢ok
kusakli AH ailesi Schottky tarafindan rapor edilmistir. Bu ailelerin ¢ogu tek gen
otozomal dominant kalittimla uyumludur; yani birden ¢ok nesil etkilenmis, kadin ve
erkekler esit olarak tutulmustur. Erkekten erkege gecis bulunmakta ve etkilenen

bireylerin ¢ocuklarinda demans gelisme riski % 50 oldugu tespit edilmistir [8].

AH’nin genetik etiyolojisinde rol alan otozomal dominant gegisli ailesel ve erken
baslangicli olgularda gecisten sorumlu olan dort lokus tanimlanmistir. Bunlar: 21.
kromozomdaki amiloid prekiirsor protein (APP), 14. kromozomdaki Presnilin-1 (PS-),
1. kromozomdaki Presenilin -2 (PS-2) ve 19. kromozomdaki Apolipoprotein E(APO E)
lokuslaridir [8]. Bu genlerden {igii olan APP, PS-1,PS-2’ genlerinde mutasyon meydana
gelmesi ailesel dominant gecisli hastada hastaligin baslangi¢ ve 6liim yasina etki ettigi
ileri striilmiistiir. Erken baslangicli ailesel AH’ nin yaklasitk % 10° da APP gen

mutasyonu gozlenmistir. Erken baslangiclh ailesel AH’da PS-1" deki mutasyonun % 50



oraninda oldugu saptanmistir. PS-1° deki mutasyonun APP’ nin proteolitik yikimin

degistirdigi ve amiloidojenik A tiretimini artirdigr ileri stirilmistiir [9].

Geg baslangich ailesel AH’ da PS-2 mutasyonu gozlenmistir. Bu mutasyonunda PS-1
mutasyonunda oldugu gibi APP’ nin proteolitik yikimin1 degistirdigi ve amiloidojenik
AP tretimini artirdigy ileri stiriilmiistiir [9]. Geg baslangigcli AH’ dan sormlu olan tek
gen 19.kromozomda kodlanan, 4 kd agirliginda olan Apolipoprotein E’nin (APO E)’ nin

noronlarda membran fosfolipit ve kolesterol yapiminda rol alan bir enzim olan APO E’
nin APO E &4 alelidir. Apo E’ nin €2, €3, €4 alelleri vardir. AH gelisme riskinin €4
alelinde belirgin artis, €2 alelinde azalma oldugu saptanmistir. €4 aleli AP peptit
yapisinin polimerizasyonu ile AP birikimini kolaylastirir. Homozigot €4/ €4’ iin €3/ €3’
lere gore 19 kat, €3/ €4 homozigotlarda €3/ €3° lere gore 4,5 kat risk yliksek
bulunmustur. €2/ €3 homozigotlarda €4/ €4’ iin €3/ €3° lere gore 2 kat, €2/ &4

homozigot €4/ €4’ lere gore risk diisiikk bulunmustur [9].

2.4.1.4. Down Sendromu

AH’ da saptanan patolojik bulgularin 45 yas sonrasina kadar yasayan Down
Sendromlularla ayn1 oldugu saptanmstir [9].

AH nin genetik faktorleri arasinda yer alan APP geni ile Down sendromu geni (Tizami
21) 21. kromozom {izerinde birbirine yakin bolgelerde lokalize olmasi dikkat ¢ekici
olup, AH ile Down sendromu arasindaki iligkiyi dogrulamaktadir. Bu yiizden ileri
yaslara kadar yasayabilen Down Sendromlularda AH goriilmektedir [1]. Alzheimer
hastas1 olan ailelerde Down Sendromlu cocuk sahibi olma riskinin fazla oldugu

bildirilmistir [ 13].



2.4.2. Minor Risk Faktorleri

2.4.2.1. Diisiik Egitim Diizeyi

Diisiik egitim seviyesi ve daha fazla biligsel aktivite gerektirmeyen islerde calisan
kisilerde yiiksek egitim seviyesi olanlara gére AH ortaya ¢ikma oraninin yaklagik 1,5

kat daha fazla oldugu bildirilmistir [13].

2.4.2.2. Kafa Travmasi

Biling kaybina neden olan kafa travmasinin AH’ da risk faktorii oldugu ileri siirtilmiistiir
[13]. Deneysel bir ¢calismada, kafa travmasi sonrasinda biyolojik mekanizma agisindan
beta amiloid ve interlokin saliniminin artig gosterdigi ve kafa travmasinin bir akut faz

reaksiyonuyla ile AH’ nin iligkili olabilecegi bildirilmistir [19].

2.4.2.3.Depresyon

Beirman ve ark. (2005)’nin kognitif (biligsel) fonksiyon iizerine etkisinin incelendigi
calismasinda depresyonun biligsel kapasiteyi azalttigt gosterilmistir [20]. AH ile
depresyon arasindaki iliski li¢ olas1 goriisle agiklanmaktadir. Antidepresan ilacin
antikolinerjik yan etkileri birinci sebep, AH’ da ve depresyonda benzer ndrotranmitter
bozukluklar ikinci sebeptir. Depresyon Oykiisii olan hastalarin bilissel defisitlerinin
olmasi ve depresyon diizeldikten sonra demans i¢in bir zemin yaratmasi ii¢iincii sebep

oldugu ifade edilmektedir [21].

2.4.2.4. Sigara

Sigara kulanimi ile AH arasinda ters bir iliski oldugu sigara kulaniminin Apo E’nin €4

aleline sahip bireylerde hastalik olugma riskini azalttigi Apo E’nin €4 aleline sahip

olmayan bireylerde ise hastalik gelisme riskini artirdig1 seklinde ifade edilmistir [13].



2.4.2.5. Alkol
Orta miktar alkol kullaniminin demans ve AH riskini azaltabilecegi diisiiniilirken

yiiksek alkol kullaniminin ndrotoksik etkisinin oldugunu bildirilmistir [22].

2.4.2.6. Miyokard Infarktiisii

Ileri yaslardaki bireylerde ézellikle kadinlarda miyokard infarktiisiiniin AH riskini 3 kat
artirdi@1 bildirilmistir. Kroner arterlerinde %75’in iizerinde daralma olan bireylerin
beyinlerinde, kroner arter hastasi olmayan bireylere oranla diffiiz plak olusumunda artis

gozlendigi ifade edilmistir [13].

2.4.2.7. Troid Hastalklari

Otoimmiin troid hastalifi ailesel Alzehimer hastalarinda yiiksek prevalansa sahiptir.
Ayrica hem hipertiroidzm hem de AH’ nin 21. kromozomda lokalize olmasi

hipertiroidzmin AH’ la iliskili oldugunu diisiindiirmektedir [21].

2.4.2.8.Diabetus Mellutus

AH ile diabetus mellutus arasindaki iliski hipergliseminin amiloid depolanmasini
artirabilece8i ve norofibriler yumaklarda ileri glikozillenmis {iriinlerin bulunmasi
seklinde aciklanmaya c¢alisilmistir. Diabetus mellutus olan bireylerde olmayan bireylere

oranla 2 kat daha fazla AH oldugu bildirilmistir [23].

2.4.2.9. Annenin Dogum Sirasindaki Yasi

Annesi 15-19 yaslar arasinda olan bireylerde AH riskinde artis oldugu ve ileri maternal

yasin da AH riskini artirdigi tespit edilmistir [24].

2.4.2.10.0Obesite

AH ig¢in risk faktorii olusturan faktorlerden bagimsiz olarak orta yaslardaki obesitenin

ileri yaslarda AH ve demans icin risk faktorii oldugu bildirilmistir [25].



2.4.2.11.Parkinson Hastalhig1 ve Lewy Cisimcigi Hastalhig1

Alzheimer, Lewy cisimcigi ve Parkinson hastaliginin her {giiniinde ortak genetik
kokenden gelebilecegi diisiiniilmektedir. Bunun nedeni ise her {i¢ hastaliktada AH’ da
gorlilen patolojik bulgular ve Lewy cisimciklerinin bulunmasi seklinde belirtilmistir

[21].

2.4.2.12.Homosistein Yiiksekligi ve Folik Asit Diisiikliigii

Alzheimer hastalarinda homosistein konsantrasyonunun yiiksek ve folik asit
seviyesininde diisiik oldugu bulunmustur. Bu ylizden AH i¢in kanda homosistein
yiiksekligi ve folik asit diisiikliigii bir risk faktorii olarak goriilmiistiir [26]. Homosistein
yiiksekligi damar duvarlarinda kompleks degisikliklere neden olmaktadir. Bu
degisikliklerin oksidatif stres, timor, nekrozis faktor alfa ve nitrik oksit sentezini
indiikleyerek proinflamatuar etkiler ile endotel disfonksiyonu oldugu gézlenmistir. Folat
diisiikliigii geri doniisiimsiiz demanslar arasinda yer aldig1 ve kanda folat oraninin diisiik
olmas1 ndrotransmitter yapimini ve noéronal membrandaki fosfolipitlerin metilasyonunu

diistirdiigli gézlenmistir [27, 28].

2.4.2.13. Menepoz ve Hormon Tedavisi

Menepoz doneminden sonra palazmada Ostradiol ve Ostron olarak bilinen iki temel
Osrojen diizeyleri diisermektedir. Kadinlarda ostrojen deprivasyonunun AH riskini
artirdigi, Ostrojen replasman tedavisinin hastalik riskini azaltabilecegi ileri siiriilmiistiir
[29].

Menepozdan sonra kadinlarda Gstrojenin olmamasi ya da diisiik olmast AH’nin
kadinlarda fazla goriilme nedeni olabilmektedir [21]. Ostrojen uygulamasi &zellikle
hafiza ve reaksiyon zamanlarina pozitif etki yaptig1 hormon replasman tedavisinin AH
riskini azaltabilecegi, doz ve tedavi sliresi arttik¢a hastalik riski azaldig: ifade edilmistir

[29].



2.4.2.14. Vaskiiler Faktorler

AH ile vaskiiler hastaliklar ve vaskiiler demans arasinda patofizyolojik olarak yakin
iliskiler bulunmaktadir. Vaskiiler risk faktorleri AH’ da klinikopatolojik olarak énemli
goriilmektedir. AH’ da histopatolojik olarak mikroenfarktlarin, arteriosklerotik
degisikliklerin, mikrovaskiiler degisikliklerin, serebral amyloid anjiopatinin, beyaz
cevher lezyonlarinin olmasi, ateroskleroz, multipli lakiiner, hipertansiyon, yiiksek
kolesterol seviyeleri, insiiline rezistans, tip 2 dibet, Apo E4 interaksiyonu, sigara i¢imi,
alkol kullanimi, kronik hipotansiyon gibi risk faktorleri hastalikta vaskiiler patojenitenin
direkt rol oynadigini ve énemli oldugunu gostermektedir [27]. Amiloid peptid biyolojisi
ile ilgili artan veriler, bu maddenin sistemik ve serebral arterlerde daralmalara neden
oldugu ve noronal aktivite tarafindan olusturulan serebral kan akimindaki artisi

azalttigini gostermistir [30].

2.4.2.15. Eser Element Toksisitesi

AH’da oksijen radikallerinin olusumunu kolaylastiran ve antioksidan sistemde
yetersizlige yol agan eser elementlerin oldugu belirtilmistir [31]. Eser elementlerden
aliminyum (Al), ¢inko (Zn), demir (Fe)’ nin agregasyonu kolaylastirdigi, kalsiyum (Ca),
kobalt( C), magnezyum(Mn), bakir(Cu), manganez(Mn), sodyum(Na) veya
potasyum(K)’ un herhangi bir etkisi olmadigi 6ne siiriilmiistiir. Ancak daha sonra
metallerin agregatuvar etkisinin ortam pH’ s1 ile siki iligkisi oldugu gosterilmistir.
Ornegin Cu™ “nin ortam pH’ s1 7,4’ den 6,8 ¢ diistiigiinde AB agregasyonunu artordomd
gozlemlenmistir [7]. Ozellikle eser elementlerden redoks aktif demirin AH

patogenezinde dnemli rolii olabilecegi bildirilmistir [31].

2.4.2.16.0rganik Solventler ve Coziicii Maddelere Maruziyet

Meslege bagli olarak ¢o6ziicii maddelere temas edenlerde AH riski incelendiginde
yapistiricilar ile pestisidlere maruz kalanlarda demans oranlarinin yiiksek oldugu
bildirilmistir. Benzen, toluen, alkoller ve ketonlar ile temas edenlerde 06zellikle
erkeklerde AH riskinde istatistik yonden onemli derecede artis gozlenmistir. Ancak
mesleki olarak ¢oziicii maddelere maruziyet kalinmasi iizerindeki bulgular geliskili

oldugu belirtilmektedir [21].
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Inorganik kursuna maruz kalanlarda davranissal bozuklugu, hafiza ve konsantrasyon
bozuklugu, dikkat bozuklugu, ve psikomotor performansta bozukluga yol actig1 ifade

edilmisitr [21].

2.4.2.17. AH’ min Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres ile iliskisi

Serbest radikaller hiicre metabololizmasi sirasinda cereyan eden bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. En Onemli serbest
radikaller ise oksijenden olusan serbest radikallerdir. Oksijenin kendisi siliperoksit
radikali, hidrojen peroksit ge¢is metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikali 6nemli reaktif
oksijen tirtinlerdir [26]. Oksijen radikalleri (reaktif oksijen tiirleri, ROS) kimyasal olarak
dengeli olmayan, asir1 reaktif bilesikler olup, hiicre ve dokularda aerobik metabolizma
sirasinda elektron transport zincirinin normal bir pargasi olarak iiretilmektedir. Serbest
oksijen radikallerinin reaktivite 6zellikleri nedeniyle organizmada herhangi bir zamanda
olusturdugu hiicre ve doku hasar1 oksidan ve oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir
[32]. Oksidatif stresin yaslanma ile iliskili fizyolojik ve fiziksel degisikliklerin temelini
olusturdugu Alzheimer’ 11 beyinlerde ROS kaynakli stresin varligi tartismasiz kabul
edilmeye baslanmistir [7].

AH’ nin patolojik bulgularinda kabul edilen AP 6zelikle 42 aminoasitlik AB formu
noronal toksisiteye sahip olup serbest radikal ile iligkili ndrodejeneratif mekanizmalara
yol acarak lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu meydana getirdigi ifade
edilmistir. AH’ da artan lipid peroksidasyonu iirlinleri tiim beyin bolgelerinde (girus

harig) gosterilmistir [7].

Alzheimer hastalarinda beyinde demir aliiminyum ve civanin konsantrasyonlarinin
artmasi, artmis lipid peroksidasyonu, artmis protein ve DNA oksidasyonu, beyinde
bozulmus enerji metabolizmasi, norofibriler yumakta saptanan glikolizasyon son
iriinleri, manoldialdehit (MDA), peroksinitrit, karbonil, artmis Nitrik oksit(NO) ve
siiperoksit radikalinin etkilesimi ile olusan noron dejenerasyonu oksidatif stresi

destekleyen kanitlar oldugu bildirilmistir [6].
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Sekil 1: AH’da beyin dokusundaAB(1-42)’nin indiikledigi oksidatif stres [33]

2.5. Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi ve Patofizyolojisi

Alzheimer hastalarmin beyin dokularmin makroskobik olarak incelenmesi sonucunda;

beyinde atrofi sunucunda kiigiilme, giruslarda daralma ve sulkuslarda genisleme ve

doku kaybina bagli olarak ventrikiil genislemesi gézlemlenmistir [34].

Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda ise, hiicre diginda plak ad1 verilen spesifik

amiloid depolanmasi, hiicre icine yerlesmis senil plak ve norofibriler yumak (NFY)

olusumu, degisik distrofik noritler ve norofil iplikcikleri, selektif noron kaybi

bliziilmesi, sinaps kaybi, graniilovakiioler dejenerasyon ve amiloid anjiopatiler

gozlemlenmistir [34].
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2.5.1.Nétrofibriler Yumaklar ve Notrofil iplikcikler

AH’ da patolojik degisimler sonucu olugan norofibriler yumaklar (NFY), sinir hiicreleri
icindeki tau proteinlerinin asir1 fosforile olmasi ile meydane gelmistir [9]. NFY’ lar
hiicre iskeletinde degisiklige yol agarak, aksonal tasimanin bozulmasina ve noronal
islevlerde bozukluga yol actig1 ifade edilmistir. NFY’ lerin ¢ogu uzun yillar siiren bir

stirecin sonunda ndéronlarin 6lmesine neden oldugu ifade edilmistir [34].

2.5.2. Tau Proteinleri

Tau proteini 17. kromozomda bulunan bir gen tarafindan kodlanan molekiil agirlig
diisiik bir proteindir. Tau proteinleri, noéronlarin gévdesinde, merkezi sinir sisteminde
bolca bulunup, dentritlerin igine kadar uzanmaktadir. Tau normalde sinir hiicresinin
iskelet yapisini ayakta tutmayi saglayan mikrotiibiil baglantili oldugu ifade edilmistir.
Tau proteinlerinin anormal fosforilasyonu ¢ift sarmal iplikciklere, onlarin birikimi de

norofibriler yumaklart meydana getirmektedir [34, 35].

2.5.3. Amiloid Beta(Ap) ve Senil Paklar

Amiloid plaklar hiicre disinda bulunan 21. kromozomda kodlanan amiloid prekiirsor
proteinin (APP) kesilmesi ile olugsan 40-42 aminoasitlik uzunlugunda santral yerlesimli

beta amiloid peptid ¢ekirdegi igeren proteindir [34].

AP’nin 40 aminositten olusan sekli (AP 1-40) normal beyinlerde bulunurken, 42
aminoasitten olusan sekli(Ap 1-42) ise patolojiktir. AH olan bireylerin beyinlerindeki
plaklarda her iki AP seklide bulunmaktadir. Bunun haricinde AH’ nin viicut sivilarinda

da AP bulunmaktadir [12].

Beta amiloid proteini norotoksik etkileri ile hiicre membranina ve mikrotiibiil iskeletine
zarar verir. “Amiloid Kaskat Hipotezine” gbére AP proteini birikimi patolojik
degisikliklerin baglica nedeni iken norofibriler yumaklar ve vaskiiler degisiklikler
sekonder sebeplerdir. ABP ndronal hiicre 6liimiine ve sinaptik kayiba neden oldugu i¢in

hastaligin patogenezinden birinci derecede sorumlu tutulmaktadir [1].
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2.6. Alzheimer Hastaliginin Klinigi

AH’ da baslangigta belirgin bir bulgu olmadig: i¢in klinik olarak gozlenen ilk septomlar
sinsi olarak baglar. Bazen ilk septomlar baslamadan progresif yikim senelerce siirer,
hasta yakinlar1 tarafindan dahi fark edilmeyebilir. Hastada, 6zellikle dikkat eksikligi,
bellek bozukluklari, hesap yapma ve problem ¢6zmede bozukluk goriilir [36].
Hastalarin ortalama yasam siiresi tan1 konulduktan sonra 8 yil oldugu ifade edilmistir

[13].

AH klinik olarak 6 evreye ayrilmaktadir.

1. Presemptomatik Evre: Bu evrede hastaliga ait patolojik degisiklikler baglamasina
ragmen, bu donemde giinlik yasam aktivitelerinde bozulma ve noropsikolojik

degerlendirmelerde bozukluk bulunmamaktadir [37].

2. Preklinik Evre: Bu evrede 6zelikle hafizada kolaylikla fark edilmeyen bozukluklar
vardir. Ancak noropsikolojik testlerle ortaya konabilir. Bu doénemde de giinlik

aktivitelerde bir bozukluk bulunmamaktadir [37].

3. Cok Erken- Siipheli Evre: Bu evrede kisiler hafif unutkanlik ve beraberindeki karar
verme yeteneginde, evdeki, isindeki ve toplumdaki etkinliklerinde hafif bozulma
gosterirler. Bu evre Hafif Kognitif Bozulma (HGB) evresine karsilik gelir. Bu evrede

olan bireylerin % 50’ den fazlasinda daha sonra demans gelistigi belirlenmistir [34, 37]

4.Hafif(Erken) Evre: Bu evrede hastada yakin bellek bozuklugu belirgindir. Septomlar

sinsi sekilde baslar ve siklikla hastaligin baslangi¢ zamani kesin sdylenmemektedir [38].

5.0rta Evre: Hastalik belirtileri belirginlesir ve daha ¢ok tani bu evrede konur. Giinliik
yasam aktivitelerinde mutlaka yardima muhtactir. Basit hesaplamalar yapamaz. Yakin
gecmisteki olaylar1 hatirlayamaz. Orta evre Alzheimer hastaligit biraz daha
agirlastifinda hasta tek basina giyinemez, ylirliyemez, banyo ve temizligini yapamaz,
yakin ge¢miste yasanan Onemli olaylar1 hatirlayamaz, akraba ve arkadaslarinin yakinlik

derecelerini hatirlayamamabilir [39].
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6. Son Evre: Hasta bu evrede yiiriimek ve beslenmek icin siirekli bagkasina muhtagtir.
Konusamama, tam bir bellek kaybi, istahsizlik, yemek yemegi unutma, idrar ve gaita
kagirma, yakinlarin1 tantyamama ya da birbirine karistirma, uyku iyice bozulmus olup
ozellikle geceleri huzursuzluk, yiliriime bozulur, hareketler yavaslar, bolgesel felgler

nedeni ile yataga bagimli hale geldigi belirtilmistir. [3, 39].
2.7. Alheimer Hastaliginda Tam

Alzheimer hastaliginin ileri evrelerinde klinik olarak hastaligin tanisini koymak gii¢

degildir. Onemli olan hastaligm erken déneminde tanmin nasil ve hangi ydntemlerle
koyulacagidir. Heniiz %100 tanisal dogruluk gdsteren bir metod bulunmamaktadir.

Kesin tan1 otopsi veya biyopsi ile konulmaktadir. Tanilarinda yardimci olabilecek diger
tanisal araclar, hastalik Oykiisl, elektrokardigorafi (EKG), akciger filmi, norolojik
muayene, psikiyatrik muayene ve psikometrik Ol¢limler, laboratuar testleri, yapisal
lezyonlarin belirlenmesi i¢in yapisal goriintiileme yontemleri olan BT (Bilgisayarl
Tomografi) ve MRG'dir (Manyetik Rezonans Goriintiileme) kullanilmaktadir. Tau
proteinlerinin azligin1 gorebilmek i¢in BOS incelemesi, elektro-ensefalografi (EEG),
PET (Positron Emission Tomography) ve SPECT (Single Photon Emission
Computerized Tomography), Alzheimer hastaligin1 normal kontrollerden ve demansin
diger tiplerinden ayirmadaki hassasiyeti %38-95 ve spesifitesi %54-98 arasinda
bulunmustur. PET ve SPECT bulgular, o6zellikle noropsikolojik degerlendirme
bulgulari ile birlikte ele alindiginda yararli olmaktadir. Bu tekniklerde goriintii saglamak
icin kullanilan radyofarmasétikler beyinde, bolgesel kan akiminin, metabolizmanin ve
hiicreler arasi molekiiler iletisimin 0lgiilebilmesini saglar. Niikleer tip yoOntemleri
aracilifiyla Alzheimer hastaligina erken dénemde ve giivenilir bir bicimde tan1 koymak

olanaklhdir [40, 41, 42].

AH’ nin klinik tanis1 i¢in yaymlanmis olan ve bugiin yaygin bigimde kullanilan tam
testi sunlardir; Ulusal Nérolojik ve Iletisim Hastaliklar1 Enstitiisii ve Inme Alzheimer
Hastalig1 ve Iliskili Nérolojik Hastaliklar Derneg(National Institue of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer's Disease and Related Disorders

Association)i ( NINCDS-ADRA), ve Amerikan Psikayatri Birligi Mental Bozukluklarin
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Tanisal ve Sayimsal El Kitabi( DSM-1V) tanmi kriterleri kullanilmaktadir S6z konusu
kriterler kullanildiginda tani otopsi bulgulariyla %80-90 oraninda uyumlu olmaktadir
[41].

2.8. Alzheimer Hastaliginda Tedavi

AH' nin kesin nedeni bugiin i¢in tam olarak bilinmediginden tedavi i¢in 6nerilen kesin
bir sekil bulunmamaktadir. Ancak beyin fonksiyonlarindaki gerilemeyi azaltacak veya
hastaligin gelisimini yavaglatacak, hastanin yasam kalitesini ve islevselligi en {ist
diizeye ¢ikarma yoniinde radikal tedavi uygulanmaktadir. Tedavide izlenecek birinci
yol; hastaligin bilissel belirtilerine odaklanmis olup ilagla yapilan septomatik tedavidir.
Ikinci yol; hastaligin seyri sirasinda erken donemde goriilen kaygi, ajitasyon, depresif
belirti gibi bulgularin giderilmesini destekleyen uygulamalardir. Ayrica bellek

egzersizleri de demansin ilerlemesini onleyebildigi bildirilmektedir [43, 44].

AH’ nin tedavisinde farkli 6zellikte ilaglar bulunmaktadir. Bu ilaglardan néron kaybi
nedeniyle azalan asetilkolin miktarmin diizeyini artirarak yeniden dengelenmesini
hedefleyen asetilkolini yikan asetilkolinesteraz inhibitorleri bulunmaktadir. Giiniimiizde

bu amagla tacrine, donepezil, rivastigmine ve galantamine kullanilmaktadir [40, 45 ].

Hastalik seyri sirasinda sik goriilen davranigsal bozukluklarin diizenlenmesinde,
depresyon ve uyku bozukluklarina yonelik olarak sertralin, citalopram ve fluovetine gibi
benzodiazepinler, antidepresanlar ve noroteptikler kullanilmaktadir. Ayrica hastaligin
tibbi tedavisinde destekleyici olarak E vitamini, selegiline ve hydergine, serebral
vazodilatorler, stimiilanlar, L-dopa, vitamin B, C, E ve klorpromazin ile benzeri gibi
ilaglar kullanilmaktadir. Hastalikta sinir hiicresi biiyliime faktorii agonistleri ve Peta
amiloid protein inhibitdrlerinin kullanimina yonelik ¢aligmalar devam etmektedir.
Ayrica hastaligin tedavisinde kullanilmak {izere as1 ve kok hiicre ¢aligsmalar1 devam

etmektedir [40, 45].
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3. NITRIK OKSIT

Nitrik oksit basit bir atmosfer atig1 olarak diisiiniilmekteydi. 1980 yilinda ABD’ de
”Endothelium- Derived Relaxing Faktor (EDRF): endotel kaynakli gevsetici faktor
olarak tespit edilen bu ajanin, 1986 da nitrik oksit (NO) olabilecegi diisiiniilmiis ve
1987 yilinda damar endotelinden endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF) olarak
bilinen yapinin izole edilmesi sirasinda nitrik oksit sentetaz (NOS) kesfedilmis ve daha

sonraki yillarda EDRF’ nin NO oldugu tespit edilmistir [46, 47]

Insan ve hayvanlarinda NO iiretebildiklerinin ortaya konmasi ile 1987 yilina kadar insan
viicudunda bulunus nedeni ve metabolizmasi hakkinda ¢ok az sey bilinen NO’ nun
fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolii anlagilmig ve 1992 de yilin molekiilii secilmistir

[48].

Nitrik oksit bir adet ¢iftlenmemis elektrona sahip olmasindan dolayr serbest oksijen
radikali bilesigi(ROS) olarak kabul edilmektedir [48]. Nitrik oksit (Azot monoksit(NO))
havada yaygin olarak bulunan azot(N) ve oksijen(O) gazlarinin birlesmesiyle olusur.
Kaynagi nitritli ve nitratl bilesikler yapilarinda NO bulunduran diger molekiillerdir. NO
ayni zamanda organizmada da sentez edilebilen, bircok memeli hiicre dokusunun
fonksiyonlarini1 diizenlemede rol alan, renksiz, kiigiik molekiillii, yagda ¢oziinen, yari
omrii ¢cok kisa olan O, ve CO; gibi hiicre zarini kolaylikla gecebilen, reaksiyon yetenegi
oldukga yiiksek, giiclii bir vazodilatér, Gnemli bir hiicre i¢i sinyalleme ajani, atipik bir
norotransmitter, ¢cevresel bir toksin, immiinolojik satasmalarda rol oynayan nonspesfik

sitotoksik bir mediatordiir [49, 50, 51]

Yiiksek derecede reaktif olan yiiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz ortamda oldukga
stabil olup suda erime Ozelligi gosterirken, diisilk konsantrasyondaki NO oksijen
varliginda daha stabildir [52]. NO’ in sulandirilmis ¢ozeltilerde yarilanma omrii 10
saniyeden daha kisa iken dokuda 10- 60 saniyelik kisa bir dmrii vardir ve bu daha sonra
daha stabil yapilar olan nitrite (NO;) ve nitrata (NO;) okside olur [50, 53, 54].

Havadaki NO kisa siirede O; ile oksitlenerek nitrojen dioksite (NO;) doniisiir. Nitrojen
dioksit, ilizerinde yiik tasimamasi veciftlenmemis elektron bulundurmasi, hiicreden
hiicreye hicbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gegmesini saglamaktadir [52]. Nitrik

oksitin bu karakteristik 6zelligi onu ideal bir molekiil haline getirmektedir. Bu sayede
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NO, oksijen, siiperoksit radikalleri ve ge¢is metalleriyle (demir, bakir, magnezyum gibi)

reaksiyona girmektedir [50, 54].

Diger serbest radikaller diisiik konsantrasyonlarda hiicreler i¢in zararli iken NO diistik
konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve
kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararl olmaktadir. NO bu 6zelikleri ile ¢ok ideal bir

fizyolojik haberci molekiilii 6zelligi kazanmaktadir [50,54].

Disiik konsantrasyonlarda NO, ROT kaynakli hasara karsi koruyucu olabilirken,
yiksek  konsantrasyonlarda ise  hasarlayict  etki  goOstermektedir.  Diisiik
konsantrasyondaki NO, O,’ e nazaran hemoglobine 3000 katlik bir afiniteyle baglanir.
Hemoglobin oksi formunda ise NO’ 1 kisa siirede NOs” e oksitleyerek
etkisizlestirmektedir. Ozellikle dolasimdaki oksihemoglobin NO icin kuvvetli bir
inhibiitordiir. NO, nitritede (NO,) okside olabilir. Ancak nitrik tekrar oksitlenerek kisa

siirede nitrata(NO;) doniisiim gostermektedir [52].

NO’ nun oOnemli bir diger etkiside oksihemoglobinle reaksiyona girerek

methemoglobine ve NOj3’ e doniisiimiidiir [52]. Bu tepkime su sekildedir:

Hb(Fe-0,)+ NO—met Hb (Fe III)+ NO;

Bu reaksiyon, NO biyoaktivitesinin ve konsantrasyonunu in vivo olarak kontrol edildigi

baslica mekanizmadir [55].

NO’ in memeli organizmasinda da ¢ok 6nemli rolii oldugu belirtilmistir. NO fizyolojik
konsantrasyonlarda hemen hemen tiim organ ve sistemlerinde degisik biyolojik etkiler
gostermektedir. NO, gastrointestinal hava yollari, kovernoz dokularindaki vaskiiler diiz
kaslarin gevsemesinde, konak savunmasi ve immiiniteyi etkiledigi gibi kan damar
tonusu ve noronal ileti dahil bir ¢cok fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. NO’ nun merkezi sinir sisteminde fizyolojik ve patolojik rolleri
bulunmaktadir. MSS’ de, hafizanin sekillenmesinide iceren ¢esitli fonksiyonlar1 bir
norotransmitter olarak destekler; periferde ise gastrointestinal, solunum ve genitoiiriner

sistemle ilgili ¢esitli fonksiyonlar1 diizenlemektedir [52].
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NO sinir sistemi morfgenezisinde ve sinapslarin sekillenmesinde rol oynar.
Norotransmitter salinimi ve gen ekspresyonunu diizenleyebilir. Diger taraftan NO’ nun
asir1 iiretilmesi halinde, ¢esitli sinir sistemi hastaliklarinda 6nemli bir nérotoksin olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Myokard fonksiyon bozuklugu, dolasim yetmezligi, farkli gen
disfonksiyonu ile sonlanan durumlara artmigs NO foksiyonunun katkist oldugu
gozlenmistir. Bir baska taraftan artmis NO vazodilasyonu, trombosit agregasyonu
engellenmesi ile dokularin mikrosirkiilasyonunda rahatlamaya ve sonugta da dokularin

oksijenlenmesi yoniinde ¢ok yararli katki saglayabilmektedir [52, 56, 57].

3.1.Nitrik Oksitin Sentezi

Nitrik oksit ¢esitli hiicre ve dokularda endotel hiire yiizeyine etki eden bir ¢ok fizyolojik
ve patolojik uyarilara cevaben kiigiik bir enzim ailesi olan nikrik oksit sentetaz (NOS)
tarafindan bir aminoasit olan L-argininden L-sitrulin olusumu surasinsa, L-arginin

guanidin nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile meydana gelmektedir [57, 58].

Bu tepkimede molekiiler oksijen, NADPH, NOS, kalmodulin ve dort kofaktor olarak
bilinen nikotinamid adenindiniikleotid(NADP), flavin adenindiniikleotid (FAD), flavin
mononiikleotid (FMN), tedrahidrobiopterin (BH4)’ ve indirgenmis tiyol, hem
molekiiliine ihtiya¢ vardir [58, 59].

H,N HoN H,N
>= NH >= NOH >= o
H-N H-N H-N
? NADPH NADP* 1/2NADPH 1/2 NADP*
—_— —_—
7/ | U4 ‘
02 H2O 02 H20
*H,N +
3 H3N +H3N
O o) o
-d g o
L-arginin N-hidroksi-L-arginin L-sitriilin

Sekil: 2. Nitrik Oksit Olusumundaki Kimyasal Reaksiyon [61].
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* Mitrik cksid sentaz
(A0S, eNOS ve iINOS

Sekil: 3. Nitrik Oksit Sentezi [62].

Yukaridaki reaksiyonla iiretilen NO, hizla hemoglobin, metilen mavisi, siiperoksit
anyonu tarafindan noétralize edilir veya 10 saniye iginde nitrit ve nitrata doniisiir [59].

NO klasik noromediatorlerden farkli olarak néronlarda vezikiiller iginde depo edilmez,
iiretilen NO hemen noéron disina saliverilir ve lipofilik olmasi nedeniyle saliverildigi
hiicrenin ¢evresinde nispeten genis bir alana yayilir; hiicre ve sinir ug¢larin igine

kolaylikla girerler [63, 64].

Presinaptik sinir terminalinden salinan glutamat, NMDA reseptorlerine baglanarak bu

b

reseptorleri aktive eder. Bu durum kalmodulin yolu ile Ca*™ un hiicre igine girisini
saglar. Ca™, NOS enzimini aktive eder ve NO sentezlenir. Uretilen NO presinaptik

norona geri donerek guanilat siklaz ve ¢ CMP yoluyla glutamat sentezini artirir [49].

Diger taraftan hiicre ici Ca™® diizeylerini artiran bilesiklerde (asetilkolin, histamin,
bradikinin, A-23187, trombin, glutamat, P-maddesi, serotonin, noradranalin,
tromboksan, A,, endotelin-1,ATP, anjiotensin- Il vd) vaskiiler endotelyumda kalsiyuma
bagimli bir enzim olan e NOS enzimini aktive eder. NO, nitrerjik ndronlarda, epitel
hiicrelerde ve ¢izgili kaslarda kalsiyuma bagimli bir sekilde néronal NOS’ dan {iretilip
saliverilir. NO, ayrica immunolojik satasma sonucu Ca™ dan bagimsiz olarak immiin
sistem hiicreleri tarafindan da iiretilir ve bu hiicrelerin selektif olmayan sitotoksik

etkilere aracilik eder [51].
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Agizdaki bakteriyel flora tiikriikte bulunan nitrati ve daha sonra nitrik oksite
doniistiirebilir. Diger taraftan tiikriikteki nitritin yutularak mideye ge¢cmesi sonucunda
midenin asid ortaminin etkisiyle NO agiga ¢ikar. Ayrica iskemik ve hipoksik sartlarda

hiicre i¢i pH’ nin aside dogru kaymasi yine nitriti NO’ ya ¢evirebilir [51].

NO, biyolojik aktivitesini temel olarak iki mekanizma ile gostermektedir. Bu

mekanizmalar;

1-NO aracih siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) bagimhh mekanizmalar: NO
Ozellikle néronlar ve damar diiz kas hiicre membraninda bulunan guanilat siklaz1 aktive
etmektedir. Guanilat siklaz ise GTP ~ den bir ikincil haberci olan siklik GMP (cGMP)
olusumunu arttirir. cGMP kendine uyan (kas gevsemesi, sinapstan uyari gegisi gibi)
hiicre ici prosesleri regiile eder. Boylece NO, guanilat siklaz aktivitesini etkileyerek

damar dilatasyonu, sinirlerden uyar1 gegisi gibi fonksiyonlar1 ger¢eklestirmektedir [51].

2-cGMP bagimsiz mekanizmalar: NO, guanilat siklaz ve cGMP’ den bagimsiz olarak
da baz etkilere aracilik eder. iNOS ile saliverilen yiiksek konsantrasyondaki NO tiimor
hiicreleri iizerinde immun efektor molekiil olarak bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir

[52].

3.2.NOS Enziminin izoformlar

Memelilerde NO sentezleyen ii¢ degisik NOS enzim izoformu vardir. NOS, fiziko
kimyasal ve kinetik Ozeliklerine gore konstitutif ve indiiklenebilir olmak {izere iki
guruba ayrilir. Tip I NOS (néronal n NOS) ve Tip III NOS (endotelyal-eNOS) genel
olarak belirli hiicrelerde konstitutif tarzda salgilanmaktadir. Ugiincii izoform olan Tip II

NOS (uyarilabilen — iNOS) dur [65].
3.2.1.Noronal NOS (nNOS Tip 1)
Tip I (nNOS ) genel olarak MSS' de, serebellum, 6n beyindeki néronlarda bazi otonom

sinir uc¢larinda(non-adrenerjik.non-kolinerjik sinir uglarindan) ve baz1 dokularda

(akciger, pankreas, mide ve uterus) haberci molekiil olarak bulunan NO sentezinden
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sorumludur. [51]. Bu izoenzime 6zgii genler kromozom 12. {izerinde bulunmustur [66].

nNOS kalsiyum kalmoduline baglidir ve konstutif tarzda salgilanmaktadir [61].

Travmatik veya iskemik depolarizasyon hiicre dis1 glutamat seviyeleri, N-metil-D-
AspartattNMDA) reseptér aktivasyonu ile hiicre igine Ca' akisim artirarak NO

sentezinden Ca " gereksinimini karsilamaktadir [67].

nNOS’ tan tiireyen NO’ nun glial hiicrelerde interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekroze edici
faktor(TNF-a) gibi birka¢ proinflamatuvar mediatoriin transkripsiyonunu diizenledigi
gosterilmistir [68]. Hem ve demir gruplarinin baglanmasiyla nNOS monomerleri
gevsek sekilde yapilar olusturmaktadir. Hem’ in baglanmasindan sonra hiicre i¢i Ca™
seviyesi artmaya baglar. nNOS protein kinaz C tarafindan ve ¢ GMP bagimli protein
kinazlar ayrica Ca"*/kalmodulin cAMP ile fosforilasyonu sonucu inaktive olmaktadir

[69, 70].

Merkezi sinir sisteminde nNOS tarafindan sentezlenen NO; denge, hafiza olusumu,
uyart gecisi, koku alma gibi birgok fonksiyonlar1 destekleyen bir ndrotransmitter olarak
fonksiyon gormekte ve etki etmektedir [70]. Perifer sinir sisteminde ise nonadrenerjik
ve nonkolinerjik sinirleri etkileyerek vazodilasyon, solunum, genitaiirener ve mide,

bagirsak fonksiyonlarinin regiile eilmesine katkida bulunmaktadir [71].

Sinir sisteminde nNOS’ un yani sira efektif ve toksik etkilere karsi olusan glial
aktivasyon durumunda olusan iNOS’ un {irettigi NO’ in enfeksiyon ajanlarina karsi
miicadelede Onemli fizyolojik rol oynadigi tespit edilmistir. Ayrica NOS’ un
aktivasyonuna bagli olarak olusan NO’ in ¢esitli norolojik hastaliklardan basta
Alzheimer hastalig1r olmak iizere Parkinson ve Multiple sklerozun patogenezisinde rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir [65].

3.2.2.Uyar1labilen (inducible) NOS (i NOS Tip II)

Tip II NOS olarak bilinen bu enzim in vitro endotoksin ve/veya sitokin uygulamasi
sonrasinda ndronlar, diiz kas hiicreleri, endotelyum, astrositler, nétrofiller, makrofajlar,
migroglialarda ve hemen hemen biitiin ¢ekirdekli hiicrelerde yapilir ve salinir. iNOS

konstitutif tipin aksine hiicre i¢inde bulunmaz. Ancak makrofajlar(monosit, nétrofil,
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hepetositler ve digerleri) ve damar endotel hiicreleri, spesifik stokinler(IL-1, TNF, IF-y)
ve endotoksinlerde uyarildigi zaman, iNOS enzimi {iretilir ve bir kez tiretilince ¢ok fazla
miktarda NO sentezi gerceklestirilmis olur. iNOS izoformu NO {retimi ig¢in
tetrahidrobiopterine’ e(TBH) ihtiya¢ duymaktadir. Kalmoduline ¢ok siki baglandig1 i¢in
bu enzim kalsiyum bagimli degildir. iNOS, bakteri lipopolisakkaritleri, proinflamatuvar
stokinler, interferon- y veya konsantrasyonda lipopolisakkaritlerle uyarilan makrofajlar
cok miktarda NO iireterek yabanci hiicrelerde (bakteri, parazit, tiimor hiicresi), sitostatik

ve sitotoksik etki meydana getirirler [52, 58, 73, 74].

Indiiksiyon sonrast NO sentezi saatlerce hatta giinlerce devam edebilir. Ancak uzun
siireli ve asir1 NO sentezi makrofajlar ve diger dokularda da harabiyete yol acarak zarar
verebilir. Enzim indikasyonu buna bagli olarak da NO sentezi L- arginin anologlar1 (IL-
8, IL-10 ve TGF-a) ve glukokortikoidlerce yavaslatilarak inhibe edilebilmektedir. Bu
indiiksiyon nonspesifik hiicre immiinitesi ile iligkili bir mekanizmayla meydana
gelmektedir [74]. Bu izoenzime 6zgii genler kromozom 17 iizerinde bulunmustur.
Makrofajlarda iiretilen iNOS Ca™ bagimsiz olup etki siiresince NO’ yu nanomolar
diizeyde tiretmektedirler. Enzimin bu 6zelliklerinden dolayr indiiklenebilir NOS veya

kalsiyum bagimsiz NOS olarak isimlendirilmistir [52, 58, 75].

3.2.3. Edotelyal NOS (eNOS veya NOS III)

eNOS belirli hiicrelerden konstitutif tarzda iiretilirek, aktif hale gelmek igin Ca™ ile
hem grubu ve NADPH 6(R)-5,6,7,8 in (BHj)- flavin adenindiniikleotid ve
flavinmononiikleotid ile birlesesi gerekmektedir. Bu izoform hiicre igi Ca'™
konsantrasyonlarinda artisa yol acan fizyolojik uyarilara, agonistlere bir cevap olarak
daha az miktarda NO olusumuna yol agmaktadir [61, 76].

eNOS sinir ve endotel hiicreleri ile endokard, miyokard ve trombositlerde siirekli
bulunur ve aralikli olarak kiigiik miktarda NO iiretilir. Bu izoenzime 06zgii genler

kromozom 7 tizerinde bulunmustur [66, 74].

eNOS, iki globiiler protein molekiiliinden(rediiktaz ve oksijenaz segmentleri)
olusmaktadir. Bu iki segment esnek protein yapisi ile bir birine baglanmistir. Oksijenaz

segmenti, NO iiretimi icin gerekli olan katalitik merkezden olugmaktadir. L — arginin,
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tetrahidrobiopterini (BH,) baglar. Rediiktaz segmenti, NO sentezi icin NADPH a
baglanarak dehidrojenasyonu katalize etmek icin gerekli elektronlar iiretmektedir.
Elektronlar esnek protein yapidan oksijenaz segmentine transfer edilir. Bu elektron
transferinin aktif hale gelmesi i¢in kalmodulinin (CaM), esnek protein parcasindaki
spesifik baglanma bolgesine kalsiyum araciligi ile baglanmasiyla aktive olmaktadir.
[77].

Ortamdaki kalsiyum artis1 ile kalmodulin eNOS baglanmasi uyarilir ve pikomol
diizeyde NO sentezi gerceklesir. eNOS tarafindan sentezlenen NO hiicre i¢i ve hiicreler
arasi iletisimde ( damar gecirgenligi gibi ) fizyolojik olarak aracilik yapmaktadir. eNOS
tarafindan sentezlenen NO nun iiretimi kalsiyum baglayan maddeler veya kalmodulin
inhibitorleri ile inhibe edilebilir. Cesitli agonistlerle (6rnegin, B- agonistleri) olusturulan

pozitif inotropik etki eNOS aktivasyonu veya NO vericileri ile azalmaktadir [51, 78].

NOS
NO
. salinim kaynak regulasyon Kromozom
izofor miktari
mu
Tipl _— 5 . Distk
stirekli ndron kalsiyum 12
(nNOS) (picomol)
Makrofaj, damar diiz
Tip2 o o kasi, damar 'endotel?, Stokin, . Yiiksek
. indiiklendiginde | hava yolu epitelyumi, | endotoksin, (nanomal) 17
(INOS) immum hiicreler, | oksidanlar
myokard
Tip3 ] Vaskiiler endotel Diisiik
siirekli hiicresi,  trombosit, | kalsiyum 7
(CNOS) ndtrofil (picomol)

Sekil.4. Nitrik oksit sentezleyen enzimler

NO: nitrik oksit, NOS: Nitrik oksit sentezleyen enzim, nNOS: noéronal NOS, iNOS :
indiiklenebilen NOS, eNOS: endotel kokenli NOS [66, 79]
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Sekil.5. NO kaynaklar1 ve sentezi [66, 79]

3.3. NO Salinnmina Neden Olan Uyaricilar

NO sentezi damarlarda baslica kan akimi (shear stres) ile uyarilir. Kan damarlarinda
kanin akis hizinin artmasi endotel hiicreleri lizerinde mekanik bir kuvvet (shear stres)
olusturarak NO sentez ve salinimini artirmaktadir. Bu kan akimi1 (shear stres) potasyum
kanallarinin aktivasyonuna neden olarak hiperpolarizasyona, hiperpolarizasyon ise Ca™
girisine neden olarak NO sentezini artirmaktadir. Ayrica bunlarin yaninda epinefrin,

norepinefrin, histamin, vazopressin, asetilkolin, bradikinin, katekolaminler, histamin,

serotonin, vazopressin, prostasiklin, ADP, ATP,

intestinal peptid, P maddesi, trombin, insiilin, endotelin-1 ve 5- hidroksitriptamin, ilag,
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plalet aktive edici faktor, A-23187, tromboksan A, gibi molekiiller endotel hiicre
reseptorlerine baglanarak fosforilaz C enzimini aktive ederek Ca™ araciligi ile e NOS
enzim aktivasyonuna yol agarlar. Sonunda NO sentezini artirdig1 ifade edilmektedir [51,

77, 80, 81]
3.4.NO Donorleri(Vericileri)

NO vericileri; L-arginin, nitrogliserin, S, S’ nitrozoditiyol, gliko- SNAP- 1, gliko-
SNAP- 2, S- nitrozoglutatyon monoetil esteri, dephostatin, molsidomin, NO- Hiroksil-
L- argininmonoasetat tuzu, SNAP (S-nitrozo-N-asetilpenisilamin), SNOG, NOC- 5,
NOC- 7, NOC- 9,NOC- 12, Na- nitropurrissid, streptozotosin, S-nitrozokaptopril,
organik nitratlar, metal NO-kompleksleri, organik nitritler, N- hidroksil nitrozaminler,
N-nitrozaminler, nitrozotiyoller, C-nitrozo bilesikleri, diazitin oksitler, nitrozoiminler,
N-hidroksiguanidinler, oksimler, benzofuruksan ve furoksan oldugu belirtilmistir [81,

82]
3.5. NOS’ un Inhibitorleri

NOS' un inhibitérleri arasinda substrat analoglar1 (N®-metil-L-arginin), BH, analoglari
(BH;, 4-amino-BH,4), hem ligantlar1 (CO, CN’, NO-imizidonoller), kalmodulin baglayan
antogonistler (EDTA, EGTA) ve NADPH analoglar1 (difenilen iyodonyum, DPS)
sayilabilir. Bunun yaninda NO’ nu dretilmesi i¢in gerekli L-arginin anologlari; L-
NMA (monometil-L-arginin), L-NA(nitro-L-arginin), L-NAME(nitro-L-arginin metil
esteri. L-arginin anologlar1 olmayan; 7-NI(7-nitroindazol, bu madde daha ¢ok ndronal
NOS’ u inhibe eder),L-NIO(iminoetil-Larginin), N(1-iminoetil)-1-lizin, L-arginin
guanidin kismina benzeyen markoptoetil guanidin, aminoguanidin,1400W, L-
kanavanin(daha ziyade iNOS’ u inhibe ederler) ve gukokortikoidler tarafindan inhibe
edilmektedir [51, 65, 81, 83].
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3.6.Nitrik Oksit in Yikimi

Inaktivasyon Methemoglobine, NO,’, NO;

/ NO,+Try—Nitrotrozin

/
NIiTRIK OKSIT  —®Peroksinitrit NO+O, —»0ONOO" — > OH

\ Epitel kayb1

Hava yolu reak tivitesi
cGMP Diiz Kas Sinir duyarlilig:

Aktivasyonu Gevsemesi Plazma eksidasyonu
Sekil :6. Nitrik oksit’ in yikimi [84].

Nitrik oksit olustuktan sonra yarilanma 6mrii ¢ok kisadir, hizla methemoglobin, metilen
mavisi, siiper oksit anyonu tarafindan nétralize edilmekte veya 10 saniye i¢inde nitrite

(NO) ve nitrata (NOj3") doniiserek inaktive olmaktadir [59].

NO; hem serbest radikaller hem de siiperoksit tarafindan hizla yikilir. NO siiperoksit
anyonlar1 (O,) ile birleserek peroksinitrite (ONOO’) doniigmektedir. Peroksinitrit,
hidroksil radikalleri (OH") ve trozinle (Tyr) birleserek nitrotrozini olustururlar. OH™ ve
ONOQO" astim patogenezinde rol oynayan molekiillerdir. Diger taraftan NO olustuktan
sonra damar diiz kasinda “Guanilat Siklaz1” aktive ederek cGMP diizeyini artirarak diiz
kas gevsemesine neden olmaktadir. Solunumla atilan nitrik oksidin potansiyel
kaynaklar, pulmoner dolagim alt ve iist hava yollarli ve paranazal siniislerdir. Diger
taraftan Siiperoksit Dismutaz (SOD) gibi siiperoksit anyon siipiiriiciler NO nun

yikimini yavaglatip etkisini potansiyalize ettikleri belirtilmistir [85, 86].
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3.7.Nitrik Oksit’ in Sinir Sistemindeki Rolii

NO santral ve periferik sinir sisteminde nonadrenerjik nonkolinerjik sinirlerde hem
serbest radikali hem de norotransmitter olarak islev goéren bir gazdir. NO santral ve
periferik sinirlerde katekolaminkerin salgilanmasindan sorumludur. NO hiicre i¢i cGMP
konsantrasyonunu artirarak fizyolojik etki yapmaktadir. Glutamat tarafindan indiiklenen

sinirsel ileti isleminde NO’ nun ndrotransmitter olarakgorev aldigr ispatlanmistir [51,

74].

NO, merkezi ve priferik sinir sistemindeki néron ve glial hiicrelerde iiretilmektedir.
Noronal NO stoplazmada ¢oziinen bir diger yapisal tip olan nNOS tarafindan

sentezlenmektedir [62].

NO, bir sinir hiicresinden digerine diflizyon yolu ile geger ve kendi i¢in aday bir
reseptor bulmustur. Ayrica NO’ nun sinaptik keseciklerde birikmemesi, ekzositoz
yoluyla salinarak, hiicre zarindaki reseptor proteinleri lizerine etki gosterir. NO bu
Ozellikleri ile bir¢cok norotransmitterden farklidir. Boylece atipik bir ndrotransmitter

olarak tanimlanarak ikincil mesajci veya hormon olarak da kabul edilmektedir [87, 88].

NO’nun sentezi MSS’de NMDA reseptorlerinin Glutamat tarafindan aktivasyonu ile
gerceklesmektedir. Invitro spesifik resptdr stimiilasyonu sonrasinda postsinaptik olarak
NO salinirak presinaptik noronlar1 etkiler. Bu etki glutamat salinimini daha fazla
arttirmakta ve sonucta sinaptik gegis artmaktadir. Glutamatin salgilanmast NMDA
reseptorlerini stimiile eder. Bu da iligkili oldugu PSD95 proteini ile nNOS'u aktive
ederek sentez edilen NO daha sonra ii¢ boyutlu olarak dagilir ve monoaminerjik

varikozitlere ulagsmaktadir [51].

NOS insan ve hayvanlarin beyin dokusunun her bdlgesinde degisen oranda
bulunmaktadair. NOS enzimi serebellum(bu kisimda en yiiksek), hipokampus, striatum,
orta beyin de yliksek oranda bulunurken, medulla oblangatada en diisiik, korteks,
hipotalamusda diisiik oranda bulunmaktadir. NO’ nun 68renme ve bellekte en dnemli
rol oynayan LTP (longterm potentiation) (hipokampusta) ve LTD’ ye (long-term
depression) (serebellumda) neden oldugu kamtlanmistir. Glutamat, NMDA
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reseptorlerini aktive ederek 0grenme ve bellegin temeli olan LTP’ yi NO fiireterek

olusturdugu belirtilmistir [51].

NO beyin fonksiyonlarina dogrudan etki etmektedir. nNOS tarafindan sentezlenen
beyindeki NO, noroprotektif, noroplastite, immun yanit ve serebral kan akiminin
diizenlenmesine ve hafiza olusumuna etki etmektedir. En 6nemli etkileri; denge, agr
duyusu, gorme, bellek, 6grenme, uyaniklik, koku alma, besin ve sivi alinimi,
norotransmitter salilniminin diizenlenmesi, uyar1 gecisi, anksiyetenin hafifletilmesi gibi

bir¢ok fonksiyonlarda rol aldig: bildirilmistir [89, 90, 91].

3.8.NO’ in MSS’ deki Patolojik Rolii

Endojen NO toksik role sahiptir. NMDA gibi glutamat ve aspartat gibi uyarici
aminoasitlerin normalden fazla salimimi konvilziyon ve noérotoksisiteye neden
olmaktadir [72]. Bu aninoasitler tarafindan reseptdrlerin uyarilmasi sonucunda NOS
aktif hale gecerek, serebral iskemi ve epilepsi gibi durumlarda asir1 NO sentezi ve
noronal defektlere neden oldugu ileri siiriilmektedir. Ancak hala bu hipotezler tam

olarak kanitlanamamustir [51, 52].

Otomik sinirlerde NOS aktivitesinin diizenlenmesinde ki rolii sonucunda, migren, bas
agrisi, hipertrofik pilorik stenozda ve erkeklerde erektil disfonksiyon agiga cikan

patolojik sartlarda 6nemli etki yapmaktadir [92, 93].

Travma, serebral iskemi ve noéronal hastaliklar gibi patolojik durumlarda eNOS ve

cNOS’ un arttig1; néronal hastaliklarda da iNOS’ un indiiklendigi belirtilmistir [69, 70].

NO baz1 durumlarda glutamerjik uclart etkileyerek glutamat saliverilmesini azaltabilir
ve LTP(long termpotentiation) lizerinde negatif etki gosterdigi goriilmiistiir [62].

NO tek basmma hem peroksinitrik olusturarak hem de peroksit ile kombine olarak
transmitter saliimi artigm etkileyebilir. Ozellikle santral motor néronlarm aktivitesini

ve vagal stimulasyona kardiyak cevabi arttirdig1 tespit edilmistir [74].
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NOS enziminin inhibe oldugu durumlarda NO sentezinin azalmasiyla, olusmasiyla ilgili

aksamalarin olusmasi ve 6grenme fonksiyonunun bozuldugu gosterilmistir [52].

NO’ nun bellek, konviilsiyon, serebral iskemi, nosisepsiyon, Ogrenme davranisi,
retinada 151k sinyallerini iletme gibib olaylarda rol aldigi ortaya konulmaktadir.
Ozellikle son yillarda NO’ un depresyon, bipolar afektif bozukluklar, sizofreni, otoizm,
migren gibi noropsikiyatrik hastaliklardaki rolii arastirilmaktadir. Ayrica beyinde
mikroglial hiicreler indiiklenenbilen NOS’ u (iNOS) sentez edebilmektedir. Bu
mikroglial hiicreler AIDS’ de kafiza kaybi, Parkinson, Multipl skleroz ve alzheimer
hastalig1 patogenezinde rol aldig1 ifade edilmektedir [51, 52].

30



4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal
4.1.1. Deneyde Kullanilan insan Materyali

Bu calisma saglikli ve Alzheimer hastaligi tanis1 konmus kisiler iizerinde ylriitiildii.
Aragtirmada kontrol ve hasta grubu olusturuldu. Arastirmaya baslamadan 6nce hastalar
ve kontrol grubundaki deneklerle arastirma oncesi yliz ylize goriismeler yapilarak, hasta

ve kontrol grubundaki kisilere tiim ¢aligma hakkinda bilgi verildi.

Kontrol Grubu: Kontrol grubu yaglar1 65 ve 79 arasinda degisen ¢evremizde bulunan
15 goniillii kisiden olusturuldu. Bu kisilerin yaslar1 ve cinsiyetleri benzerdi. Kontrol
grubundan sabah a¢ karnina kan 6rnekleri alinmadan once Standardize Mini Mental

Test (SMMT ) ve Klinik Demans Evreleme Olgegi uygulandi.

Hasta Grubu: Hasta grubu Kafkas Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Klinigine gelen
Alzheimer teshisi konulmus, yaslar1 65 ve 79 arasinda degisen 15 kisilerden temin
edildi. Hastalarin yaslar1 ve cinsiyetleri benzerdi. Hastalarin yaglar1 ve cinsiyetleri
benzerdi. Hastalardan sabah a¢ karnina kan 6rnekleri alinmadan 6nce Standardize Mini

Mental Test (SMMT ) ve Klinik Demans Evreleme Ol¢egi uygulandi.

4.1.2.Kan Orneklerinin Alinmasi

Hasta ve saglikli grup belirlendikten sonra Vena jugularis’ten 10 ml'lik EDTA’l1 tiiplere
alindi. Kan 6rnekleri alinir alinmaz 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek iistte kalan

plazma kismi kapakli polipropilen tiiplere alindi. Analizler yapilincaya kadar plazmalar

20 °C’de saklandu.
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4.1.3.Kan Nitrat ve Nitrit Diizeylerinin Ol¢iilmesi

4.1.3.1.Analizler i¢cin Kullanilan Cihazlar

- Mikroplak okuyucu (Molekiiler Devices)

- Spectrofotometre (Biyo Tek Power Wise XS)
- Santrifuj (electro-mag)

- Etiiv ( Niive)

- Su banyosu ( SB100, Niive)

- Manyetik karistirici (Labinco-532)

- pH metre (Consort C 732)

4.1.3.2.Analizler icin Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Cinko Siilfat (Z,SOy)

- Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)

- Vanadyum (III) kloriir (VCL3) (Merck)

- -N-(1-Naftil)etilendiamin dihidro kloriir (NEDD) (Merck)
- Sulfanilamid (SULF) (Lancaster)

- Sodyum Nitrit (NaNO,)

- Sodyum Nitrat (NaNOs3)
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4.1.3.3.Plazmada Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit diizeyleri Miranda ve ark.,(2001)’ nin bildirdikleri yontemle kolorimetrik
olarak tayin edildi [94].

4.1.3.4.Deneyin Prensibi

Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite doniistlriiliir. Nitritle siilfanilamidin asidik
ortamda N-(1- Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks ve
renkli diazonyum bilesigi olusturu. Olusan bu renkli kompleks 540 nm dalga boyunda

spektrofotometrede Slgiildii.

4.1.3.5.Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Cinko Siilfat ( % 10): Distile suda, 10 g ¢inko siilfat ¢ézdiiriilerek hacim 100 ml’ ye

tamamlandi.

Sodyum Hidroksit (0.3 M): Distile suda, 1.2 g sodyum hidroksit ¢ozdiiriierek hacim

100 ml’ ye tamamlandi.

Vanadum (IITI) Kloriir(% 0.8): 1 M HCI (hidroklorik asit) ‘de, 800 mg vanadyum
(IIT) kloriir ¢ozdiiriilerek hacim 100 ml’ ye tamamlandi ve kati partikiiller filtreyle
uzaklagtirildu.

Siilfanilamid (%2): % 5’lik HCI’ de 2 g siilfanilamid ¢ozdiiriilerek hacim 100 ml’ ye

tamamlandi.

NEDD(% 0.1): Distile suda, 100 mg N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir

¢Ozdiirtilerek hacim 100 ml' ye tamamlandi ve kati partikiiller filtreyle uzaklastirildi.

Gries Ayiraci: 50 ml % 0.1 NEDD ve 50 ml % 2 siilfanilamid esit miktarda karistirildi.
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Stok Nitrik Cozeltisi ( 1 mM): Distile suda, 0.0069 g NaNO, ¢ozdiiriilerek hacim 100

ml’ ye tamamlandi.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): Distile suda, 0.0085 g NaNO; Cozdiiriilerek hacim 100

ml’ ye tamamlandi.

Calisma Standartlarimin  Hazirlanmasi: 1000 pM’hik stok nitrit ve nitrat
cozeltilerinden 200- 100- 50- 25- 12.5-6.25- 3.125 uM’lik c¢alisma standartlar

hazirlanarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

2.1.3.6.Numunelerin Deproteinize Edilmesi:

400 pl serumun tizerine 200 pl 0.3 M NaOH ilave edilerek vortekslendi ve 5 dakika
beklendikten sonra 200 pl % 10’ luk ZnSO4 eklenerek tekrar vortekslendi. Numuneler
1400 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra {istteki berrak sivi analiz i¢in ayrildi.

4.1.3.7.Nitrat Analizlerinin Yapihsi:

Mikroplak kuyucuklarina 100pl nitrat standartlart ve numuneler pipetlendi. Tim
kuyucuklara 100ul VaCls; konuldu. Hemen arkasindan da 100 pl griess ayiraci
pipetlendi. 30 dakika 37 °C’ de etiivde inkiibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm
dalga boyunda okundu.

4.1.3.8.Nitrit Analizlerinin Yapihsi :

Mikroplak 100pl nitrit standartlar1 ve numuneler pipetlendi. Hemen arkasindan da 100

pl griess aywract pipetlendi. 30 dakika 37 °C’ de etiivde inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu.

4.1.3.9.Sonuclarin Hesaplanmasi:
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Kalibrasyon egrisine bakilarak bulunan nitrat ve nitrit konsantrasyonlar1 topland1 ve NO
konsanrasyonu bulundu.

Nitrik Oksit (uM)=Nitrat(uM) + Nitrit(uM)

4.1.4. istatistiksel Analizler

Kontrol grubu ve deney grubu arasindaki fark SPSS 16,0 yazilimi kullanilarak One
sample t-test ile analiz edildi. NO analiz sonucu p<0,01 anlamlilik diizeyi olarak kabul

edildi.
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S.BULGULAR

Caligmamizda Alzheimer hastaligi olan grup ile saglikli grup karsilastirildiginda,
saglikli grupta NO degeri 28,70+ 1,79 uM, hasta grupta ise 33,52 + 4,56 uM olarak

tespit edilmistir.

Alzheimer’ 11 grubun kan plazma NO diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis (p<0,01) gostermistir.
Kontrol ve deney gruplarinin plazma NO diizeylerinin istatistiksel kiyaslamasi ortalama,

standart hata ve gruplar arasindaki 6nemi ¢izelge 1’ de goriilmektedir.

Cizelge 1. Konrol ve Hasta grubu plazma NO diizeyleri istatistiksel kiyaslamasi

Grup Standart Hata | Ortalamalar % 95 Giliven Sinirt
Kiyaslamalari Aras1 fark

Alt Smur Ust Sinir
A 0,44862 28,70329 27,7471 29,6595
B 1,14179 33,52940 31,0957 35,9631

A: Kontrol grubu
B: Hasta grubu
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Kontrol ve deney gruplarinin plazma NO diizeylerinin ortalama ve standart sapma

gruplar arasindaki 6nemi ¢izelge 2’de sunulmustur.

Kontrol Deney
n
X+ SD X+ SD
NO(pmol/ml) 15 28,70 £ 1,79 33,52 +4,56

Cizelge 2. Gruplardaki plazma NO degerlerinin istatistiksel karsilagtirilmasi
n:Her gruptaki birey sayisi
X+ SD: Ortalama = Standart sapma

Ayrica gruplar arast NO diizeylerinin grafiksel olarak degisimi ise Sekil 7°de
gosterilmistir.

40
15 4
a0 -

5 =

Mitrik Oksit{NO)

15 45

10 -

] =

1 2 3 4 5 & 7 & @ 1 11 12 t3 14 15

Biray Sayisi

Sekil 7. Kontrol ve deney gruplarina gore NO diizeyleri
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6. TARTISMA VE SONUC

Giliniimilizde insanlarin ortalama yasam siiresinin uzamasina paralel olarak yaslilarda
goriilen saglik sorunlarinin prevalansinda da artis goriiliir. Alzheimer hastaligida bu
saglik sorunlarindan biri olmakla beraber yasli niifusunun biiyiik ¢ogunlugunu etkileyen

ilerleyici bir demanstir [95, 96].

Alzheimer hastalifi yaslilarda goriilen en yaygin norodejeneratif hastaliklardandir.
Hastalik bir kez olustuktan sonra yerine yenisi konamayan beyin hiicrelerinin 6liimiine
neden olan sonra ilerleyici olarak devam eden ve sonugta hastanin en temel ihtiyaglarini

bile yapamayacagi agir bir evre ve 6liimle sonlanmaktadir [95, 96].

Bugiin dort milyon Amerikal1 (75 ile 84 yas arasindaki her 5 yaglidan biri, 85 ve iistii
yasa sahip olanlarin yarisi) bu hastaligin etkisi altinda bulunmaktadir. Her gegen giin bu
say1, niifusun yaslanmasina paralel olarak giderek artmaktadir. Insan dmriiniin her gecen
giin uzadig1 goéz oniinde bulundurulursa, Oniimiizdeki on yil i¢cinde bu sayinin alti

milyona, 2050 yilinda ise on dort milyona ¢ikacag ifade edilmistir [1].

Diinyada yaklasik 24,3 milyon demans hastasi oldugu ve her sene 4,6 milyon yeni olgu
eklendigi ortaya konulmustur. Buda her 7 saniyede bir hasta eklendigi anlamina
gelmektedir. Her 20 yilda 2’ye katlanan hasta sayisinin, 2040 yil1 itibariyle 81,1 milyon

olmasi beklenmektedir [11].

Alzheimer hastliginin etyopatogenezisinde fizyolojik, sosyal, c¢evresel, genetik,
biyokimyasal ve diger faktorlerin rol oynayabildigi diisliniilmektedir. Son zamanlarda
caligmalar bu hastaligin etyopatogenezinde biyokimyasal islemlerin aydinlatilmasina

yoneliktir [5, 6].
Alzheimer hastaligimin serbest radikal olusumuna neden oldugu postmortem beyin

dokularinda yapilan incelemelerde gosterilmis [5, 6]. Bu c¢alismada da Alzheimer

hastalarinin plazmasinda NO diizeyleri yliksek bulunmustur.
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Bugiin ¢aligmalar hizla devam etmektedir. Yapilan ¢alismalarda ¢oziiniir 6zellikli AB
agregatlari ndronal membrana girerek lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu, ROS
ve reaktif nitrojen iirlinleri olusumuna yol agtigi, AP nitrik oksit sentezini artirdig,
olusan nitrik oksit mitokondrilerden sizan siiperoksit radikalleri ile hizli bir sekilde
reaksiyona girerek peroksinitrit agiga c¢ikardigi, peroksinitrit sinaptik terminalde

oksidatif hasar olusumuna katkida bulundugu bildirilmistir [7].

Bizim ¢alismamizda da, hasta grupta NO degerinin yiiksek tespit edilmis olmasi

beyinde oksidatif hasar olugumu ile ilgili olabilir.

Yiiksel ve ark.(2002) yaptig1 ¢alismada sigan beyninden elde edilen canli hipokampal
kesitler 20 giin siireyle kiiltiir ortaminda takip edilmis ve ardindan kiiltiir ortamina
kolsisin (10mM) ve lumikolsisin(10mM) eklenerek NO 0l¢lilmiis. Sonugta kolsisin
uygulanan organotipik kesit kiiltiirlerinden NO saliniminin, lumikolsisin grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. [97]. Kolsisin uygulanan grupta NO
saliniminin yliksek olmasi bizim c¢aligmamizla benzerlik gostermektedir. Bu durumda
kolsisinin aksonal transportu engellemesiyle birlikte noronlarda nitrik oksit sentetaz

(NOS) aktivasyonuna bagli olarak NO salinim1 artirdig1 sdylenebilir

Bir diger ¢alismada (Lumne ve ark.(1997)) hipotalamik nukleusta, NOS ekspresyonunu
aksotomi ve kolsisin uygulamasi sonrasinda incelemistir. Aksonal hasar olusturulduktan
sonra, hipotalamik major norosekratuvar nukleusta ndéronel NOS(n NOS)
ekpresyonunun artitigir gozlemlemislerdir [98]. Hipotalamik major ndrosekratuvar
nukleusta néronel NOS(n NOS) ekpresyonunun artmasi bizim ¢alismamizla benzerlik
gosterdigi, aksonal hasar olusturulmasiyla NOS ekspresyonunun attigir ve buna baglh

olarak NO diizeyinin artt1g1 kanisina varabiliriz.

Selley (2002)’in yaptig1 calismada 25 Alzheimer'in hastasi ve 25 kontrol grubu igin
plazma homosistein, ADMA(Asymmetric dimethylarginine) ve nitrik oksit degerlerini
analiz etti. Hasta grupta kontrol grubuna gore plazma homosisteini anlamli olarak
yiiksek bulurken ADMA ve Nitrik oksitin plazma konsantrasyonunu diisiik bulmustur
[99]. Plazma NO konsantrasyonunun diisiik bulunmasi bizim g¢alismamizla farklilik

gostermektedir. Bu durumda Alzheimer hastalarinda saglikli insanlara oranla NO
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konsantrasyonunu diisiik bulunmus olmasi hastaligin erken sathasinda olmasi ihtimalini

yiiksek tutmaktadir.

Ferna'ndez-Vizarra ve ark (2003)’ nin yaptig1 bir ¢alismada Alzheimer hastalarinin
6lim sonras1 beyinlerinin korteks kismindan alarak NOS izoformlart olan (ndronal n
NOS) n NOS, (indiiklenebilir n NOS) i NOS ve nitrozin- nitrat degerlerini analiz etti.
Sonugta néron ve ghal hiicrelerde, nNOS, iNOS ve nitrotyrosine immunoreaktiviteleri

gorildiigli kaydedilmistir [100].

Wong ve ark. (2001)’nin kontrol ve Alzheimer hastalarinda yaptigir bir calismada
Alzheimer hastalarinin ndronlarinda yayilmis miktarda iNOS bulmusken, konrol

bireylerde bulunmamustir [101].

Liith ve ark.(1999)’1 normal beyin ve Alzheimer’ i beyinde NOS ekspresyonlarini
incelemislerdir. Sonucta normal beyin korteksinde nNOS ve iNOS smirli miktarda
bulunurken Alzheimerli beyin korteksi etkilenmis olup nNOS ve iNOS yayilmis
oldugunu gostermislerdir [103].

NO degerleri yapilan incelemerde Alzheimer hastalarinda saglikli insanlara oranla
bazen yiiksek bazen diisiik bulunmustur. Bu durum hastaligin erken sathasinda olmasi

ihtimalini yiiksek tutmaktadir [97, 99, 101].

Sonu¢ olarak yaptigimiz c¢alismada Alzheimer hastalarinda NO diizeyi yiiksek
saptanmistir. AH’ da artmis NO diizeyinin beynin 6grenme ve hafiza kismu ile ilgili olan
nNOS ve iNOS tarafindan artmis olabilecegi kanisina varilmistir. Konunun tam olarak
aydinlatilmasi i¢in denek sayisi arttirtlmasi ve NO salan faktorlerin bilinmesi ve kontrol

edilmesi gerekir.
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