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1 - GIRIS VE AMAC

Ginumuzde yaslanma &nlenemeyen, kronolojik, sosyal, biyolojik ve
psikolojik boyutiu bir stre¢ olarak tamimlanmaktadir. 65 yas Uzerindeki nifusun
dinyada %15 dolayinda, ulkemizde ise %9a yakin oldugu ve bu oranin 21.
yuzyilin ilkk geyredinde %20yi asacadi dusunulUrse, yashik ve topluma getirdigi

yuk onemli sosyal sorunlardan biri olarak karsimiza gikmaktadir.

Yaslilikta en ¢ok rastlanan hastalik grubunu olusturan demanslar, ¢ok
degisik etmenlerle ortaya c¢ikmakta ve blylk boSIGmina Alzheimer tipi senil
demanslar olusturmaktadir %" Alzheimer hastaliginin bilinen bircok sebebi
olmakla birlikte apolipoprotein E (apo E) gen polimorfizmi gUnimuzdeki
calismatarin ilgi oda@ haline gelmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda apo E 4
alleli frekansinin Alzheimer'da arttii ve hastaligin gelisiminden sorumiu oldugu

P i agie  4,19,24,2538,64,71,75,79,82,91,93,101,102,119
gosterilmigtir .

Ancak halen apo &4 allelinin
Alzheimer hastaligi ile olan iligkisi kesinlik kazanmamigtir. Bu nedenle hastaliktan

sorumlu olabilecek yeni genlerin arastiriimasi devam etmektedir.



Yukarida bahsedilen bilgilerin 1sig1 altinda, ¢alismamizda Alzheimer tanisi
konmus bireylerde ve saglikh yagllarda apo E allellerinin Turk toplumundaki
frekansinin goésterilmesi amaclanmistir. Ayrica apo E polimorfizminin , Parkinson
ve demans gibi hastaliklarda da dagilimlari incelenerek konunun agikhga
kavusturulmasi dusuntimuastur.

Gahismada kullandigimiz demans olgularinin hayat hikayelerinin ve klinik
bulgularinin incelenmesi sonucunda hastalarin bir kisminin yuksek tansiyona ve
aterosklerotik  olusumlara sahip olduklari gdézienmistir. Son yillarda
kardiyovaskuler hastaliklarin ve yiksek tansiyonun geligliminden sorumlu olarak
Anjiyotensin Konverting Enzim (ACE) genini gosteren galigmalar bulunmaktadir
20, 61,62.83.

Yaptigimiz literatir calismasinda Alzheimer hastalarinda ACE ve apo E
gen polimorfizminin birlikte incelendigi bir aragtirmaya rastlanmamis ve bugune
kadar aralarinda bir iliski kurmak muimkin olmamistir. Dolayisiyla Alzheimer
hastalarinda Apo E gen polimorfizminin yaninda ACE gen polimorfizminin etkisi
arastiriimaksizin konunun eksik kalacagi dastnalmustar.

Bu ¢aligma Alzheimer , Parkinson ve demanstan olugan hasta grubunda ve
saglikli bireylerde apo E ve ACE gen polimorfizmierinin demansin gelisimine ve
biyokimyasal parametrelere olan etkileri ve birbirleriyle olan iligkilerini aragtirmak

amaciyla yapilmigtir.



2 - GENEL BILGILER

2.1. DEMANSLAR:

Demans, yakin bellek bozukiudu ile beliren, entellektuél ve mental
iglevlerin timinde ilerleyici tarzdaki azalma ile karakterize edilen hastalikiarin
genel tanimlamasidir. Yapilan calismalarinda 65 yas ve Ustlndekilerin yaklagik
%10'unda, 80 vyas ve Ustindekilerin yaklaglk %20'sinde demans

0818995114128 65 yasindan 6nce ortaya gikan demanslara presenil,

saptanmistir’
65 yasin Uzerinde olusanlara ise senil demans adi verilmesine ragmen aralarinda
klinik ve patolojik olarak énemli bir fark bulunmamaktadir’®"'"*. Demanslarin bir

cok turt olmakla birlikte en cok bilinenleri Parkinson ve Alzheimer tipi

demansiardir.

2.1.1. ALZHEIMER HASTALIGI:

Alzheimer hastalig: ilk olarak 1907’de Alois Alzheimer tarafindan 51
yasinda bunayarak &len bir kadinda hastaliyi karakterize eden nérofibriler
demetlerin ve senil plaklarin gosterilmesiyle tanimlanmistir'®®®""  Kiinik,
genetik, patolojik ve ndrokimyasal arastirmalar Alzheimer hastaligi'nin heterojen
bir hastalik oldugunu gostermektedir '”. Hastaligin ailesel ve sporadik (aile
hikayesi olmaksizin otozomal dominant karakter gdsteren) sekilleri bulunmakia
birlikte yapilan bir cok aragtirmada aralarinda klinik ézellikler ve hastaligin seyri

bakimindan énemli bir fark olmadi§i gésterilmistir 5.



2.1.2.ALZHEIiMER HASTALIGININ KLINIiK OZELLIKLERI :
Alzheimer hastaliginin yaygin olarak hayatin orta ve ilerlemis yaslarinda
gbéraldugt ve kesin tanisinin ancak beyinde yapilan mikroskobik ¢alisma ile

7108114 Tanida genellikle “National Institute of

konulabilecedi bildirilmistir
Neurological and Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer’'s Disease and
Related Disorders Association (NINCDS-ARDA)™® veya “Consortium to Establish
a Registry for Alzheimer's Disease (CERAD)” in® kriterlerinin kullaniimas: bircok
aragtirict  tarafindan 6nerilmektedir. Alzheimer hastaliginin kiinik tablosu
dezoryantasyon , yakin bellek bozuklugu ve entellekttel iglemlerde azaima ile
karakterize olan ilerleyici mental gerileme seklinde olup ilk olarak yakin bellek
bozuklugu olusmaktadir ***°. Yersel dezoryantasyona bagli olarak hastalar
yollarini ve yerlerini kaybederler. Alzheimer’li olgularda hastaligin seyri sirasinda
periodik ajitasyon, deliium ve akut konfuzyonel krizlerin goérulebilecegi
belirtilmistir *****°, Bazi olgularda bu bulgularin yaninda disfazi, agnozi vb. gibi
nérolojik kortikal iglev bozuklukian gézlenebilecedi bildirilmigtir. Néropsikiyatrik
semptom olarak olgularda depresyon, dellizyon, hallsinasyon, kisilik degisiklikleri
ve davranig bozuklukiar gérulir. Ayrica hastalik frontal loba yayildiginda yuriime
bozuklugu, enkontinans, apati, sosyal inhibisyon ve otokritik yitiminde artis
gbzlendigi aciklanmistir '°**®. Son dénemlerinde ise ileri derecede bagmii,
bakima muhtag hale gelirler , kilo kaybederler ve yatalak olurlar. Alzheimer
hastali§i ilerleyici olmakla birlikte giddetinin olgudan olguya degisebilecegi
gdsterilmistir. Hastalarin ortalama yasam siresi baglangi¢ yasindan itibaren 8.1

yil olarak bildiriimesine ragmen c¢ogdunlukla 4-10 yil icinde aspirasyon, pnémoni

gibi sekonder hastaliklar nedeniyle éldukleri bildirilmistir™.



2.1.3.ALZHEIMER HASTALIGININ PATOLOJIK OZELLIKLERI:

Alzheimer hastaliinin baglica patolojik ézellikleri néron kaybi ile olusan
beyin atrofisi, intraselluler nérofibriler yumaklar, ekstrasellGler senil plaklar ve
serebrovaskiler amiloidler olarak bilinmektedir. 7% 3 8195114

Hiicre kaybinin, ézellikle korteksin en dip tabakasinda gézlendigi, buytk
noéronlari kapsadi§,, geng¢ hastalarda hastalik icin tant kriteri olarak
kullanilabilirken ilerleyen yaglarda bunun mimkuan olmadigi gosterilmistir %%,

Norofibriler yumaklar ise néron sitoplazmasi iginde yogun, buklimlenmis,
birbirine sanimig nérotubulilerin olusturdudu bir géranamdur’®®  (Sekil 1).
Norofibriler yumakiar &zellikie allokorteks ve tempoparietal neokortekste
yodundur. Ancak bu 6zelliklerin sadece Alzheimer hastali§ina 6zglu olmadi§i,
ayrica Prion hastali§i, Kuff hastaligi, progresif supranuklear palsy, postensefalitik
Parkinson Hastahiginda, Guamlardaki Parkinsona benzer demansta ve Down
Sendromunda da gézlendigi bildirilmistir 3.

Ayrica Alzheimer hastahidinda ndrofibriler yumakiarda, B-tubuline

#94

baglanarak mikrotubullerin stabilizasyonunu saglayan “tau™" ve hucrelerdeki

protein molekullerinin degradasyonunda gérev alan ubiquitin adli proteinlerin
bulundugu bildirilmistir "'°.

Ciftlesmis helikal filamentler, tau proteininin asin derecede fosforilize
olmasiyla meydana gelirler ve blnyelerinde MAP2 (Microtubul Associated
Protein) ubiquitin ve amiloid beta peptid antijenlerini icerirler®. Giftlesmis helikal

filamentler senil plakiarn diger bir sekli olan distrofik néritlerde ve gri maddedeki

aksonlarda da bulunmaktadir’®.
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Ekstraselliiler amiloid plak
[amiloid beta peptid ve apolipoprotein E]

intraseliiiler nirofibriler yumak

[mikrotubiil iligkili protein ve apalipoprotein EJ

Sekil 1: Alzheimer Hastaliginin néropatolojik lezyonlan ®

Senil (neuritik) plaklar, ortasi amiloid amorf materyelle dolu, 20 ile 200 um
capindaki olusumlardir®®.  Senil plaklarin etrafinda néronal ve glial hicre
uzantilan, mitokondriler, reaktif astrositler, lipofuksin granilleri de yodun olarak
bulunur. Senil plak icinde amiloidden bagka apolipoprotein E, immunglobulin G,

o1 antikimotripsin, Amiloid Preklrsér Proteini (APP), cesitli komlement proteinteri,



glikozaminoglikanlarin bulundugu™ ve merkezinde aluminoslikatlarin biriktigi

12,21,41

goOsterilmistir . Beta amiloid, normalde artan yasla birlikte serebral ve
leptomeningeal damarlarda bulunmasina ragmen miktan Alzheimer hastali§inda
oldukga artmaktadir %% pigklarin ve nérofibriler demetlerin sayisi ile
hastaligin derecesi arasinda bir oranti oldugu, fakat bu olusumlarin demansin
yoklugunda da gézlendigi bildirilmistir'*.

Graniilli vakuolar dejenerasyon, 4-5 nm capinda, berrak, dairesel
sitoplazmik halkalardan olusmakta® ve argrofilik grantller icermektedirler.
Ozellikle hipokampusta nérofibriler demetlerle birlikte yer aldiklar gosterilmistir™.
Hirano cisimcikleri ve eozinofilik inkiuzyonlar ise, Alzheimer hastaliinda baslica
hipokampusun piramidal tabakalarinda bulunurlar SHeh

Biyokimyasal olarak yapilan calismalarda ise Alzheimer olgularinda akut
faz proteinin, hematolojik, biyokimyasal ve immunolojik élgimlerin normal oldudu
saptanmistir. Serebrospinal basing, hicre sayisi, protein ve seker dlzeylerinin
normal sinirlar iginde oldugu, beyin omurilik sivisinda (BOS), nérotransmitterlerin,
aminoasitlerin ve eser elementlerin dlzeylerinin ise taniya esas olacak seviyeye
ulagsmadigi bildiriimistir. BOS’taki ubiquitin ve tau duzeylerinin Alzheimer
hastaliinda azaldi§i gésterilmis ancak diger nérodejeneratif olgularda da benzer
seviyede oldugundan dikkate deger olmadigi ileri surdimustir. BOS’taki APP

derigiminin, serumdaki amiloid P komponeti ve ndronal lif protein dizeylerinin

Alzheimer hastahi§inda kontrollere oranla azaldigi gésterilmigtir™ .



2.1.4. ALZHEIMER HASTALIGININ GELISIMINDE ETKILI

FAKTORLER:

17.52

Aile hikayesi hastalidin baglamasinda baglica risk faktérudur . Diger

risk faktorleri ise kromozomal mutasyontar *'%%22  {rizomi 21 ®%

1.4,25,71,74,78,80,91,96,101,102,119

apolipoprotein €4 allelinin varhigi gibi genetik faktérier ;

kafa travmasi **7'%  depresyon , tiroid hastaigi® , miyokard enfarktiisi>

12,21,41,50

hikayesi ve aluminyum olarak sayilabilir. Koruyucu faktérierin ise sigara

18 71,126 11,80,113,121,

icimi ", egitim ve apolipoprotein €2 allelinin kahtimi oldugunu

gbsteren ¢aligmalar ise guncelligini korumaktadir.

Aluminyum: Alzheimer hastaligi tanisi konmus bireylerde yapilan otopsi
caligmalarinda beyinde aliminyumun dizeyinin artmis oldugu saptanmistir. Bunun
en 6énemlii kaniti ise senil plaklarin merkezinde ve ndérofibriler yumaklan olusturan

néronlarin iginde aliminyum silikatiann  gésterimesidir "%,

Beyinde
aliminyumun birikimi, 6len ndroniarin toplanmasina bagh olabilecedi gibi
hastaligin seyri sirasinda kan-beyin bariyerinin  bozulmasindan da
kaynaklanabilecegi savi cesitli arastiricilar tarafindan ileri struimektedir. Yapilan
caligmalarda aliminyum dlzeylerinin yiksek oldugu cevrelerde yasayaniarda
Alzheimer hastaliginin sikliginda herhangi bir artis saptanmamigtir. Ayrica
diyalizat sivisindaki aliminyum igerigi nedeniyle aliminyum dizeyleri normalden 12

kat daha yuksek olan kronik diyaliz hastalarinda da Alzheimer hastaligina iligkin

degisiklikler tespit edilmemigtir *'.



Aluminyum iyonlarinin nétrofilde serbest radikal yenilenmesini ve demir
baglantili peroksidatif hasari arttirmak suretiyle, serbest radikal reaksiyoniarina
katkida bulunabilece@i gérusu ileri strilmektedir. Alzheimer hastaliginda oksidatif
stresin etkisini gdsteren indirekt kanitlar arasinda; beyin glukoz 6 fosfat
dehidrojenaz, eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitelerinin artmasi ile alfa tokoferol
ve A vitamini gibi antioksidan moleklllerin plazma duzeylerinin azalmasi
bulunmaktadir. Ayrica reaktif mikroglia htcrelerinin kronik bir sekilde uyariimasi
sonucu fazla miktarda reaktif oksijen metabolitlerinin meydana geldigi de
gosterilmistir . Aliminyumun asin derecede alinmasinin Alzheimer hastaligina
neden olmasi mumkun gérinmemekle birlikte bu hastaliktaki rolinG ispatlamaya

calisan aragtirmalar halen devam etmektedir '2%""%.

Down Sendromu: Down sendromiu hastalarin beyinlerinde 35 yasindan
sonra Alzheimer hastaliina benzer lezyonlarin gelismesinden hareket edilerek,
21. kromozom hastaliin etyopatogenezinden sorumiu tutulmustur®.  Bu
kromozomun uzun kolu Uzerinde erken baglangicli ailesel Alzheimer hastaligi ile
iligkili oldugu ileri surtlen bir gen bdlgesinin varli§i ileri sarlilmektedir. Ancak
Alzheimer hastaliginin ne erken basiangich, ne ge¢ baslangicl ailesel , ne de
sporadik formlarinin tumunde bu gen bolgesi ile ilgili bir etkilesim
saptanamadidindan 21 trizomisi ve Alzheimer hastaligi arasindaki iligki hala tam

olarak agiklanamamigtir %1%



Mutasyonlar: Alzheimer hastaliginin genetik mekanizmasi henlz tam
olarak agikhga kavugmamis bir konudur. Hastaligin sorumlusu olarak birgok
genden slUphelenilmekte ve en az G¢ mutasyon lokusu ileri sariimektedir. Bunlar
21. kromozomda amiloid prekirsér proteininde®, 14. kromozomda PS-1'® ve 1.
kromozomda PS-2% olarak tanimlanmigtir .

Bu genlerden ilk olarak tanimlanani 21. kromozomdaki Amiloid Prekiirsér
Protein (APP) genidir. Bu gendeki mutasyonun erken basglangicli otozomal
dominant Alzheimer hastaliina neden olabilecedi gérust ileri strtimektedir
37395010718 APP geninin 19 ekzondan olustudu , 16 ve 17. ekzonlarin bir
parcasinda, senil plaklarin énemili bir igerigi olan amiloid B proteinini (A protein)

3995.107.108122  APP geninde olusan bir mutasyon AB

kodladigt g6sterilmigtir
proteininin, senil plaklarda ve serebrovaskiiler damarlarda amiloid birikimier
seklinde yigiimasina neden oldugu bildirilmigtir. Yapilan arastirmalarda degisik
aile gruplarinda APP geninde birbirinden farkli bircok mutasyonun hastahgdin
gelisiminden sorumlu oldugu sawi ileri strtimugtar %'%'971%12 (Tapjg |). Son
calismalarda ise 21. kromozomda APP’den bagka Ailesel Alzheimer
hastaligindan sorumlu ikinci bir lokusun varhigi da tartigilmaktadir '*'%,

Bircok erken baslangich ailesel Alzheimer hastaligi olan ailelerde, APP
mutasyonu gérilmeksizin hastaligin otozomal dominant olarak 14. kromozomdaki
bir lokusla kalitildi§i da ileri straimektedir'®'%.

Volga-German aileleri (Rusya’nin Voiga nehri civarindan Amerika'ya gé¢

etmis Alman aileler) ailesel Alzheimer hastaliginda 6zel bir yer tutmaktadiriar.

10



Nitekim bu ailelerde hastaligin 1. kromozomdaki bir lokusia ilgili oldugu, ne APP

mutasyonu ne de 14. kromozomla iligkili olmadigi gértsi ileri stiriimektedir™ ',

Alzheimer

hastahgindaki

genetik heterojeniteden

dustntlen genler Tablo I'de 6zetlenmistir™.

sorumliu

oldugu

Tablo I: Ailesel Alzheimer Hastaligi’nda Molekiiler genetik heterojenite:

Kromozom 1 iligkili
(STM-2, presenilin 2 geni)

Volga German ailelerinde
Erken baglangi¢ (yaklasik 50 yas)

Kromozom 14 iligkili
(S-182, presenilin 1 geni)

Erken basglangi¢ (yaklasik 40 yas)

Kromozom 21 iligkili
APP Mutasyonlari
APP 670/671 yys-met

asn-leu

Erken baglangi¢ (yaklagik 50 yas)

olmayan

APP 717 vatiie
APP 717 vargy
APP 717\m|.phe
Apolipoprotein E4 genotipi Geg baslangi¢
Apolipoprotein E4 ile iligkili | Geg baglangig

11



2.1.5. PARKINSON HASTALIGI:

ilk olarak James Parkinson tarafindan 1817’de tarif edilmistir. Genellikie
substantiya nigra ve globus palidusun yaygin harabiyeti sonucu gelismektedir.
Hastalidin karakteristik ézelikleri vicutta yaygin yada belirli alaniardaki rijidite,
istirahat sirasinda tremor, hareketleri baglatma yeteneginin kaybi olan akinezi’dir
10385 Hastaligin kesin sebebi bilinmemekie birlikte putamen ve nukleus
kaudatusta nigrostial traktusun sinir uglarindan dopémin sekresyonunun kaybi ile
ilgili oldu@u ileri strGimektedir. Parkinson hastalarinda heyecan belirtisi bulunmaz
ve ylz maskeye benzer. Kas sertligi yizinden hasta ileri dogru egilmis durumda
bulunur ve hareketleri kesiklidir®®. Parkinson hastalarina verilen L-dopa
hastalarin yaklasik Gcte ikisinde belirtilerin bircogunu ézellikle rijidite ve akineziyi
iyilegtirir. Bunun nedeninin nukleus kaudatus ve putamendeki nigrostrial liflerin
salgiladi§i dopaminin L-dopa derivesi olmasindan kaynaklandi§i gdsterilmigtir.
Hastalara verilen L-dopanin haraplanan néronlar tarafindan artik salgilanamayan
dopaminin yerini tuttugu ileri sGralmektedir. GUnamuzde hastaligin tedavisi i¢in
bitakim cerrahi ydntemler gelistiriise de halen kesin tedavisi

bulunmamaktadir'®.

12



2.2. APOLIPOPROTEIN E

2.2.1.APOLIPOPROTEIN E°NIN TANIMI:

Apolipoprotein E (apo E), 299 amino asitten olugan, molekdl agirhdr 34.000
dalton olan ve kolesterol, trigliserid metabolizmasinda énemli rol oynayan bir
plazma proteinidir®.

Apo E geni 19. kromozomda yer almakta, apo-Cl ve apo-ClI’nin iginde
oldugu gen toplulugunun bir pargasini olugturmaktadir. Apo E geni 3.6 kilobaz
uzuniugundadir ve dért ekson ile Ug¢ introndan meydana gelmektedir. Apo E’nin
1163 nukleotidden olusan bir mRNA'yl sentezlettirdigi ve olusan primer
translasyon Urininun 317 amino asit igerirken, plazmaya salinan olgunlagsmis
proteinin 299 amino asit igerdigi gosterilmistir’”. Genetik olarak saptanan, apo E2,
apo E3 ve apo E4 adi verilen baglica G¢ sekli mevcuttur. Bunlarin €2, €3 ve &4
olarak tanimlanan G¢ gen cifti tarafindan Gretildigi , G¢ homozigot (E2/2, E3/3 ve
E4/4) ve G¢ heterozigot (E2/3, E2/4 ve E3/4) fenotipi bulundugu bildirilmistir. En
yaygin fenotip E3/3, en yaygin allel €3 olup, apo E2 ile E3 arasindaki farkin 158.
béigede argininin yerine sisteinin gecmesinden kaynaklandigi agiklanmigtir™"®.
Bunun yaninda E4 ile E3 arasindaki farkin ise 112. boélgede sisteinin yerine
argininin gecmesiyle olustugu bildiriimistir. Apo E’nin hicre yutzeyindeki 6zel
reseptorler aracihidiyla kolesterol, trigliserid ve fosfolipid iceren lipoprotein

partikillerinin taninmas! ve hicre igine alinmasini sagladig kanitlanmigtir**®.
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2.2.2. APOLIPOPROTEIN E°NIN SENTEZ YERLERI:

Apo E’nin baglica sentez yeri karacigerdir. Plazmadaki apo E’nin
%75'inden fazlasi karacigerdeki hepatositler tarafindan ¢ok dusik dansiteli
lipoprotein (VLDLYin bir yapitagi olarak sentezlenmektedir. Apo E'nin VLDL'den
badimsiz olarak fosfolipid iceren yaklasik 1.08 g/ml yoguniukta ylzen diskoidal

partikuller seklinde de karaciger hiicrelerinden salindigi bildirilmistir™ (Sekil 2).

Apn E

Fosfolipid

0 0. Kolesterol
Kolesterol vﬁkla\\\.

makrofaj

o
T KARACIGER
Plazma HDL

Sekil 2. Apo E ‘nin karaciger,HDL-kolesterol, makrofaj, fosfolipid

disklerindeki yerlegimi'*’.
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insanda, maymunda, farede , Gunea domuzunda adrenal ve bébrekleri
kapsayan bazi periferal dokularda da dugtk seviyede apo E sentezlenebilecegi
gosterilmistir’®. Makrofajlarin 6zellikle kolesterolle yikit oldukiarinda, apo E’nin

intertisyel sividaki baslica sentez béigesi haline geldikleri %'%°

, ayrica arterierin
diz kas hicrelerinden ve derideki keratinositlerden de sentezlendigi
bildirilmigtir®,

Apo E mRNA’sinin karacigerden sonra en ylUksek seviyede beyinde
bulundugu gésterilmistir'***®°. Apo E ekstraselltler boslukta ya serbest yada bir
proteine baglh olarak bulunmaktadir. Ayrica bazi néronlarda hem sitoplazmik
aralikta hem de endozom, lizozom ve peroksizomlarin intravezikuier aralikiarinda
bulunmaktadir. Bu degisik yerlesim bélgeleri apo E'nin Alzheimer hastali
diginda da bir ¢ok degisik metabolik olayda rol oynadigimi kanitlamaktadir
46,102,111,118.

Elshourbagy ve arkadaslari®®, beyindeki apo EmRNA’sinin karacigerdeki ile
ayni blyUklukte oldugunu ve apo EmRNA Urtndnun hticreden bagimsiz olarak
translasyona ugradigini tespit etmiglerdir®®. Bu bulgular apo E geninin her haploid
genomda sadece bir kopyas! oldugunu* beyin apo E’sinin karaciger tarafindan
dretilen apo E ile ayni gen Urind oldugunu ve karacier apo E’si gibi sekretuvar
bir protein oldugunu géstermektedir'.

Kiitirde yapilan ¢aligsmalarda makrofaj ve monositlerin de apo E uretip

salgiladiklari gosterilmigtir®®'

. Beyinde az sayida, kuglk ve pasif sekilde
bulunan monositik orijinli hicrelerin ve mikroglia olarak isimlendirilen makrofaj

benzeri karakter gésteren hlicrelerin yaralanma ve diger patolojik stimtlasyonlarin
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sonucunda normal makrofajlara benzeyerek beyindeki apo EmRNA’sinin yuksek

miktarlarinin kaynag haline geldikleri ileri sirtimektedir'.

Santral sinir sisteminde apo E’nin astrositik gliada yodun bir sekilde
bulundugu gésterilmistir®®'*'"®. Ak maddenin fibréz astrositleri ve gri maddenin
protoplazmik astrositlerin yanisira 6zellesmis astrositik hucreler de (serebellumun
Bergmann gliasi, Ggluncu ventrikllin tanisitleri, pituisitier ve retinanin Muller
hucreleri) apoE yénunden zengindir. Oligodendroglia, néroniar, mikroglialar,
ependimal hucreler, koroid pleksus hicreleri ve araknoidin dural ylzey
hiicrelerinde apo E'nin varligi gosterilmigtir. Ayrica periferik sinir siteminde néron
hucre cisimcikleri ile iligkili glia hlicreleri ve miyelinlesmemis Schwann hucreleri
de apo E icermektedirler'*'>""®,

Onceleri Apo E mRNA’sinin néronitarda bulunmadigi, sadece glial
hicrelerde oldugu ileri surtlmekteydi. Ancak gunumuizde immunohistolojik
y6ntemlerle yapilan analizlerde, apo E’nin Alzheimer hastah@ ve diger dejeneratif

r40,46,93,102,1 19

hastalikiarda bazi ndronlarda bulundugu goésterilmigti . Apo E’nin
ayrica néron sitoplazmasinda da bulundugu ve gliadan ndéronlara transferinin

intranéronal dagilimindaki kadar iyi oldugu gorisu ileri strtiimektedir®.
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2.2.3. APOLIPOPROTEIN E*NIN BEYINDEKI

METABOLIZMASI :

Apo E’nin beyindeki metabolizmasi gunimuzdeki galigsmalarin ilgi odag

1415:44.83941% Apo E beyin omurilik sivisinin dusik yoguniuklu lipoprotein

olmustur
reseptdérine ba@lanan tek apoproteinidir. CUnkl ne apo B nede apo Al/ClII
beyinde sentez edilmemektedir '>?°. Apo E’nin sinir dokusunda Kkolesterol ve
lipidleri tagima gbérevinden bagka, yapisal bir protein, nérotransmitter veya
norohormon prekirséri gibi davranarak altematif  gérevier Gstlendi§i de
dustntlmektedir',

Apo E sinir sisteminin gelisiminde, yaralanmasinda veya rejenerasyonunda
baglica iki rolu ustlenmektedir. Birincisi, apo E dejenere olmus aksondan kalan
parcalar beyinden uzaklastirir, ikincisi ise nonnéronal dokularda lipidierin
mobilizasyonuna yardim ederken kolesterolun periferal dokudan santral vaskuler
havuza taginimina aracilik eder ®'*°. Apo E’nin sinir biiyimesinde reseptér aracili
endositoz ile gerekli lipidlerin saglanmasinda da gérev aldig bilinmektedir'*®.

Serebrospinal sivida apo E iceren lipoproteinlerin varligi, apo E’nin lipid
veya lipidde c¢ozinen bilegiklerin sinir sistemi hdcrelerinin igine ve digina
taginmasina veya hucreler arasinda yeniden dagilimina katildigini géstermektedir
Lipoprotein partiktlleri kolesterolin beyinden plazmaya atiiiminda da aktiftirler.

Kolesterol igeren lipoprotein partiktllerinin serebrospinal sivi yoluyla araknoid

granulasyoniar ve derin limfatiklerden gegerek beyinden ayrildigi gésterilmistir'®.

17



Apo E'nin sinir sitemindeki gérevlerini agiklamak amaciyla olugturulan
siyatik sinir yaralanma modelinde, hasar sonrasi apo E Uretiminin 250-350 kat
arttigi  gosteriimistir '#*®%'"2"° Apo E’'nin hasar tamirindeki baslica gérevi,
yaralanma sonrasi kolesteroll mobilize eden bir lipid transport proteini olarak rol
almasidir. Kolesterol esterlerini igceren 0.5-2.0 um’lik lipid damlaciklart hasarli
sinirin distal ucundaki bircok hicrede 6zellikle de makrofaj ve Schwann
hicrelerinde birikirler *''?. Bu sirada bazi lipid yikia hilcreler (muhtemelen
makrofajlar) hasar bdélgesinden ayrilirken, esterlesmis lipid igeren birgok
hticrelerin (bu lipidier rejenere olan aksonun remiyelinizasyonu boyunca yeniden
kullanilabilirler) de sinirin kesilmis ucunda kaldigi gosterilmistir*.

Yaralanma sonrasi akson 6lumuna takiben Schwann hicreleri myelin ve
artiklarini reabsorbe eder. Monosit tirevli makrofajlar ise hasarli bélgenin distal
ucunda bilylk miktarlarda apo E sentezlerler '**. Birinci hafta icinde akson
rejenere olur ve bolgede LDL reseptéruntn miktar artar. Akson rejenerasyonunu
takiben apo E ve apo A1 hasar bélgesinin ucunda yigilmaya, makrofajlar ise hizla
kolesterolle ylUklenmeye baslarlar. Yaralanmanin ikinci ve Ug¢uncl haftasinda
remiyelinizasyon basladiginda Schwann hicreleri  kolesterol  depolarint
bosaltirken artan LDL reseptérierini de acgiga c¢ikarirlar . Rejenerasyonun bu
safhasinda apo E’'nin ekstraselliler proteinierin yaklagik %2-3'Gnu olusturacak
sekilde 2 yada 3 katina c¢iktigi''® ve apo A1 ile birlikte ekstraselliler matrikste
kolesterolden zengin lipoproteinlerin bir parcasi olarak iglev gordGgu
bildirilmigtir'*'***.  Apo E partikallerinin membran sentezi ve remiyelinizasyonu
icin kolesterol kaynagi olan LDL reseptérieri ve apo A1 ile baglandikiarn da

gosterilmigtir >4,
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Sonuc¢ olarak apo E4 alleli ile iligkili Alzheimer hastaliginda apo E’nin
éneminin, yaralanmadan sonra sinaptogenez i¢in bir lipid transport proteini olarak
gérev almasindan kaynaklandi§i gérusu cesitli arastincilar tarafindan kabul

edi|mektedir14.15, 43,44, 107,115

2.2.14. APOLIPOPROTEIN E°NIN IZOFORMA 0ZGU

ETKILERI:

Apo E allelelerinin hastalidin gelisimindeki rold heniz tam olarak agikhgda
kavugsmamasina ragmen, ortaya atilan hipotezlerin bir¢ogu apo E’'nin izoforma
6zgu ekilerini icermektedir. izoforma ézgu etkilesim, apo E’nin dusik yoguniukiu
lipoprotein (LDL) reseptéra'®, Ap peptidi''®'®°, mikrotubtl bagimii protein 1au ve
MAP2c """ ile baglanmasini kapsayan bir tanimlamadir.

Apo E mRNA’sinin sinir hicrelerinde eksprese edilmedidi fakat icerdikleri
LDL-iligkili protein (LRP) araciid: ile her G¢ apo E izoformunu baglayabiidikieri
gosterilmistir'®. Apo E3 ve E4'Un, LDL reseptértine (LDL-r) apo E2'den daha
yiksek bir afinite ile baglandigi®®, apo E2'nin , LRP'ye E3 ve E4'ten yaklasik
olarak %40 daha etkili bir sekilde, LDL-r'ye ise %1-2 oraninda baglandigi

agiklanmistir'"”’

. Buna bagh olarak apo E'nin ipidierle kompleks yapmis bir sekilde,
LRP reseptérierine ba@lanarak endositoz yoluyla sinir hucrelerine girdigi ve
olugan endozomiarin daha sonra mikrotubuller aracihdt ile hicre gévdesine
tagindiklar gérusa ileri straimustar®. Alzheimer hastahiginda hicre Slimanin

artigini takiben meydana gelen sinapsislerdeki geri ¢cekilmenin, LRP’nin up-
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regtilasyonuna neden oldugu dusUnuimektedir. Herhangi bir nedenle apo E’nin
LRP ile baglanmasinin onun senil plaklardaki 610 néritlerde birikmesine yol actidi
gdsterilmj§tir9°"°’.

Apo E izoformlar kdaitire edilmig néronlarda nérit uzamasini farkl
sekillerde etkilemektedirler °. Apo E’nin mikrotubtl bagim!li protein 1au ve MAP-2
ile izoforma &zgl etkilesimi, deneysel olarak kanitlanabilen hipotezlere
dayanmaktadir. Mikrotubll badimli protein; néronun sitoplazmasi , aksonu ve
dendritlerindeki mikrotubullerin olusumu ve devamina yardim etmektedir. in vitro
galigmalarda apo E2 ve apo E3'Un iau ve MAP2c’nin mikrotubll baglama
boigesine baglandidi ancak apo E4'tn badlanmadigi gosterilmistir’®®'"". Apo E3
velveya E2'nin tau proteiniyle baglanmasinin koruyucu bir rol oynadid
dustnuimektedir. Bu birlesimin, tau fosforilizasyonunun hizini azaltarak giftlesmis
helikal filamentlerin olusumunu azalti§ veya mikrotubul stabilizasyonunu
kolaylastirdi§i dastndimektedir®(Sekil 3). Bu hipoteze gére apo E2 veya E3
allelini tagimayan E4/4 bireylerde ciftlegsmis helikal filamentlerin olusumunun
hizlandi§i ve néron émruntn kisaldigi belirtilmigtir. Bunun sonucunda hafiza

kaybinin basladidi , beyin kdtlesinin azaldi§l ve hastaligin erken yasta olustugu

gosterilmistir™.
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Sekil 3: Amiloid ve nérofibriler yumaklann olusum mekanizmasi **

Birgok ¢alismada apo E4’Gn amiloid B proteine apo E3'ten daha buyik ilgi
ile baglandigi gosteriimesine ragmen ™' Richey ve arkadaglan® apo E
izoformlari arasinda baglanma o6zelligi bakimindan o6nemli bir fark olmadigi

gbrusuna ileri suirmuslerdir. Bu baglanma sonucu ciftlesmis helikal filamentlerin
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olusumunda artis, normal tasinma fonksiyonunda kayip, sinapsislerde azalma,
noéronlarda 6lum, hasta hucrelerde nérofibriler yumaklarin ve distal dendritik atrofi
alanlarinda néritik plaklarin olusumunun gelistigi gésterilmistir """ Ancak bu
olay Alzheimer hastaliginda invivo olarak hentz saptanamamistir '’

Bir diger hipotezde, apo E'nin AB ile etkilestigini ve ona molekuler bir
koruyucu olarak eslik ederek amiloid olusumunu arttirdidi ileri sumlmugtUrm. in
vitro deneyler apo E'nin izoforma o6zgu etkiyle AB‘'ya baglandidini ve bu

baglanmada apo E4'in E3'ten daha hizli oldugunu '®''®'2%

, fakat apo E4’Un
noérofibriler yumaklarin ana bilesidi olan tau proteinine baglanamazken, apo E3'Un
kuvvetli bir bigimde baglanabildigini géstermislerdir™.

Ayrica Apo E'nin izoforma 6zgu bir mekanizma ile néronal uzamayi
uyardi§1 gosterilmistir. Dorsal root néron ganglion kultdrleri ile yapilan deneylerde
B VLDL varhginda (ne apo E3 ne de apo E4, B VLDL olmaksizin tek baslarina
noritlere etki edemezler) apo E3'Un ndrit buyime ve uzamasini uyardidi, oysa
E4'Gn hem biyumeyi hem de dallanmayi inhibe ettidi bildiriimistir’>. Ayrica apo
E’nin spinal kord ve kortikal néronlara etkilerini géstermek amaciyla fare ve murin
santral sinir siteminden turetilen murin néroblastoma hicrelerinde yapilan
deneylerde bu sonuglari destek!emistirgf Ortama B VLDL olmaksizin serbest apo
E3 ve E4 eklendiginde de nérit blyumesinde herhangi bir degisiklik
saptanmamistir™. Bu sonuglar apo E’nin néronlar tizerinde etki gésterebilmesi icin
lipoprotein reseptdr aracili alinimina yada bir lipid kaynagdi ile birlesmesine gerek
duydugunu géstermektedir. Lipidle baglanmamig apo E ne LDL reseptérine ne de

LDL reseptéru ile iligkili proteine baglanamamaktadir®.
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Yine kulturde immunfloresans yéntemleri ile yapilan deneylerde, apo E3’Un
hucre icinde cekirdek etrafinda ve néritlerde biriktigi, direkt veya indirekt olarak
hucre iskeletinin aktivitesini duzenledigi gdsterilmis ve bunun sonucunda nérit
uzamasini kolaylastirdigi goérusu ileri surtimustir. Apo E4'Gn ise néron iginde
degil daha ¢ok hucre ylzeyinde yerlesmesi sonucu nérit uzamasinda herhangi
bir etki gostermedigi, daha cok iskeletin ve muhtemelen mikrotubullerin
destabilizasyonundan sorumlu oldugu gérusine variimistir®,

% apo E-AB etkilesimini élcmek icin amiloid fibril

Ma ve arkadaslar
olusumunu elektron mikroskobunda gézlemlemisler ve apo-E4’Un fibril olusumunu
apo E3'e kiyasla daha cok arttirdigini belirtmislerdir. Evans ve arkadaslari *', apo
E’nin fibril olusumunu ilk kademede inhibe etmesine ragmen bulyUmelerinde
herhangi bir etkisi olmadigi goérustunu ileri surmuslerdir. Strittmatter ve
arkadaslari'™® ise invitro sartlarda serebrospinal sivida apo E’nin BA4 peptidine
gok buyuk bir ilgi ile baglandigini ve ge¢ baslangich ailesel Alzheimer
hastaliginda apo-E ¢4 allelinin frekansinin arttigini géstermislerdir. Bu bilgilerin
1s1g1 altinda, invitro sartlarda apo E'nin A proteine baglandigi ¢ok agiktir, ancak

bu etkilesim heniiz invivo olarak gésterilememistir >*'%1%7:11°.
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2.2.5. APOLIPOPROTEIN E°NIN ALZHEIMER HASTALIGININ

PATOLOJISINDEKI ROLY:

Apo E bunamayla sonuglanan birgcok hastaligin patogenezi ve hicresel

119

cevabindan sorumlu tutulabilecek tek proteindir' ™. Apo E Alzheimer hastaliginda
norofibriler yumaklarin baslica protein bileseni olan tau araciligi ile yumaklara,
senil plaklarin baglica protein bileseni olan amiloid B araciligi ile senil plaklara
kolayca baglanmakta ve miktarlarinin artmasina neden olmaktad;r®5%"1%.119
invitro deneylerde apo E3'tn tersine apo E4'tn amiloid B peptidi ile olduk¢a stabil
bir kompleks olusturdugu gosterilmistir '%1'912°.

Apo E’nin kongofilik anjiopati bélgelerinde, Creutzfeld-Jacop hastali§i ve
scrapie gibi yavas viris enfeksiyonlarinda da amiloid plaklarda bulundugu
gésterilmistir''®'%.

Amiloid B peptid (AB) immunreaktif plaklarinin ¢api, sayisi ve yogunlugunun

109,120

hastanin apo E genotipi ile iligkili oldugu gdsterilmistir . iki apoE4 alleli
tagtyan olgudaki A immunreaktif plaklarin Apo E3/3 homozigot bireylere gére

daha blyuk ve daha yogun oldugu bildirilmistir.
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2.2.6. APOLIPOPROTEIN E ve ALZHEIMER HASTALIGI:
Alzheimer hastali§ ile apo E &4 alleli arasindaki ilk iligki 1993 yilinda

Sttritmatter ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir'*®

. Pek cok toplumda apo E
allellerinin hastaligin dozuna ve baslangi¢ yasina olan etkileri arastiriimis ve
halen arastiriimaya devam edilmektedir.

Bu konuda yapilan ilk ¢alismalarda otopsi ile sporadik Alzheimer hastasi
oldudu gésterilen olgularin yaklagik %64°Gnin bir £4 alleli tagidigi saptanmistir'®”.
Ayrica & 4 allelinin Alzheimer hastaliinin hem geg¢ baslangigl ailesel, hem de
sporadik sekilleri ile baglantili oldugu ve & 4'n gen dozunun hastalik igin biyik
bir risk olusturdudu birgok calismada gosterilmisgtir 192%3375798281.86.101.102,119
Japonya gibi apo €4 allelinin normal populasyondaki frekansinin disuk oldugu
toplumlarda bile, Alzheimer hastaliginda goérulen artis dikkati cekmektedir’. Apo €
4 alleli bakimindan homozigot olan bireylerde yapilan otopsi ¢alismalarinda senil
plak gelisiminin diger Alzheimer hastalarina oranla daha fazla oldugu
gézlenmistirm. Gunumuzde yapilan genetik epidemiyolojik calismalarda ise
Alzheimer hastaligindan suphelenilenlerin yarisindan fazlasinin apo E lokusu ile

24

iligkili oldugu gc‘)sterilmi§tir93A Corder ve arkadaslari tarafindan yapilan
caligmada, hastaligin seyri ile apo E genotipi arasindaki baglanti arastiriimis ve
hastaligin seyrinin apo E genotipi ile degil baslangic yasi ile ilgili oldugu ileri
sardlmustar.

ilk aragtirmalar sadece baglangi¢ yasi 60'tan bilyik olan geg baslangigh

25,101,102,119

ailelerde yapilmasina ragmen , son yillarda baglangi¢ yasi 60’tan kuguk

olan hastalarda da apoE4 allelinin etkili oldugu gésterilmigtir®'.
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Apo E4 allellerinden bir yada ikisinin varliginin Alzheimer hastaligina
yakalanma riskini yaklagik G¢ kat arttirdigi, baslangic yasini da doza bagimh

19,2564

olarak dusurdugu pek cok arastirici tarafindan ileri surtlmustar Buna ek

olarak apo E2 allelinin hastaliga yakalanma riskini dustrdugu ve baslangig yasini

11,90,113,121

arttirdigi - gosterilmistir (apo E4 homozigot bireylerde 70'den az, apo

E2/3 bireylerde ise 90 ‘dan fazla® ). Bu bilgiler yasin Alzheimer hastaligi igin bir

risk faktori oldugunu %'

ve apo E'nin spesifik allelerinin kalitiminin Alzheimer
hastaliginin ekspresyon hizini duzenledigini dustndirmektedir®. Alzheimer
hastalarinin akrabalarinda apo E4 allelinin orani oldukga arttigi saptanmigtir
175275 By nedenle aile hikayesi Alzheimer hastalidi igin apo E ile iliskili diger bir
risk faktoradar.

2.2.7.ALZHEIMER HASTALIGININ KLINIK TANISINDA
APOLIPOPROTEIN E°NIN YERI:

Apo E geni Alzheimer hastaligi icin gunimuize kadar tanimlanmis baslica
supheli gendir. Ayrica toplumda sik olarak rastlanan bir ¢cok hastalikla da iligkili
oldugu dustnilmektedir®. Apo E’nin genotiplemesinin tek basina hastalik riski
icin gecerli bir veri sayilamayacad ileri surilmektedir®®. Ancak asemptomatik
bireylerde riski belirlemek, gelecekte belkide Alzheimer hastaligindan
etkilenebileceklerini  séylemek, onemli  bir gelisme olarak  kabul
edilmektedir'®%®_Ulusal Yaslanma Enstitisii ve Alzheimer Arastirma Grubunun
konferansinda apo E genotiplemesinin tanida yardimci olabilecegi gérusu ileri
stralmustar’. “Alzheimer hastaliginin tanisinda apolipoprotein E’'nin kullanimi

tzerine bir rapor’' adli makalede arastiricilar apo E’nin tanida degil sadece bir

haberci olarak kullanilabilecegini savini ileri sirmuslerdir.
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2.3. ANJIYOTENSIN KONVERTING ENZIM

Koroner kalp hastaliklari gunimuzde sanayilesmis toplumlarda baslica
problemlerden biridir. Hastaligin gelisiminde ¢evresel faktérlerin yaninda birtakim
genetik faktorlerin de rol oynadidi yapilan galismalarla gosterilmistir. Bu faktdrler
icinde apolipoprotein E allelerinden baska renin-anjiyotensin sisteminin (RAS)
komponentlerini kodlayan genler de sorumlu tutulmaktadir®. Bu sistemin kan
basinci ve elektrolit metabolizmasini duzenlerken, kardiyovaskuler gelisimden ve
vaskiiler tonusun devamindan sorumiu oldugu bilinmektedir &,

ACE renin-anjiyotensin ve kallikrein-kinin sistemlerinin anahtar enzimidir.
Akcigerde, endotelyal hicrelerde ve plazmada bulunur®. Anjiyotensin I'i hidroliz
ederek vazokonstriktor olarak kan basincinin ayarlanmasinda gérev alan

anjiyotensin Il'yi olusturur 2°%

(Sekil 4). Ayrica kuvvetli bir vazodilatatér olan
bradikininin katabolizmasinda rol oynar2°.

Anjiyotensin Il trombosit koékenli buyume faktéra (PDGF), transforming
buyume faktort (TGF-B) ve fibroblast bayume faktérlerinin (FGF) ekspresyonunun
artmasinda rol oynayarak duz kas hicre bélunmesi ve blyumesini uyardigi ve
aterogenezde bu mekanizma ile etki gésterdigi bildirilmistir'™®. Bununla birlikte akut
miyokard infaktustinu takiben bozulmus kardiak sekillenmeye sebep olan
miyokardial hiicrelerini besleyici etki géstermektedir®. Yapilan galismalarda ACE

inhibitorlerinin  ateroskleroz riskini azalttiginin  gbzlenmesi, ACE veya

substratlarinin aterom olusumundaki potansiyel rollerini kanitlamistir® %,
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ANJIOTENSINOJEN

Renin

ANJIOTENSIN I

Anjiotensin | Konverting Enzim

ANJIOTENSIN II

Anjiotensin Il | Reseptérleri

SODYUM EMILIMI  KAN BASINCI REGULASYONU ~ SUSUZLUK
MERKEZININ
UYARILMASI

Sekil 4: Renin-Anjiotensin sisteminin anahtar elementleri ».



ACE geni 17. kromozomda (179g23) yerlesmistir ve 16. intronda 287 bp alu tekrar

bolgesinde insersiyon/delesyon (I/D) polimorfizmi gostermektedir "¢ (Sekil 5).

10 20 30 kb
| 1 1
2 4 6 8 1012 1318 B 20 22 24 26

Sekil 5: Anjiyotensin Konverting Enzim (ACE) Geni D/l Polimorfizmi. Ust cizgi
kilobazlarin skalasi, alt c¢izgi ACE geni 26. ekzonunun yerlesimini
gostermektedir'™®

ACE delesyon polimorfizminin (6zellikle standart kriterlere gére digik risk
taglyan kigilerde) miyokard infarktistnan gelisiminden ve dolagimdaki ACE'nin
artmis konsantrasyonundan sorumlu oldugunu gdsteren bircok calisma

bulunmaktadr 220226162728



Infarktis sonrasi uygulanacak  ACE inhibisyonunun sedece kalp
yetmezliginin ilerlemesini azaltmakla kalmayip, yeni bir infaktiis gelisimine karst
da koruyucu bir etki olugturdugu gésterilmistir ®. Yapilan son galigmalarda DD
genotipinin 6zellikle ani 6limlerde dilate® ve hipertrofik ®' kardiyomiyopati ile
iligkili oldugunun gésterilmesi kardiyovaskuler hastaliklarin olugsumunda ACE
bagimii  bir mekanizmanin varliini  muhtemel kilmaktadir, Mattu ve
arkadaglarinin®  yapti§i  calismada, genotipe bagh olusan etkilerin
hipertansiyondan bagimsiz geligimi, kardiyovaskuler dokularda (aterom dahil)
ACE’nin veya bir substratinin direkt etkisi oldugunu dugtndurmektedir. Hayvan
modellerinde ateroskierozun bir anjiyotensin tip | reseptér antagonisti ile degilde,
ACE inhibitérieri tarafindan etkili bir gekilde azaldi§inin saptanmasi da bu gérusi
destekiemektedir.

ACE D ile apo ¢ 4 allelinin birlikte oldugu olgularda kardiyovaskuiler
hastaliklara yakalanma riskinin (6zellikle restenoz) ve hastaligin ciddiyetinin

arttigi gosteriimigtir 7103124

30



3- MATERYAL METOD

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu calismadaki 6mek grubu 1.U. Cerrahpasa Tip Fakultesi Noéroloji
Anabilim Dal tarafindan takip edilen 55-93 yaslar arasindaki NINCS-ARDA®
kriterlerine gére muhtemel Alzheimer hastali§l teshisi konulmug hastalardan
olugsmaktadir.

Kontrol grubu normal populasyonda herhangi bir rahatsizligi bulunmayan
54-97 yaglari arasindaki kigilerden olusturulmustur.

Serum lipid profili (trigliserid, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-
kolesterol ve VLDL-kolesterol), apolipoprotein (Al ve B) ve fosfolipid tayinleri i¢in
kan 6émekleri 16 saat aglik sonrasi kuru tupe alinmis ve 3000 rom'de 10 dakika
santrifj edilerek serumlar aynimigtir. Serum émekleri analizleri yapilana kadar
-20 °C’de saklanmistir.

Periferik kandan DNA saflastiriimasi i¢in steril EDTA’li tUplere kan érnekleri

alinmis ve en ge¢ bir gin icinde ¢alismak Gzere oda isisinda saklanmigtir.
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3.2. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Agaroz(Promega MBG) ,Amonyum asetat(Sigma A-8920), Amonyum klorlr(Sigma
A-5666), Asetik asit(Merck K-04134156), Borik asit(Sigma B-6768), Hidroklorik
asit (% 37 Merck K-13190114), Brom fenol mavisi(Sigma B-6896), dNTP seti(MBI
Fermentas),Dietileter(Merck), EDTA(dihidrat)(Merck K-20602121), Elon(Sigma M-
5251),Etanol (%99 Tekel), Etidyum bromur(Sigma E-8751), Hidrojen peroksit(%35
Merck K-22035097),Mineral yag (Sigma M-5904),Potasyum bikarbonat(Merck K-
126223552), Sodyumbisulfit (Sigma S-9631),Sodyum doedosil(lauryl) sulfat(Sigma
L-5750), Sodyum hidroksit(Merck C754962),Potasyumdihidrojenfosfat(Merck A-
741071), Sodyum klorur(Carlo Erba 368257),Sodyum molibdat(Sigma S-6646),
Sdlfirik asit(Sigma S-1526),Trizma baz(Sigma T-1503),Taq polimeraz(Promega),
Metaphor agaroz(FMC 50182), Xylene cyanol(Sigma X-4126),Ficoll 400(Sigma F-
9378), DNA marker(PBR322Mspl, Biolabs303-2S; ®X174Hae), Proteinaz K
(Stratagene300-141),Potasyum hidroksit(Sigma P 1767),Triton X-100(Sigma
T9284),Civa klorur(Sigma M 1136),Sodyum azid(Sigma S 2002), Titanyum oksid
(Sigma T 8141),Amonyum sulfat (Sigma A 5132),Xylene orange (Sigma X 0127),
Izopropanol(Sigma 405-7),Kolesterol standarti(Sigma C-0284),Kolesterol oksidaz
(Sigma C 1638), Apo E gen bdlgesi icin kullanilan primer dizileri: (5’ TCG CGG
GCC CCG GCC TGG TAC A 3) (5 ATG GAC GAG ACC ATG AAG GAG TTG
AAG 3’) (Stratagene) ; ACE gen bélgesi icin kullanilan primer dizileri: (5 CTG
GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3)), (5 GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC
AGAT 3), (5 TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAT TAC 3), (6’ TCG CCA GCC

CTC CCA TGC CCA TAA 3) (Prizma)
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3.3. KULLANILAN GERECLER
Elektroforez icin gl¢ kaynagi (Titan plus Helena Laboratories), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), Isiticili manyetik
karigtirici (Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantriftj (TDX), PCR aleti
(MJ Research Techne), pH metre (Hanna), Pipet takimi (Brand), Falkon santrifQ;
(Hereaus), Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), UV
transilluminator (Stratagene UV/White light Transilluminator), Vorteks (Nuve mix),
Elektroforez Sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor

electrophoresis).

3.4. COZELTILER

3.4.1.DNA lzolasyonunda Kullanilan Cézeltiler:

1. Eritrosit Parcalama Tamponu
8.74 gram Amonyum klortr, 1 gram Potasyum bikarbonat , 200 ul 0.5

molarlik Etilen diamine tetra asetat (EDTA)'nin tartimlari yapilarak erlen igine
alindi. 900 mililitre ddH,0 eklendi ve ¢bzeltinin pH'st bir normal sodyum hidroksit
cOzeltisi ile 7.4'e ayarlandi. Daha sonra balon joje icine alinarak bir litreye
tamamlandi. Cézelti 1siya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C'de 15 dakika

otoklavda sterilize edildikten sonra +4°C'de saklanmistir.
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2. 0.5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0)

186.1 gram Etilen diamin tetra asetat (EDTA) tartilarak beher igine alindi ve
800 ml ddH,O eklendikten sonra manyetik kanstirict yardimiyla ¢ézinduraldu ve
pH'st sodyum hidroksid c¢ozeltisi ile 8.0'e ayarlanarak ddH,O ile 1 litreye

tamamlandi. Gézelti 120°C'de 15 dakika otoklavianarak sterilize edildi.

3. 4 Molar Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram Sodyum klorur tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre

ddH20 ilave edildikten sonra manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢6zUnduralda.
Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan c¢ozelti 120°C'de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

4. _Lokositleri Parcalama Tamponu

25 mililitre 4 molar sodyum klortr ve 50 mililitre 0,5 molar 50 mililitre Etilen
diamin tetra asetat (EDTA) direkt balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi.
Cozelti 120°C'de 15 dakika otoklavianarak sterilize edildikten sonra oda isisinda

saklandi.

3. 1 Molar Tris tamponu (stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 mikrolitre
hidrokiorik asit ile yaklagik 800 mililitre ddH,O eklenerek manyetik karistirici

yardimiyla iyice ¢dzindlrilda. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye
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tamamiandi. Cozelti120°C'de 15 dakika otoklavianarak sterilize edildikten sonra
kullaniimigtir.

6. 9.5 Molar Amonyum asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80
mililitre ddH.O eklenerek manyetik karigtiricida ¢o6zunduruldi. Balon jojeye
aktarildi ve ddH,O ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden

gegirilerek sterilize edildi ve +4°C'de saklandi.

7. %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)

10 gr sodyum dodesil sulifat tartildi. SDS tozlarint kaldirmamaya dikkat
ederek beher icine alindi ve Uzerine 80 mililitre ddH20 eklendi. Manyetik
kangtirici yardimi ile ¢ézindurtldi ve pH'si 7.2'yve ayarlandi. 0.22 mikronluk

filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda isisinda sakland..

8. Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram proteinaz K tartilarak steril bir gode icinde steril ddH20 ile 1

militreye tamamlandi. -20 °C’de sakland..

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanmilan Cézeltiler

1. Etidyum Bromiir(10 mg/ml)

10 gram etidyum bromar tartilarak steril ddH,Q ile 10 militreye tamamiandi.

2. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 molarlik Etilen diamin

tetra asetat, 1 mililitre 1 molarlik Tris (pH 8.0), 200 miligram Brom fenol blue, 200
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miligram Xylen cyanol tartilarak steril ddH,O ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda

isisinda saklandi.

3. 30x Tris - Asetik asit - Etilen diamin tetra asetat (TAE) Tamponu

242 gram Tris baz tartilarak bir behere ahndi. Uzerine 57,1 mililitre Glasiyal
asetik asit ve100 ml 0,5 molarlik Etilen diamin tetra asetat ve 800 mililitre ddH,O
ilave edilerek manyetik karistincida ¢ézindurtidi. Balon jojeye aktarilarak 1
litreye tamamiandi. 120°C'de 15 dakika otoklavianarak sterilize edildi ve oda

iIsisinda saklandi.

4. 5x Tris-Borik asit-Etilen diamin tetra asetat (TBE) Tamponu

54 gram Tris baz ve 27,5 gram Borik asit tartilarak beher igine
aktarildi.Uzerine 20 mililitre 0.5 molarlik EDTA (pH'st 8.0) ve 800 ml ddH,0 ilave
edilerek manyetik karistiricida ¢ézinduralda. Cozelti balon jojeye aktarilarak 1
litreye tamamlandi ve 120 °C’'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Hazirlanan ¢bzelti oda 1sisinda saklandi.

3.4.3. Lipid Profili Tayininde Kullanilan Cézeltiler

1. _Etanolik Potasyum Hidroksit Cozeltisi (1 mmol/L)

50 mi triton X-100, 600 ml etanol ile birlestirildikten sonra litresinde 1 mmol

olacak sekilde potasyum hidroksit ¢ozeltisi eklenerek balon jojede 1 litreye
tamamliandi.

2. 10 mM Tris (hydroxymethyl)aminomethyane phosphate Ta nu (pH 7,6,
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Litrede 10 mmol olacak sgekilde tris tartilarak pH’si 7,6 oluncaya kadar
potasyum dihidrojen orto fosfat (20 mmol/L) ile titre edildi. Daha sonra balon
jojede 1 litreye tamamlandi.

3. Notralize Edici Cozelti (4)

16,6 ml hidroklorik asit (1mol/L), 100 ml tris_hydroxymethyl)aminomethyane
phosphate (pH 7,6) ¢bzeltisi ile seyreltilerek nétralize edici ¢ozelti hazirlandi (Bu
ayira¢ her ¢aligmada taze olarak hazirlandi ve 37°C’de pH'in 7.5 olup oimadi§

kontrol edildi).

4. Okside Edici Cozelti (B)

14 mg merkurik klorur ve 1 gram sodium azid 100 ml saf suda ¢éziilerek

okside edici ¢bzelti hazirlanmistir.

3. Kolesterol Oksidaz Cozeltisi

Mililitre basina 1-5 Unite kolesterol oksidaz iceren fosfat tamponu (0.1
mol/L, pH 7.6)'nun her 1 litresine 20 ml triton X-100 eklenmistir. Her bir deney icin

0,25 unite enzim kullaniimigtir.

6. Renk Cozeltisi

2,5 ml stok stok titanyum c¢ozeltisi, 3 ml konsantre sUlfirik asit ile
kangtirildiktan sonra Gzerine 200 mi ddH,O ilave edildi. Karigim daha sonra
balon jojede 250 ml'ye tamamiandi. Elde edilen titanyum ¢ozeltisine esgit miktarda

Xylene orange ¢ézeltisi ilave edilerek karistildi.
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7. Kolesterol Standartinin Hazirlanmasi

Isopropanol igindeki stok kolesterol ¢ézeltisi 200 mg/dl'ye seyreltilerek
standart olarak kullaniimigtir.
8. Trigliserid Tayininde Kullanilan Cozelti :

Trigliserid ayiraci Tris-HCI (60 mmol/L) icinde litre bagina 0,1 gram Triton

X-100, 1 mmol 4-aminoantipirin, 1,5 mmol sodyum 2-hidroksi-3,5-diklorobenzen
sulfonat, 5 mmol Magnezyum klorGr, 0,5 mmol Adenosin trifosfat (ATP), 10 kU
peroksidaz, 4 kU a-glisero fosfat oksidaz, 0,25 kU gliserol kinaz ve 100 kU lipaz

icerecek sekilde hazirlandi. Ayirag +4 °C’de sakland..

9. Fosfat Tuz Tamponu (pH=7.4) :

1.36 gram potasyum dihidrojen fosfat ve 9 gram sodyum klorur tartilarak

erlene alindi.Uzerine 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistiricida
¢bzunduraldu. pH’si 7,4'e ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamland.

Tampon +4 °C’'de saklandi.

10. Fosfolipid Tayininde Kullanilan Cozelti

Standart: 0.4393 gr KH,PO, tartilarak 1000 ml distile suda ¢6zuldi (ml
basina 100 pg).Oksidize Edici Asit Cézeltisi, 10 ml %70 perklorik asit ve 90 ml
2,5 M Sdlfirik asit karigtirildi. Sodyum molibdat, 25 g sodyum molibdat tartilarak
142 ml 2,5 M siuifirik asit iginde ¢6zindartidi ve distile su ile 1 litre
tamamlandi.Elon (p-metilaminofenol sdifat) = 1 g Elon ve 3 g sodyum bistilfit

tartilarak 100 ml distile suda ¢ézUnduralda.Ekstrakte Edici Cézelti, 1 hacim absol
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etanol 1 hacim dietil eter ile kanigtirildi. Coézelti calisma &éncesi taze olarak

hazirlandi.Isidan ve igiktan korunmasi igin koyu renk cam siselerde saklandi.

3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. Periferik kandan DNA lizolasyonu

10 ml periferik kan 6érnegi steril EDTA’l tuplere alindiktan sonra calisma
igin falkon tipune aktaridi. Uzerine 1:3 oraninda (30ml) eritrosit parcalama
¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve +4°C'de 15 bekletildi. +4°C’den cikarilan
orneklerin 1500 rpm’de 10 dakika santrifllj edilerek stipematant kisimlari atildi ve
pelletleri tamamen sUspanse edilerek Uzerlerine tekrar 15-20 mi eritrosit
parcalama ¢ozeltisi eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500
rpm'de 10 dakika santrifljj edildi ve sUpernatantlari atilarak pelletleri stspanse
edildi. Suspanse olan pellet Gzerine 500 uyl %10'luk SDS 50ul proteinaz K (20
mg/ml) ve 9.4 mi |6kosit parcalama cozeltisi eklenerek 56°C su banyosunda 1
gece inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi her 1 ml érnek basina 0.37 mi 9.5 M ‘hk
amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra yavasca kanstiriidi ve 3000 rpm’de
25 dakika santrifij edilerek proteinler ¢oktraldi. Santriflij sonrasi sUpemnatant
kismi temiz bir falkona aktarilarak Gzerine 1:2 oraninda %99'luk absolt alkol
eklendi ve béylece DNA’nin presipitasyonu saglandi. Yogunlasan DNA'nin alkol

yuzeyine gikmasi beklendi ve DNA steril bir mikropipet ucuyla alindi. DNA %70'lik
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alkolde yikanarak ve korunmak Uzere Tris-EDTA ¢dzeltisi icinde ¢dzUnduartldu.

DNA 6mekieri +4°C'de saklanmigtir® .

3.5.2. DNA Saflik Tayini

DNA ormekleri Tris-EDTA c¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandiriidi. 260
nm'de DNA’nin ve 280 nm'de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans Tris
EDTA c¢ozeltisi ile spektrofotometre sifirlanarak él¢ldu.

269 nm'de okunan absorbans / 280 nm'de okunan absorbans oranindan
DNA safligi saptandi.O.D.xs0 / O.D.2gp oram 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz olarak
kabul edildi.Bu oranin altinda bir dedere sahip olan DNA'lara temizleme iglemi

uygulandi.

3.5.3. DNA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Cift ipliki DNA'nin 260 nm'de vermis oldugu 1 absorbans 50 ug/mi
(50ng/uly dir. Bu temel bilgiden faydalanarak DNA formall agagidaki formule gére
hesapland: %.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayisi (100) x Az x 50

3.3.4. Polimeraz Zineir Reaksiyonu (PCR) ile Apoe E Gen
Bolgesinin Cogaltilmasx
Ug gruba ait DNA 6meklerinden Apolipoprotein E gen bdlgesinin

codaltiimas! icin 50 pl hacminde PCR karigimi hazirlandi. Karigim 32.625 ul



ddH,O , 1.5 Unite Taq polimeraz enzimi , 5ul Taq Polimeraz enziminin galigmasi
icin gereksinim duydugu 10 x Reaksiyon ¢dzeitisi , Apo gen bélgesine 6zgu 50
pmol primer ¢ifti, 200 mM deoksintklieotid trifosfat karigimi (dNTP) icermektedir.
DNA drnekleri yaklagik 500 ng olacak sekilde PCR karigimlarina eklenmistir.
Buharlagmanin engellenmesi i¢in karigimin Gzerine 50 p! mineral yagd
damlatilarak 6rneklerin Stratagene Mini Thermal Cyclerda asagida belirtilen

kosullarda PCR’lari gergeklestiriimigtir.

Apo E gen bélgesi igin kullamilan amplifikasyon protokolii:
96°C’'de 1dakika denatlrasyon; 67°C'de 2 dakika baglanma; 72°C’'de 2 dakika

uzama olmak Gzere 35 déngu yapildi®'.

3.5.53. PCR Yintemiyle DNA’da ACE Gen Bédlgesinin
Cogaltilmas:

DNA oémeklerinden ACE gen bdlgesinin ¢ogaltiimasi icin 50 ul hacminde
PCR karisimt hazirlandi. Karisim 31.9 pl ddH,O , 0.1 Gnite Taq polimeraz enzimi ,
Sul Tag Polimeraz enziminin ¢alismasi igin gereksinim duydugu 10 x Reaksiyon
¢ozeltisi , ACE gen bdlgesine 6zgl 10 pmol primer ¢ifti, 200 mM deoksinUkleotid
trifosfat karisimi (dNTP) icermektedir. DNA 6mekleri yaklasik 500 ng olacak
sekilde PCR karigimlarina eklenmistir.

Buharlagmanin engellenmesi igin karigsimin Gzerine 50 yl mineral yag§
damiattiarak dmeklerin Stratagene Mini Thermal Cycierda PCR’lan yapiid.

ACE DD fenotipindeki érmeklere ikinci kez PCR uygulandi. 20 ul’ [ikPCR

karigiminda 9.05ul ddH,O , 0.15 Unite Taq polimeraz enzimi , 2ul 10 x Reaksiyon
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cozeltisi , ACE gen bdlgesine 6zgii 10 pmol primer ¢ifti, 200 mM deoksintikleotid
trifosfat karigimt (ANTP) kullanarak PCR reaksiyon ortami hazirlandi ve DNA
ornekleri yaklastk 500 ng olacak sekilde PCR karigimlarina eklenmigtir. Uzerlerine
50 pl mineral ya§ damiatilarak érneklerin Stratagene Mini Thermal Cyclerda

birinci PCR kosullarinda PCR’lari gerceklestirildi.

ACE gen bdlgesi igin kullanilan amplifikasyon kosulu:
94°C'de 1 dakika denatirasyon, 56°C’de 1 dakika baglanma, 72°C'de 2 dakika

uzama olmak Gzere 30 déngu olarak gergeklestirilmistir®.

3.3.6. Agareoz Jel Elektroforezi
PCR sonrast olugsan amplifikasyon drtnlerinin incelenmesi icin %3'ltk
agaroz jel hazirlandi. Orekler agaroz jel elektroforezinde hazirlanmis olan jele

tatbik edilerek 100 volt'luk elektrik akiminda yarataidd.

%3’liikk Agaroz Jelin Hazirlanmasi :

1.5 g agaroz tartilarak behere alindi. Uzerine 50 ml 1xTAE cdzeltisi
eklenerek mikrodalga firinda kaynatildi. Daha sonra Gzerine 1ul 10 mg/ml'lik
etidyum bromir eklenerek karistirildi. Yaklagik 70°C’ye sogutularak kiivete
doékutda. Tarak yerlestirildi ve jel sodumaya birakildi. Jel donduktan sonra tank
1XTAE ¢bzeltisi ile dolduruldu. Ahinan 15 pl PCR Urtnleri son derigimi 1x olacak
sekilde eklenen S5x‘lik yukleme tamponu ile kansgtirilarak jeldeki kuyucuklara
yuklendi. Kuyucuklardan birine apo E igin PBR 322 Msp | DNA size marker ACE

icin ®X 174 DNA Hae size marker ydklendi. Ylkieme islemi bittikten sonra
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elektrotlar yerlestirilerek o6mekler 80-100 V'ta yuarutalda. Elektroforez
tamamlandiktan sonra jel UV altinda incelendi ve Poloroid kamera ile jelin

fotografi gekildi®™.

3.5.7. Amplifikasyon Uriinlerinde Apo E Gen Polimorfizminin
Tespiti

Amplifiye olan PCR urunleri Hha | Restriksiyon Endonukleaz enzimi ile
kesildi. Kesim igleminde bir érnek icin 30 yl PCR amplifikasyon udrtund, 5 i
didistile su, 4 ul 10 x buffer, 1 yl Hha | Restriksiyon Endonukleaz enzimi
kullanildi®®'.

Kesim iglemi i¢in kangim hazirlandiktan sonra o6mekler 37 °C su
banyosunda en az 4 saat en ¢ok bir gece inkibe edildi. Kesim GrlUnieri% 4'luk
Metaphor agaroz'da 1xTBE ¢dzeltisi icinde, 120 volt'luk elektrik akiminda, 2 saat
yuratilda. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV altinda incelendi ve Polaroid

kamera ile fotografi cekildi.

3.6. LiPiD PROFILI TAYINI

Kolesterol W. Richmond’'un o6nerdigi (1973) serumda enzimatik total
kolesterol tayin yéntemine gére calisiidi®®. Trigliserid McGowan'in énerdigi (1983)
yonteme gore calisildi®. Serum 6meklerindeki Dustk ve ¢ok dustk yodunlukiu
lipoproteinler (LDL,VLDL) , fosfotungustik asit ve magnezyum iyonlar ile spesifik
olarak ¢okturulda™. Daha sonra santrifijj edilerek bu lipoproteinler ¢oktartldi ve

santriflj sonras: Ust sivi fazda kolesterol tayin metodu uygulanarak HDL-
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kolesterol seviyeleri tayin edildi. Cok dastk yogunlukiu lipoprotein kolesterol
degerleri , serum trigliserid duzeyi 400 mg/di'den az olmak kosuluyla , trigliserid
degerlerinin 5'e boluma ile hesaplandi™.

Dustk yogdunlukiu lipoprotein kolesterol degerleri agagida gdsterilen
Friedewald formuliine gére hesaplandi™.

LDL-kolesterol = Total-kolesterol - ( VLDL-kolesterol + HDL-kolesterol )

3.7. APOLIPOPROTEIN TAYINLERI

Apolipoprotein konsantrasyonlar tirbidimetrik olarak tayin edilmigtir”.

3.8. FOSFOLIPID TAYINI

Gomori Proseduri’'ne®” gére caligiidi. 400 pl serum 6megine 10 mi
ekstraksiyon cozeltisi eklenerek 10 dakika bekietildi. Santrifij edildi ve protein
presipitatlar ¢oktrildi.5 ml lipid ekstrakti tipe transfer edildi. Tup 100-110 °C ‘lik
isiticida 1sitildi. Lipid kalintisi igin 400 ul oksidize edici asit eklendi ve tip 240-
250°C’de isitici icine alindi. 30 dakika sonra tap isiticidan ¢ikarildi ve sogutuldu.
Asidik kalinti tamamen temizlenmigse renksiz veya hafif sari olmasina dikkat
edildi. Eger kalinti igerigi koyu renkli ise oksidayon prosedirt tekrar edildi. Asidik
kalintiya 7 mi distile su eklendi. Uzerine 2 mi sodyum molibdat solusyonu eklendi
ve kangtinidi. Kangimin Gzerine 0,5 mi Elon solusyonu eklendi ve tekrar
kangtiriidi. Reaksiyon karigimi bir kivete transfer edildi ve karistirma igsleminden
sonra olusan renk spektrofotometre ayira¢c korine karsi sifilandiktan sonra 700

nanometre dalga boyunda okundu.10 ug, 20 pg, 30 ng, 40 pg standart iceren



érnekler kullanarak standart edrisi cizildi. Standart egrisinin 0-40 ug'a kadar

dogrusal bir ¢izgi vermesine dikkat edildi.

3.9. Sonuclarim Degerlendirilmesinde Kullamilan Istatiksel

Yoéontemler

Bu calismanin istatiksel analizleri SSPS paket programi kullanilarak
yaptmistir. statiksel anlamhlik sinin p<0.05 olarak alinmistir.

Total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL, VLDL, Apo Al, Apo B, nonHDL, Apo
Al / Apo B, LDL / Apo B, LDL / HDL ve total kolesterol / HDL duzeyleri agisindan
gruplararasi farkhliklarin degerlendiriimesinde Oneway ANOVA ve student t testi
kullaniimigtir.

Apo E ve ACE allellerinin gériime sikliginin gruplararasi farkliliklarinin
degerlendiﬁ-lmesinde Ki kare testi kullaniimigtir.

Apo E ve ACE allellerinin serum total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL,
VLDL, Apo Al, Apo B, nonHDL, Apo Al / Apo B, LDL / Apo B, LDL / HDL ve total
kolesterol / HDL dizeylerine olan etkilerinin degerlendiriimesinde student t testi

ve korelasyon testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanilan gruplara ait olgularin genel olarak ve cinsiyete
gére vucut kutle indeksleri ve yas dagiimlarina ait sonuglar Tablo 2 ve Tablo
3'de verilmigtir. Tablodaki degerler istatistiksel agidan karsilastiriidiginda gruplar
arasinda yas ve vicut kitle indeksleri bakimindan aniamh fark bulunmadidi

saptanmistir (p>0.05).

Tablo 2: Deney gruplarina ait viicut kiitle indeksi ve yas ortalamalannin

dagihimlan

GRUP Viicut Kiitle Yas

indeksi (kg/m?) (i)
ortalama sinirlar

Alzheimer |22.71 + 3.89 73.91+7.35 (55-86 yas)
n= 37

Demans 24.65+ 4.33 7492 + 8.16 (58-93yas)
n=47

Parkinson | 23.60 + 3.36 68.31 +6.16 (60-78 yas)
n=21

Kontrol 24.50 + 6.32 73.62 + 13.63 (54-97 yas)
n=29

Tablodaki dederler ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n= Ornek
sayisi) Gruplar arasindaki dnemililik derecesi student t testi ile incelenmigtir.




Tablo 3: Deney gruplanna ait viicut kiitle indeksi ve yas ortalamalannin
cinsiyete gore dagilimlan

Kadin Erkek

GRUP Viicut Kiitle Yag Viicut Kiitle Yas
Indeksi {yil) Indeksi {yih)
(kg/m?) ortalama sinirlar | (kg/m?) ortalama

siniriar

Alzheimer | 22421441 | 74.46 +6.96 (59-86 yag) | 23.46 +2.09 | 72.22 + 860 | (55-82yas)
n= 28 n=9

Demans 2422 +514 | 73.77 + 835 | (5890yas) | 25.20+3.16 | 76.26 + 7.90 | (62-93 yag)
n=26 n= 21

Parkinson | 24.441+597 | 68.80 +58 (64-77 yag) | 23.26 + 2.74 | 68.05 + 6.56 | (60-78 yas)
n=8 n=13

Kontrol 2630 +6.71 | 7200+ 11.90 | (57-90yas) | 23.48 + 6.07 | 74.35 + 14.38 | (54-97 yas)
n=9 n= 20

Tablodaki dederler ortalama + standart sapma olarak verilmigtir (n= Ornek sayisi)
Gruplar arasindaki 6nemlilik derecesi student t testi ile incelenmistir.

Tablo 4'de Alzheimer, demans ve Parkinson tanisi konmus olgularda ve
kontrol grubunda lipid profili ve apolipoprotein degerleri verilmistir. Tablo 4'nin
incelenmesinde gdrulecedi gibi; apo A1 (p<0.001), kolesterol (p<0.05), LDL
(p<0.001) --duzeyi Parkinson tanisi konmus olgularda diger U¢ gruba gére
istatistiki acidan anlamli olarak dusik bulundu. Apo B seviyesi kontrol grubunda
diger U¢ gruba gore istatistiki agidan anlamli olarak yuksek (p<0.01), ayrica
Parkinson’da demans grubuna oranla (p<0.01) istatistiki agidan anlamli olarak
dasik oldugu saptanmistir. LDL/apo B (p<0.01) ve LDL/HDL (p<0.001) seviyesi

ise Parkinsonda dider G¢ gruba gore istatistiki acidan anlamh olarak yuksek

oldugu gézlenmistir.
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Tablo 4: Calisma gruplanna ait serum lipid profili ve apolipoprotein

degerleri.

GRUP ALZHEIMER | DEMANS PARKINSON | KONTROL
n=37 n=47 n=21 n=29

BASLANGIC | 69.97 18.2 69.56+ 10.94 | 62.07+6.61 |-
.I:g[g;TEROL

Py 209.35 + 40.87 | 210.78 + 50.72 | 174.28 + 36.60 | 204.35 + 35.53
eWERD | 138.47 £ 42.34 |145.80 £ 52.8 | 15433 ¢ 88.22 | 142.60 + 55.64
HPL(moM)  147.97+14.75 |44.42+14.50  |39.14+15.33 |43.45+13.18
LOL(mgld) 1 433.11 1 36.87 | 138.53 + 44.21 | 101.85 + 24.27 | 132.25 + 33.23
ViOLmgld) | 27,55 +8.47 |29.25+11.13 | 27.80+ 11.69 | 28.55 + 11.34
APO A (mo/dh | 207.12+ 66.48 | 213.91+62.31 | 155.14 + 48.12 | 234.94 + 41.68
APOB(mo) |153.37 + 35.35 | 165.76 + 55.37 | 139.38 + 39.19 | 186.66 +52.03

| ooy > | 230.50 + 37.48 | 227.89 + 33.70 | 218.23 + 45.76 | 226.55 + 24.85
KOL/WPL  |5.18+4.54 | 5.28+240 556475 |5.24+238
LOL/HPL "~ l0.75+0.88 | 0.67:+0.73 1.82+1.58 | 0.550.75
‘OL/APOB |0.20+0.22  |0.21+0.28 0.460.29  |0.13+0.20
APOATE  11.37:+048  |1.41 +0.65 119 +0.51 | 1.28 +0.42
(maidl) 161.38 +39.20 | 166.34 +51.95 | 135.14 + 36.66 | 160.90 + 34.91

Tablodaki de@erier ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmistir.

énemililik derecesi Oneway ANOVA ile yapiimigtir, n: érnek sayisi.

Gruplar arasi

Alzheimer tanisi konmus olgularin ve kontrol grubunun kadinlan arasinda

lipid profilleri ve apolipoprotein duzeyleri karsilagtiriidiqinda (Tablo 5),

Apo B

seviyesi Alzheimer tanisi konmus olgularda kontrollere gére istatistiki agidan

anlamh olarak dusik (p<0.01), LDL/ApoB seviyesi ise istatistiki agidan aniamii

olarak yuksek (p<0.05) oldugu saptanmigtir.
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Tablo 5: Kadinlarda Alzheimer ve Kontrol gruplarinin lipid profilleri
acisindan kargilagtinimasi
GRUP ALZHEIMER | KONTROL ttablo |p
n=27 n=9
;g{s‘%ﬁm_ 216.38 + 37.22 | 202.85 + 36.14 0.86 0.397
TRIGLISERID
| mgie) 142.07 + 46.65 | 147.00 + 49.58 0.24 0.808
HDL (mg/dl) 48.23 + 13.65 | 41.57 + 10.96 1.19 0.244
LDL (mg/di) 138.19 + 36.82 | 131.71 £ 33.15 0.42 0.677
VLDL (mg/dl) | 28 46 + 9.30 29.57 + 9.91 0.28 0.784
APO A1 (mg/dl) | 251,70 + 64.06 | 232.71 + 33.24 0.67 0.508
APO B (mg/dl) | 154,20 + 34.62 | 206.14 + 50.05 3.15 0.004
FOSFOLIPID
e/l 239.41 + 37.76 | 239.85 + 30.18 0.03 0.978
KOL /HDL 5.46 + 5.11 5.70 + 3.50 0.12 0.907
0.881#
LDL/HDL 0.69 + 0.87 0.35+ 0.22 1.02 0.316
0.3214
LDL/APO B 0.18 + 0.19 0.15 + 0.25 0.30 0.764
0.012#
APO A1/8 1.43 £ 0.45 1.20 £ 0.42 1.21 0.236
NONHDL
| (mgiay 168.15 + 37.86 | 161.28 + 39.47 0.42 0.676

Tablodaki degerler ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmigtir. Gruplar arasi

onemililik derecesi student t testi ile yapiimigtir, n: érmek saytsi.
# Mann-Whitney U testine gore elde edilen p degeri.

Alzheimer tanisi konmus olgularin ve kontrol grubunun erkekleri lipid
profilleri ve apolipoprotein duzeyleri bakimindan karsilagtirildiginda, fosfolipid
seviyesinin Alzheimer tanisi konmus olgularda istatistiki olarak anlamliliga yakin
olarak dustudu, buna ragmen ayni grupta apo A1 seviyesindeki dugukluguin

istatistiki anlamliiga ulagmadigi gézlenmistir(p>0.05) (Tablo 6).
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Tablo 6 : Erkeklerde Alzheimer tanisi konmus olgulann kontrol grubu ile

lipid profilleri agisindan kargilagtinimasi

GRUP ALZHEIMER | KONTROL ttablo |p
n=9 n=20
;g%mm 186.50 + 46.33 | 205.15 + 36.65 | 1.03 0.318
TRIGLISERID
o 126.75 + 21.79 | 140.23 + 60.46 | 0.60 0.554
HDL (mg/dl) 4712+ 18.96 | 44.46 + 14.55 0.36 0.720
LDL (mg/dI) 116.62 + 34.04 | 132.53 + 34.54 | 1.03 0.316
VLDL (mg/di) 24.62+4.06 |28.00+12.39 0.74 0.469
APO A1 (mg/dl) | 181,37 + 71.28 | 231.84 + 45.15 | 2.00 0.060
APO B (mg/dl) | 150,87 + 39.86 | 186.46 + 55.75 | 1.57 0.133
FOSFOLIPID
ity 203.75 + 21.07 | 224.15 + 22.04 | 2.09 0.050
KOL / HDL 4.23 + 1.28 4.99 + 1.63 1.11 0.279
0.310#
LDL / HDL 0.95 + 0.92 0.65 + 0.911 0.73 0.477
0.5144#
LDL/APO B 0.28 + 0.30 0.20 + 0.24 0.65 0.521
| 0.438i
APO A1/B 1.20 + 0.46 1.33+ 0.42 0.64 0.529
NONHDL (mg/di) | 139,37 + 37.45 | 160.69 + 33.92 | 1.35 0.194

Tablodaki degerier ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmistir. Gruplar arasi

oénemiilik derecesi student t testi ile yapiimigtir, n: 6rmek sayisi.
# Mann-Whitney U testine gore elde edilen p degeri.

Tablo 7'de géruldigi gibi demans tamisi konmus olgularin ve kontrol

grubunun kadinlan arasinda lipid profilleri ve apolipoprotein duzeyleri
karsilastirildiginda istatistiki acidan sadece LDL/Apo B seviyesinde demansiarda
anlamh bir dusus gdzlenirken (p<0.05), nonHDL-kolesterol seviyesindeki artig

istatistiki anlamlihga ulasamamigtir (p>0.05).
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Tablo 7 :Demans tamisi konmus kadin olgulann kontrol grubu ile lipid

profilleri agisindan kargilagtirnimasi

GRUP DEMANS KONTROL t tablo o]
n=26 n=9
Igls::érsnoz. 231.00 + 49.34 | 202.85 + 36.14 1.40 0.170
)

TRIGLISERID

maldl) 147.19 + 65.72 | 147.00 + 49.58 0.01 0.994

HDL (mg/dl) 4480 + 1542 | 41.57 + 10.96 0.52 0.608

LDL (mg/di) 154.61 + 41.55 | 131.71 + 33.15 1.34 0.190

VLDL (mg/dl) 29.26 + 13.20 | 29.57 + 9.91 0.06 0.956

APO A1 (mg/dl) | 22242 + 59.82 | 232.71 + 33.24 0.43 0.667

APO B (mg/dl) 177.03 + 53.66 | 206.14 + 50.05 1.29 0.207

FOSFOLIPID

| (mgia 235.42 + 31.59 | 239.85 + 30.18 0.33 0.742

KOL / HDL 5.86 + 2.77 5.70 + 3.50 0.13 0.901
0.597#

LDL / HDL 0.46 + 0.44 0.35 + 0.22 0.63 0.534
0.401#

LDL/APO B 0.10 + 0.08 0.15+ 0.25 0.51 0.627
0.020#

APO A1/B 1.33 £ 0.50 1.20 + 0.42 0.65 0.524

NONHDL (mg/dl) | 186.19 + 52.36 | 161.28 + 39.47 1.17 0.252

Tablodaki degerler ortalama + standart sapma (X £ SD ) olarak verilmigtir. Gruplar arasi

6nemililik derecesi student t testi ile yapiimigtir, n: émek sayisi.
# Mann-Whitney U testine gore elde edilen p degeri.

Tablo 8'de gbrulecedi gibi demans tamisi konmug olgularla kontrol
grubunun erkekleri lipid profilleri ve apolipoprotein duizeyleri bakimindan

kargilastinidiginda istatistiki olarak antamli bir fark saptanamamistir(p>0.05).
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Tablo 8 : Erkeklerde demans tanisi konmus olgularla kontrol grubunun lipid

profilleri agisindan kargilagtinimasi

GRUP DEMANS KONTROL ttablo |p
n=21 n=20
l‘é&}mm 185.76 + 41.05 | 205.15 + 36.65 |1.39 0.173
TRIGLISERID
(o) 144.09 + 31.91 | 140.23+ 6046 |0.24 0.808
HDL (mg/dl) | 43.95+13.62 | 44.46 + 14.55 0.10 0.918
LDL (mgid)) | 118.61 + 39.82 | 132.53 + 34.54 | 1.04 0.306
VLDL (mg/dl) | 2923 +8.19 | 28.00 +12.39 0.35 0.728
APO A1 (mgidl) | 203.38 + 65.16 | 231.84 + 45.15 | 1.38 0.177
APO B (mg/dl) | 151,80 + 55.52 | 186.46 + 55.75 | 1.77 0.087
FOSFOLIPID
| e 218.57 + 34.64 | 224.15+22.04 |0.52 0.608
KOL 7 HDL 4.55 + 1.66 4.99 + 1.63 0.75 0.458
0.4464
LDL / HOL 0.94 + 0.92 0.65 + 0.911 0.90 0.377
0.511#
LDL/APOB | 0.34 + 0.38 0.20 + 0.24 1.13 0.267
0.2844#
APO A1/B 1.49+0.810 |1.33+0.42 0.68 0.502
NONHDL 141.76 + 40.43 | 160.69 + 33.92 | 1.41 0.169
(mg/di)

énemlilik derecesi student t testi ile yapiimigtir, n: 6rmek sayisi.
# Mann-Whitney U testine gére elde edilen p degeri.

Tablodaki deg@erier ortalama + standart sapma (X £ SD ) olarak verilmistir. Gruplar arasi

Parkinson tanisi konmus olgularla kontrol grubunun kadinlari arasinda
lipid profilleri ve apolipoprotein diuzeyleri kargilastinidiinda (Tablo 8), apo A1 ve
LDL seviyeleri Parkinson tanisi konmus olgularda kontrollere gore istatistiki
acidan anlamli sekilde dustk, LDL/HDL orani istatistiki agidan anlamli olarak

yiksek bulunmustur(p<0.05) .
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Tablo 9 : Kadinlarda Parkinson tanisi konmusg olgulann kontrol grubu ile

lipid profilleri agisindan kargilagtinimasi

Grup PARKINSON | KONTROL ttablo |p
n=8 n=9
J;%%Em 185.12 + 33.88 | 202.85 + 36.14 | 0.98 0.345
TRIGLISERID
B 204.12+115.76 | 147.00 + 49.58 | 1.21 0.249
HDL (mg/di) 41.37 + 17.56 | 41.57 + 10.96 0.03 0.980
LDL (mg/d1) 95.71 + 23.81 |[131.71+33.15 |2.33 0.038
VLDL (mgfdi) 33.71+13.26 | 29.57 + 9.91 0.66 0.521
APO A1 (mg/dl) | 175,62 + 46.59 | 232.71 + 33.24 | 2.69 0.018
APO B (mg/dl) | 154,12 + 43.65 | 206.14 + 50.05 |2.15 0.051
FOSFOLIPID
5 242.50 + 60.03 | 239.85 + 30.18 | 0.11 0.918
KOL / HDL 6.73 + 7.60 5.70 + 3.50 0.33 0.750
0.817#
LDL / HDL 1.04 + 0.78 0.35 + 0.22 2.23 0.046
‘ 0.047#
LDL/APO B 0.35+ 0.26 0.15+ 0.25 1.47 0.168
0.136#
APO A1/B 1.23 + 0.52 1.20 + 0.42 0.13 0.896
NONHDL. (mg/dl) | 143,75 + 46.99 | 161.28 + 39.47 | 0.78 0.452

Tablodaki degerler ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmigtir. Gruplar arasi

énemlilik derecesi student t testi ile yapiimistir, n: ek sayis..
# Mann-Whitney U testine gére elde edilen p degeri.

Parkinson tamisi konmusg olgularla kontrol grubunun erkekleri arasinda
lipid profilleri ve apolipoprotein dizeyleri ile karsilastirnidiginda kolesterol
(p<0.05), LDL (p<0.05), apo A1 (p<0.001), apo B (p<0.05), nonHDL (p<0.05)
seviyelerinin Parkinsonlu grupta kontrollere gore istatistiki agidan anlamii olarak
dasuk oldugu , LDL/apo B (p<0.05) oraninin ise anlamh olarak yiksek oldugu

g6zlenmistir (Tablo 10).
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Tablo 10 : Erkeklerde Parkinson tanisi konmug olgularla kontrol grubunun
lipid profilleri agisindan kargilagtiriimasi

GRUP PARKINSON | KONTROL t tablo P
n=13 =20
;g{%ﬁm 167.61 + 37.90 | 205.15 + 36.65 | 2.57 0.017
TRIGLISERID
) 123.69 + 49.84 | 140.23 + 60.46 | 0.76 0.454
HDL (mg/di) 37.76 + 14.36 | 44.46 + 14.55 1.18 0.250
LDL (mg/d1) 105.15 + 24.81 | 132.53 + 34.54 | 2.32 0.029
VLDL (mg/dl) 24.61 + 9.85 28.00 + 12.39 0.77 0.448
APO A1 (mgidl) | 142.53 + 46.27 | 231.84 + 45.15 | 4.98 0.000
APO B (mg/dl) | 130.30 + 34.84 | 186.46 + 55.75 | 3.08 0.005
FOSFOLIPID
anity 203.30 + 27.46 | 224.15 + 22.04 |2.13 0.043
KOL / HDL 4.85 +1.57 4.99 + 1.63 0.23 0.817
0.777#
LDL / HDL 2.24 + 1.76 0.65 + 0.911 2.88 0.010
0.057#
LDL/APO B 0.52 + 0.30 0.20 + 0.24 2.91 0.008
0.011#
APO A1/B 1.16 + 0.50 1.33 + 0.42 0.90 0.377
NONHDL (mg/dl) | 129 .84 + 29.53 | 160.69 + 33.92 | 2.47 0.021

Tablodaki dederler ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmigtir. Gruplar arasi
6nemlilik derecesi student t testi ile yapiimistir, n: ek sayist.

# Mann-Whitney U testine gére elde edilen p degeri.
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Calisma gruplarina ait lipid ve apolipoprotein dlzeyleri

korelasyon iligkisi Tablo 11‘de verilmisgtir.

Tablo 11 : Hasta bulgulanna ait korelasyon matriksi
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Tablodaki degerler r: Korelasyon katsayisi ; * : P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001
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35 Alzheimer hastasi, 45 Demans hastasi, 21 Parkinson hastasi ve 29

saglikli bireyde apo E fenotiplerinin ve allel frekanslarinin total olarak ve
cinsiyete gére dagilimi Tablo 12,13,14,15, 16,17’de verilmigtir .
Tablo 12 : Apo E fenotipinin gruplara gére dagilimi
APO E FENOTIPI |22 |2/3 214 3/3 3/4 4/4 TOPLAM
Alzheimer - 2 1 26 5 1 35
%5.7 | %2.9 | %74.3 | %14.3 | %2.9 | %26.9
Demans - 5 2 29 8 1 45
%11.1 | %4.4 | %64.4 | %17.8 | %4.8 | %34.6
Parkinson - 4 1 |15 1 - 21
%19.0 | %4.8 | %71.4 | %4.8 %16.2
Kontrol - 1 - 27 1 - 29
%3.4 %93.1 | %3.4 %22.3
Toplam - 12 4 97 15 2 130
%9.2 | %3.1 | %74.6 | %11.5 | %1.5 | %100
Tablo 13: Kadinlarda Apo E fenotipinin gruplara gére dagihimi
APO E FENOTIPI (212 |23 2/4 313 3/4 4/4 TOPLAM
Alzheimer - 1 1 18 5 1 26
%3.8 | %3.8 | %69.2 | %19.2 | %3.8 | %38.2
Demans - 2 2 15 5 1 25
%8.0 | %5.0 | %60.0 | %20.0 | %4.0 | %36.8
Parkinson - 1 1 6 - - 8
%12.5 | %12.5 | %75.0 %11.8
Kontrol - - - 9 - - 9
%100 %13.2
Toplam - 4 4 48 10 2 68
%5.9 | %5.9 | %70.6 | %14.7 | %2.9 | %100




Tablo 14: Erkeklerde Apo E fenotipinin gruplara goére dagilimi

APO E FENOTIPI |2/2 |23 2/4 33 |34 4/4 TOPLAM
Alzheimer - 1 - 8 - - 9
%11.1 %88.9 %14.5
Demans - 3 - 14 3 20
%15.0 %70.0 | %15.0 %32.3
Parkinson - 3 - 9 1 - 13
%23.1 %69.0 | %7.7 %21.0
Kontrol - 1 - 18 1 - 20
%5.0 %90.0 | %5.0 %32.3
Toplam - 8 - 49 5 - 62
%12.9 %79.0 | %8.1 %100
Tablo 15: Apo E allellerinin gruplara goére dagilimi
APO E ALLEL €2 e3 cd TOPLAM
Alzheimer 3 59 8 70
%4.28 %84.28 %11.42
Demans 7 71 12 90
%7.77 %78.88 %13.33
Parkinson 5 35 2 42
%11.90 %83.33 %4.76
Kontrol 1 56 1 58
%1.66 %59.7 %1.72
Toplam 16 221 23 260
%6.1 %85 %8.8 %100
Tablo 16 : Kadinlarda apo E allellerinin dagihmi
APO E ALLEL €2 €3 4 TOPLAM
Alzheimer 2 42 8 52
%3.84 %80.7 %15.38
Demans 4 37 9 50
%8 %74 %18
Parkinson 2 13 1 16
%12.5 %81.25 %6.25
Kontrol - 18 - 18
%100
Toplam 8 110 18 136
%5.88 %80.8 %13.23 %100
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Tablo 17:Erkeklerde apo E allerinin dagilimi

APO E ALLEL €2 c3 cd TOPLAM

Alzheimer 1 17 - 18
%5.5 %94.4

Demans 3 34 3 40
%7.5 %85 %7.5

Parkinson 3 22 1 26
%11.5 %84.6 %3.84 :

Kontrol 1 38 1 40
%2.5 %95 %2.5

Toplam 8 111 5 124
%6.25 %89.5 %4.03 %100

Apo £ 4 alleli tagima agisindan kontroi grubu ile Alzheimer grubu
karsilastiriidiginda apo & 4 allelinin Alzheimer hastalarinda daha sik olarak
bulundugunu gésteren anlamhi fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 18). Genel
demanslaria kontrol grubu karstlastinidiginda ¢ 4 allelinin demanslarda da anlamli
olarak fazla oldugu gézlenmistir (p<0.05) (Tablo 19). Parkinson grubu ile kontrol
grubu karsiastirtildiinda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gbzlenmemigtir (p>0.05) (Tablo 20). Apo € 4 alleli tagima agisindan kadinlar ve
erkekler kargilastinidiinda apo ¢ 4 allelinin kadinlarda daha sik olarak
bulundugunu gésteren anlamli fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 21 ).

Tablo 18: Apo ¢ 4 alleli tagima agisindan Alzheimer ve Kontrol Grubunun
kargilagtinimasi

Alzheimer | Kontrol | Toplam
€4 =28 n=28 56
alleli tasimayanlar | %80 %96 %87.5
€4 n=7 n=1 n=8
alleli tasiyanlar %20 %3.4 %12.5
Toplam 35 =29 64

%54.7 %45.3 %100

Gruplararas: farklilik Kikare testi ile gésteriimigtir ( ¥*=3.97 ; p<0.05;

n=6mek sayisi)
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Tablo 19: Apo ¢ 4 alleli tasima agisindan Demans ve Kontrol Grubunun
kargilagtinimasi

Demans | Kontrol Toplam
4 n=34 n=28 62
alleli tagsimayanlar | % 75.55 | % 96.5 %83.8
£4 n=11 n=1 n=12
alleli tasiyanlar % 24.44 | % 3.44 %16.2
Toplam 45 n=29 74

%60.8 %39.2 %100

Gruplararasi farklilk Kikare testi ile gésterilmigtir ( X2 =572 ;p<0.05;
n=0rmek sayisi)

Tablo 20: Apo € 4 alleli tagima agtsindan Parkinson ve Kontrol Grubunun
kargilagtinimasi

Parkinson | Kontrol Toplam
€4 n=19 n=28 n=47
alleli tasimayanlar | % 90.47 % 96.55 | % 94.0
e4 n=2 n=1 n=3
alleli tagtyanlar % 9.52 % 3.44 % 6.0
Toplam 21 n=29 50

%42.0 % 58.0 %100

Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gésterilmigtir (x“=0.79 ;p > 0.05;
n=0mek sayisi)

Tablo 21: Apo € 4 alleli tagima agisindan Kadin ve erkeklerin kargilagtirnimasi

Kadin Erkek Toplam
t4 n=28 n=28 n=56
alleli tagimayanlar | % 50 %50 % 87.5
€4 n=7 n=1 n=38
alleli tagiyanlar %87.5 %12.5 % 12.5
Toplam 35 n=29 64

%54.7 % 45.3 %100

Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gdsterilmigtir ( x?=3.97 ;p<0.05
n=6mek sayisi)

Alzheimer ve konrol grubunda hastalidin cinsiyete goére dagiimi
incelendiginde kadinlarda Alzheimer hastaliginin daha yiksek oldugunu gdsteren
ileri derecede anlamili fark g6zlenmistir (p<0.001) (Tablo 22).
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Tablo 22: Alzheimer ve Kontrollerde Kadin ve Erkeklerin Kargilagtinimasi

Alzheimer | Kontrol | Toplam
Kadin n=28 n=9 n=37
% 75.67 % 30 % 55.2
Erkek n=9 n=21 n=30
% 24.32 % 70 %44.8
Toplam =37 n=30 n= 67
% 55.2 % 44.8 | %100

Gruplararas) farklilik Kikare testi ile gosterilmistir ( x* = 13.97 : p <0.001;
n=6rnek sayist)

Apo € 2 alleli tasima agisindan Parkinson ve kontrol grubu

kargilastiriidifinda € 2 allelinin Parkinson hastalarinda arttigini gésteren istatistiki

anlamlilik elde edilmisgtir (p<0.05) (Tablo 23).

Tablo 23: Apo € 2 alleli tagima agisindan Parkinson ve Kontrol Grubunun
karsilagtinimasi

Parkinson | Kontrol Toplam
€2 n=16 =28 n=44
alleli tasimayanlar | % 36.4 % 63.6 % 88
€2 n=5 n=1 n=6
alleli tagiyanlar % 83.3 % 16.7 % 12
Toplam 21 n=29 50
%42.0 % 58.0 %100
Gruplararasti farklihk Kikare testi ile gosterilmigtir (y” =4.78 ; p <0.05;

n=6mek sayisi)




Apo E fenotipine gobre lipid profili ve apolipoprotein seviyeleri
incelendiginde (Tablo 24 ) Apo A1/B dizeyi 2/3 fenotipinde 3/3,3/4 ve 4/4’e gbre
anlamh ofarak artmis bulundu ((p<0.05). Apo B seviyesi 2/3 fenotipinde 3/3, 2/4 ve
4/4’e gore anlamli olarak distk , 4/4 fenotipinde 2/3,3/4 ve 3/3 fenotipine gére
anlamli olarak yiksek bulunmustur (p<0.05). Fosfolipid seviyesi 2/4 fenitipinde
3/3, 3/4 ve 2/3 fenotipine gére aniamli olarak yiksek bulundu (p<0.05). Kolesterol
seviyesi 4/4 fenotipinde 2/3 ve 3/3 fenotiplerine oranla, ayrica 3/4 fenotipi de 2/3
fenotipine oranla anlamli derecede yuksek bulunmustur (p<0.05). Kolesterol / HDL
orani 2/4 fenotipinde 2/3, 3/3 ve 3/4 fenotipine gbre anlamh olarak yulksek
bulunmustur (p<0.05). LDL seviyesi 3/4 fenotipinde 2/3’e gére 4/4 fenotipinde 2/3
ve 3/3'e gére anlamli oirak yuksek bulunmustur (p<0.01). LDL/Apo B seviyesi 2/3
fenotipinde 2/4, 4/4, 3/4 ve 3/3'e gére anlamh derecede yuksek bulunmustur
(p<0.01). NonHDL seviyesi 2/3 fenotipinde 3/4, 2/4 ve 4/4 fenotipine gére anlamli
derecede dustk, 4/4 fenotipinde 2/3 ve 3/3 fenotipine gbére anlamh derecede
yuksek bulunmustur (p<0.01). Trigliserid seviyesi 3/3 fenotipinde 4/4 ve 2/4’e gbre
anlamii derecede dusik ,2/4 fenotipinde ise 3/3, 2/3 ve 3/4'e gbre anlamh
derecede yltksek bulunmustur (p<0.01). VLDL seviyesi 4/4 fenotipinde tim
fenotiplere goére yuksek bulunmug fakat istatistiki anlamhlia ulagamamigtir
(p>0.05). Apo A1/Apo B orani 2/3 fenotipinde 4/4,3/3 ve 3/4 fenotipine gére
anlamh olarak yuksek bulundu (p<0.01). NonHDL seviyesi 2/3 fenotipinde 3/4, 2/4
ve 4/4 fenotiplerine gére anlamh olarak dusik, 4/4 fenotipinde ise 2/4 ve 3/3

fenotiplerine gére anlamh olarak ytksek bulundu ((p<0.01)
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Tablo 24 :Tim ¢ahsma grubunda Apo E fenotipine gbre baglangi¢ yas: ve
lipid profillerinin dagihmi

?EPISI)OTiPi E 213 2/4 3/3 3/4 4/4
BASLANGIC 160.56:10.47 |71.00:10.02 [67.94:9.85 |68.07:9.26 |66.00
TOTAL | 180.16+44.31 | 226.00+21.90 | 200.58+44.26 | 221.26143.73 | 272.00+7.07
T:l%';;SER'D 154.33+30.56 | 226.75:148.8 | 136.52+50.48 | 158.2664.27 | 219.00+73.53
HDL (mg/dl) | 44.25:16.52 | 35.50+17.93 | 44.67:14.65 | 44.13+13.51 | 35.00+12.72
LDL (mgidl) | 106.75+29.73 | 141.66+12.50 | 128.45+39.49 | 148.40+34.84 | 193.00+4.24
VLDL (mgidl) | 30.33:6.41 | 30.66+7.02 |27.30+10.44 |31.53:12.85 | 43.50:14.84
|hPou | 222.00470.63 | 248.25:99.59 | 199.48:60.01 | 204.33+60.46 | 217.00+53.74
APou, | 130.75:40.25 | 187.00+32.25 | 161.55+48.60 | 158.60:44.68 | 256.50+92.63
| [SSToUPID | 232.00:40.50 | 283.00:69.48 | 222.59:31.87 | 225.93:34.08 | 263.00:24.04
KOLTHDL | 4.54+1.75 |10.08+10.22 | 5.09+3.29 | 5.76:2.86 | 8.35:3.24
LDL/HDL [ 4,71:1.72 | 0.31:0.04 |0.81:0.95 |0.63:0.77 | 0.58+0.21
LDL/APOB |(.50+0.50 | 0.08:+0.02 |0.23+0.25 |0.16:0.18 | 0.0810.02
APOAT/E .]4.88+1.01 1.35:0.52 | 1.28:0.43 | 1.34:0.45 | 0.86:0.99
J'g)gh;;?t 1135.9135.22 | 190.50+36.20 | 155.91+43.44 | 177.06:44.62 | 237.00:19.79

Tablodaki dederler grup ayrimi yapilimadan ortalama+SD olarak verilmig ve gruplar arasi
karsilagtirma Oneway ANOVA testi ile yapiimigtir.
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Apo E allellerinin dért grup genelinde serum lipid ve lipoprotein

duzeylerine etkisi incelenmistir. Apo € 2 alleline sahip olan bireylerde diger

fenotiplere goére (€2 alleline sahip olmayan) trigliserid (p<0.05) ve fosfolipid

(p<0.05) duzeylerinin istatistiki olarak anlamli sekilde arttigi gézienmisgtir. Diger

parametreler agisindan apo € 2 allelinin € 3 ve € 4allellerinden farkli bir etki

g6stermedigi saptanmistir (p>0.05) (Tablo 25 ).

Apo € 3 alleline sahip bireylerde serum total kolesterol (p<0.05) , apo B
(p<0.05), fosfolipid (p<0.001) ve nonHDL-kolesterol (p<0.05) duzeylerinin €2 ve

€4 alleline sahip bireylere gore istatistiki agidan anlamii olarak azaldidi, LDL/HDL

(p<0.05) ve LDL/Apo B (p<0.001) duzeylerinin ise anlamli olarak arttigi

bulunmustur (Tablo 26).

Apo € 4 allelinin serum lipid profilleri ve apolipoproteinler Gzerine etkisi

incelendiginde (Tablo 27), total kolesterol (p<0.05) , LDL-kolesterol (p<0.01),

VLDL-kolesterol (p<0.05), fosfolipid (p<0.05), LDL/Apo B (p<0.05) ve nonHDL-

kolesterol (p<0.01) duzeylerinin € 4 allelini tagiyanlarda € 4 allelini tagimayanlara

oranla anlamh olarak arttigi, LDL/HDL (p<0.01) oraninin ise anlamli olarak

azaldigi bulunmustur.
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Tablo 25: Tiim galigma grubunda Apo € 2 allelinin baslangi¢ yas! ve lipid

profili lizerine etkisi

QZSOTIPI g :;1=21(6+) :=21 82-) :ablo g
oy VAYAS | 70,00+ 10.00 [67.94+9.61 | 0.71 |0.483
BMI0G) | 2546+ 4,61 | 24.04 £488 | 050 | 0.621
KOLESTEROL
| (mgid) 191.62+ 44.22 | 205.02+45.16 |1.11 |0.271
E‘,‘;&'SER'D‘ 172.43 + 78.53 | 141.34 + 54.10 |2.00 |0.048
HoLmed)  |42.06+16.72 | 44.40+44.39 | 0.59 | 0.556
HOHmed)  1113.73+30.43 | 132.65+39.86 | 1.76 | 0.081
Vibtmol)  130.40+6.27 | 28.24+11.07 | 0.73 |0.464
APOATma'd) | 228.56 + 76.02 | 200.58 + 59.47 | 1.68 | 0.097
APOBmg) |144.81+45.05 | 163.04 + 50.10 | 1.37 | 0.174
_(Fmojj,‘)’“'b"’ 244.751 51.85 |223.92+33.32 | 217 |0.032
KOL/HPL | 5.92+ 5.41 5.25 + 3.24 0.70 | 0.486
1oL /HoL 113.75+ 30.43 | 132.65+39.86 | 1.52 | 0.148
OLIAPOB | 0.42+0.41 0.21 + 0.24 1.86 | 0.081
APO A1/B 1.75 +0.93 1.28 +0.43 1.97 | 0.066
NONMDLmI/) | 149.56 + 42.04 | 160.61 + 44.99 |0.92 | 0.359

Tablodaki degerler grup aynimi yapiimadan ortalama + standart sapma (X £ SD ) olarak
verilmigtir. Gruplar arasr kargilagtirmalar student t testi ile yapiimigtir, n: érnek sayist.




Tablo 26: Tiim caligma grubunda Apo € 3 allelinin baglangi¢ yasi ve lipid
profili lizerine etkisi

APOE FENOTIPT | ¢ 3( +) £3(-) t p
n=115 n=6 tablo

BASLAMAYASI) |@8.15+9.71  |70.00+£9,19  |0.41 |0.680
BMI (kg/m) 2422+488 |21,42+3,01 | 0,98 |0.329
TOTAL

| gy 201.16 + 44.95 | 241.33+29.36 |2.16 |0.033
TRIGLISERIDIMO/d) | 144,34 + 51.15 | 224.16 + 119.98 | 1.68 | 0.152
HDL(mg/dl) 44.55 + 14.57 |35.33+15.01 | 1.51 |0.134
LDL(mgldl 128.80 + 30.05 | 162.20 + 29.55 | 1.88 | 0.062
VLDL{mg/d) 28.19+10.49 |3580+11.36 |1.58 |0.117
APO Altmad) | 202.65+61.11 | 237.83+82.39 | 1.35 | 0.180
APO Blmgfd) 157.72 + 47.82 | 210.16 + 60.23 | 2.58 | 0.011
FOSFOLIPIDINGY) | 224.10 + 33.00 | 276.33+ 55.85 | 3.63 | 0.000
KOL/HDL 512+3.10  |9.50+8.09 1.32 |0.243
LBL /HDL 0.88 + 1.06 0.41 + 0/18 3.56 | 0.002
LDL/APOB 0.25:+0.28 | 0.08 +0.02 5.85 | 0.000
APOA1/B 1.35 + 0.55 1.19+ 0,48 0.72 | 0.472
NONHDLImg/d) | 156,60 + 43.65 | 206.00 + 37.96 | 2.71 | 0.008

Tablodaki de§erler grup ayrimi yapiimadan ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak

verilmigtir. Gruplar arast kargilastimalar student t testi ile yapiimigtir, n: érmek sayisi.
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Tablo 27: Tim galigma grubunda Apo € 4 allelinin basglangi¢ yas: ve lipid
profili Gizerine etkisi

APOEFENOTIPI  |¢ 4 (4) e4(-) ttablo | p
n=21 n=97

BASLAMAYASIY |68.57+9.03 |68.16+9.87 | 0.16 | 0,871
BMI (kg/m’) 2267296 | 2443513 |123 |0.222
TOTAL

| Gy o 227.00 +40.50 | 198.06 + 44.55 | 2.74 | 0.007
TRIGLISERID(MY/Y) | 177.09 + 86.14 | 138.73 + 48.70 | 1.97 | 0.061
HDL(mgld) 41.61+14.16 |44.61+14.80 |0.85 |0.398
LDL{mg/d) 151.85 + 33.40 | 125.77 + 38.95 | 2.79 | 0.006
VLDLimg/dy 32.60+12.35 |27.68+10.05 |1.91 |0.058
APO At(mg/d) 213.90 + 67.05 | 202.38 + 61.53 | 0.76 | 0.448
APO B(mg/d]) 173.33 + 53.61 | 157.58 + 48.84 | 1.32 | 0.190
FOSFOLIPIDImO/™) | 240.33 + 46.23 | 223.80 + 33.00 | 1.91 | 0.058
KOL /HDL 6.83 + 5.01 502+3.14  |1.59 |0.126
LOL /HDL 0.57+0.67  |0.92+1.10 |1.34 |0.007
LoL/APOB 0.146+0.16 [0.26:+0.29 [245 |0.018
APOATIB 1.30 +045 |1.35 +0.56 | 042 | 0.674
NONDHm/dh  1185.33+ 43.97 | 153.44 + 42.87 | 3.08 | 0.003

Tablodaki degerler grup aynmi yapiimadan ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak

verilmigtir. Gruplar arasi kargilagtirmalar student t testi ile yapiimigtir, n: dmek sayisi.
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Apo € 2, € 3 ve € 4 allellerinin serum lipid profiline olan etkisinin
korelasyon testi ile kargilastiriimasi yapilmistir (Tablo 28). Apo € 2 alleline sahip

bireylerde apo € 3 ve € 4 alleline sahip olanlara gére trigliserid (p<0.05)

fosfolipid (p<0.05), apo At/apo B (p<0.01) ve LDL/apo B (p<0.05) duzeyleri

anlamhi olarak yuksek, LDL/HDL (p<0.05) orant anlamh olarak dusuk

bulunmustur. Apo € 3 alleline sahip olan bireylerde apo € 2 ve € 4 alleline sahip

olanlara gére total kolesterol (p<0.05), trigliserid (p<0.01), apo B (p<0.05) ,

fosfolipid (p<0.001), kolesterol/HDL (p<0.01) ve nonHDL (p<0.01) seviyeleri

anlamli olarak dusuk bulunmustur. Apo € 4 alleline sahip olan bireylerde apo € 2

ve € 3 alleline sahip olanlara gore total kolesterol (p<0.01), trigliserid (p<0.01),

LDL-kolesterol (p<0.01), kolesterol/HDL (p<0.05) ve nonHDL-kolesterol (p<0.01)

seviyeleri anlamh olarak yuksek bulunmustur.
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Tablo 28 : Apo E allellerinin baglangi¢ yasi ve serum lipid profili lizerine

etkisi
€2 €3 €4
r p r P r p
BASLAMA YAS! (yi) -0.053 | 0.625 | -0.058 | 0.590 | 0.071 | 0.510
| oM g 0.058 |0.611 |0.110 |0.338 |-0.159 | 0.166
KOLESTEROL (mgiel) -0.102 | 0.271 | -0.196 |0.033 | 0.246 | 0.007
TRIGLISERID(mg/dl) | 0,182 | 0.048 |-0.311 | 0.001 | 0.251 | 0.006
HDL(mg/dI) -0.054 | 0.556 |0.138 (0.134 | -0.078 | 0.398
LDL(mg/dl) -0.162 | 0.081 |-0.173 | 0.062 | 0.251 | 0.006
VLDL(mgf/dl) 0.068 |0.464 |-0.145 [0.117 | 0.175 | 0.058
APO A1(mg/dl) 0.1558 | 0.095 |-0.126 | 0.177 | 0.071 | 0.447
APO B(mg/dl) -0.136 | 0.143 | -0.222 | 0.016 | 0.104 | 0.263
FOSFOLIPID(mg/dl) | 0.193 | 0.038 |-0.318 | 0.000 | 0.169 | 0.069
KOL /HDL 0.064 |0.486 |-0.268 |0.003 | 0.193 | 0.035
LDL /HDL 0.210 | 0.023 |0.090 |0.335 |-0.124 | 0.182
LDL/APO B 0.236 |0.011 |0.127 |0.175 |-0.167 | 0.075
APO A1 /B 0.295 |0.001 |0.067 |0.472 |-0.039 | 0.674
NONHDL(mg/d1) -0.085 | 0.359 |-0.244 {0.008 | 0.274 | 0.003

Bulgular grup, yas ve cinsiyet dikkate alinmadan ifade edilmistir. r: regresyon katsayisi,
p: anlamhhk degeri.

Apo € 4 varh@min hastalarda kardiyolojik bulgularin varligi ile

karsilagtinimast yapildiginda € 4 alleline sahip bireylerde kardiyolojik bulgularin
istatistiki olarak anlamli bir sekilde artti§i gézlenmistir (p < 0.05) (Tablo 29) .

Apo € 4 alleli varh@inin ailede kalp hastaligi varhigi ile iligkisi
kargilagtirnidiginda ailede kalp hastaligi olan bireylerde € 4 allelinin istatistiki

acidan anlamh olarak artti§i gézlenmistir (p < 0.05) (Tablo 30) .
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Tablo 29 : Apo € 4 alleli varliginin kardiyolojik bulgularia kargilagtirnimasi

Kardiyolojik Kardiyolojik Toplam
Buigu Yok Bulgu Var

€4 alleli tagimayaniar 48 12 60
%80.0 %20.0 %88.2

; 3 5 8

€4 alleli tagiyanlar %37.5 %E2.5 %11.8

Toplam 51 17 68
%75.0 %25 %100

Gruplararas! farklilik Kikare testi ile gosterilmistir ( %°

=6.80 ; p <0.05 ; n=6rnek sayisi)

Tablo 30 : Apo € 4 alleli varliginin ailede kalp hastaligi varhgi ile iligkisi

Ailede Kalp | Ailede Kalp | Toplam
Hastaligi Yok Hastalig) Var
&4 alleli tasimayanlar 42 8 50
%84.0 %16.0 %87.7
€4 alleli tagiyaniar 3 4 7
%42.9 %57.1 %12.3
Toplam 45 12 57
%78.9 %21.1 %100
Gruplararasi farkhilik Kikare testi ile gosterilmigtir ( x~ =6.25 ; p < 0.05 ; n=6rnek sayisi)

Apo € 4 alleli varh@inin ailede demans varlii ile iliskisi karsilastiriidiginda

&4 alleline sahip bireylerin %60'inda ailede demans oldugu saptanmig ve istatistiki

anlamlihk kaydedilmistir (p<0.05) (Tablo 31 ).

Tablo 31 : Apo € 4 alleli variiginin ailede demans varhigi ile iligkisi
Ailede Demans | Ailede Toplam
Yok Demans Var
4 alleli tagimayanlar 61 27 88
%69.3 %30.7 %85.4
€4 alleli tasiyaniar 6 9 15
%40.0 %60.0 %14.6
Toplam 67 36 103
%65.0 %35.0 %100
Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gésterilmigtir ( x° =4.84 ; p < 0.05 ; n=06mek sayist)
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Alzheimer, Demans , Parkinson olgularinda ve saglikli bireylerde ACE

fenotiplerinin ve allellerinin dagilimian Tablo 32, 33, 34, 35'de gosterilmistir.

Tablo 32: ACE fenotiplerinin gruplara gére dagihm

ACE FENOTIPI | DD il ID TOPLAM

Alzheimer 8 4 23 35
%22.9 %11.4 %65.7 %26.9
Demans 12 9 24 45
%26.7 %20.0 %53.3 %34.6
Parkinson 7 2 12 21
%33.3 %9.5 %57.1 %16.2
Kontrol 9 8 12 29
%31.0 %27.6 %41.4 %22.30
Toplam 36 23 71 130
%27.7 %17.7 %54.6 %100

Tablo 33 :Kadinlarda ACE fenotipinin gruplara gére dagilimi

ACE FENOTIPI | DD I ID TOPLAM
Alzheimer 6 3 17 26
%23.3 %11.5 %65.4 %38.2
Demans 8 5 12 25
%32.0 %20.0 %48.0 %36.8
Parkinson 1 1 16 8
%12.5 %12.5 %75.0 %11.8
Kontrol 4 1 4 9
%44.4 %11.1 %44.4 %13.2
Toplam 19 10 39 68
%27.9 %14.7 %57.4 %100
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Tablo 34 : Erkeklerde ACE fenotipinin gruplara gére dagilim

ACE GENOTIPI | DD I ID TOPLAM
Alzheimer 2 1 6 9
%22.2 | %11.1 %66.7 %14.5
Demans 4 4 12 20
%20.0 | %20.0 %60.0 %32.3
Parkinson 6 1 6 13
%46.2 | %7.7 %46.2 %21.0
Kontrol 5 7 8 20
%25.0 | %35.0 %40.0 %32.3
Toplam 17 13 32 62
%27.4 | %21.0 %51.6 %100

Tablo 35 : ACE allellerinin gruplara gére dagilimian

ACE Allelleri D | TOPLAM
Alzheimer 39 31 70
%55.71 %44.28 %26.92
Demans 48 42 90
%53.33 %46.66 %34.61
Parkinson 26 16 42
%61.90 %38.09 %16.15
Kontrol 30 28 58
%51.72 %48.27 %22.30
Toplam 143 117 260
%55 %45 %100

ACE fenotiplerinin lipid profiline olan etkisi incelendiginde apo A1 seviyesi
Il fenotipinde DD’ye gére , LDL/Apo B seviyesi ID fenotipinde DD ve |l
fenotiplerine gére ve LDL/HDL orani ID fenotipinde 1l fenotipine gére anlamh

olarak ylksek bulundu (p<0.05) (Tablo 36).
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Tablo 36: Tiim gahgma grubunda ACE fenotiplerinin lipid profillerine etkisi

ACE FENOTIPI | DD [ ID

n=33 n=21 n=62
TOTAL
i 205.50 +44.76 | 205.65 : 39.48 | 201.23 + 47.40
TRIGLISERIDIMO'Y) | 140.76 + 52.78 | 152.50 + 57.29 | 145.93 + 62.41
HDL(mg/d) 45.44 +15.59 | 46.25 +13.87 | 42.68 + 14.51
LDL{mg/d) 133.17 + 35.51 | 132.45 + 33.83 | 127.93 + 42.89
VLDL(mgrd) 28.08 +10.53 |20.85+11.56 | 28.33 + 10.44
APO At(mgid) 188.36 + 54.95 | 233.38 + 53.02 | 203.40 + 65.49
APO B(mg/d) 162.72 + 56.35 | 178.00 + 44.93 | 156.35 + 48.95
FOSFOLIPIDMMS/) | 220.72 + 27.26 | 240.33 + 28.79 | 226.53 + 41.35
KOL 7HDL 5.15 +2.70 494+1.91 |5.56+4.33
LDL T HDL 0.75 +1.10 0.39+ 040 | 1.07 +1.11
LDL/APOB 0.18 +0.20 0.13+0.14  [0.32+0.33
APOAI/B 1.27 + 0.54 1.36+0.39  |1.38+0.59
NONFDLma'®) | 160.02 +43.68 | 159.40 + 37.89 | 158.54 + 47.53

Tablodaki degerier grup, yas ve cinsiyet ayrimi yapiimadan ortalama + standart sapma
(X + SD) olarak verilmigtir. Gruplar arasi karsilagtirmalarOneway ANOVA testi ile
yapilmigtir, n: érnek sayisi

ACE D allelinin serum lipid profilleri ve apolipoproteinler Gzerine etkisi
incelendiginde (Tablo 37), Apo A1 seviyesinin (p<0.05) D allelini tagiyanlarda D
allelini tasimayanlara oranla anlamli olarak azaldidi, LDL/HDL (p<0.001),

LDL/Apo B (p<0.05) oraninin ise anlamii olarak arttigi gézlenmigtir.
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Tablo 37: ACE D fenotipinin serum lipid profilleri ve apolipoprotein lizerine

etkisi.

ACE FENOTIPT [D (+) D (-) ttablo | p
n=98 n=21

TOTAL

Pt 202.71 + 46.31 | 205.65 + 39.48 | 0.26 0.792
TRIGLISERIDIMG/d) | 144 14 + 59.03 | 152.50 + 57.29 | 0.58 0.563
HDLmg/dh 43.64+14.86 | 46.25+ 13.87 | 0.72 0.471
tDLimg/d) 129.77 + 40.34 | 132.45 + 33.83 | 0.28 0.782
VLDL{mgfd) 28.24 + 10.42 | 29.85 + 11.56 | 0.61 0.540
APO At{me/d) 198.17 + 62.16 | 233.38 + 53.02 | 2.41 0.018
APO Bl 158.56 + 51.43 | 178.00 + 44.93 | 1.60 0.112
FOSFOLIPIDIMY/A) | 224,51 + 37.02 | 240.33 + 28.79 | 1.84 0.069
KOL 7HDL 5.42 + 3.84 4.94:1.91 | 0.54 0.589
LDL /HDL 0.96 + 1.11 0.39+040 |3.92 0.000
LDL/APOB.. 0.27+0.3 0.13+0.14  |3.04 0.003
APOAT/B 1.34 + 0.58 1.36+£0.39 | 0.16 0.877
NONRDLma) | 159,06 + 46.01 | 159.40 + 37.89 | 0.03 0.975

Tablodaki degerler ortalama + standart sapma (X = SD ) olarak verilmigtir. Gruplar arasi
kargilagtirmalar student t testi ile yapilmigtir, n: érmek sayisi.

ACE | allelinin serum lipid profilleri ve apolipoproteinler Uzerine etkisi

incelendiginde (Tablo 38 ), Apo A1 ve LDL/apo B seviyelerinin | allelini
tasiyanlarda | allelini tagimayaniara orania artti§i fakat istatistiki anlamhhiga

ulagsmadigi goralda (p>0.05).
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Tablo 38: ACE 1 fenotipinin serum lipid profilleri ve apolipoprotein lizerine

etkisi.
ACE FENOTIPI [1(+) 1(-) t P
n=83 n=33 tablo

TOTAL

gy 202.28 +45.45 | 205.50 +44.76 | 0.35 |0.727
TRIGLISERID(MI/) | 447 50 + 60.96 | 140.76 + 52.78 | 0.56 | 0,574
HDL(mg/d}) 43.53 +14.36 | 45.44 +15.59 |0.64 | 0.525
LDL{mgfdl) 129.02 +40.74 | 133.17 + 35.51 | 0.52 |0.605
VLOL{mo/d) 28.69 +10.67 |28.08 +10.53 |0.28 |0.778
APO At{mg/dh 210.98 +63.32 | 188.36 +54.95 | 1.79 |0.076
APO B(mg/d) 161.83 +48.62 | 161.72 + 56.35 | 0.09 |0.936
FOSFOLIPIDmY/Y | 230.02 + 38.87 | 220.72 +27.26 | 1.26 | 0.212
KOL /HDL 5.42 +3.90 5.15 +2.70 0.37_|0.711
LDL /HDL 0.90 +1.03 0.75 +1.10 0.72_|0.473
LDL/APOB 0.27 + 0.30 0.18 +0.20 1.87 | 0.065
APOATB 1.37 + 0.55 1.27 +0.54 0.93 |0.355
NONRDLme) | 158.75 +45.20 | 160.02 +43.68 | 0.14 | 0.888

Tablodaki dederler ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmistir. Gruplar arasi
kargilagtirmalar student t testi ile yapilmigtir, n: dmek sayisi.

ACE allellerinin lipid profili ile iligkisi korelasyon testi ile incelendiginde D
allelini tagiyan bireylerde tagimayanlara gére istatistiki agidan anlamli olarak Apo
LDL/HDL oraninin

ise arttigi (p<0.05)

A1 duzeyinin dustiga (p<0.05),
gbzlenmigtir. 1 allelini tasiyan bireylerde lipid profili ile herhangi bir iligki

saptanamamistir(p>0.05) (Tablo 39).
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Tablo 39 : ACE allellerinin lipid profili {izerine etkisi

ACE . D |
ALLELLERI
r o] r P

T EROL(mgy | 0-02 0.792 -0.03 0.727
TRIGLISERID(mg/dl) | -0.053 0.563 0.052 0.574
HDL(mg/di) -0.06 0.471 -0.05 0.525
LOL(mg/di) -0.02 0.782 -0.04 0.605
VLDL{mg/dl -0.057 0.540 0.026 0.778
APO Al(mg/di) -0.21 0.018 0.165 0.076
APO B(mg/di) -0.14 0.112 -0.008 0.932
FOSFOLIFID(mg/d) | 0,169 0.069 0.116 0.212
KOL 7 HDL 0.050 0.589 0.034 0.711
LDL /7HDL 0.204 0.027 0.067 0.473
LDL/APO B 0.182 0.051 0.147 0.117
APO AT/B -0.01 0.877 0.08 0.355
NONHDL(mg/d) -0.002 0.975 -0.013 0.888

Bulgular yas ve cinsiyet dikkate alinmadan ifade edilmigtir. r: korelasyon katsayist,

p: anlamhilik degeri.

Apo E fenotipinin ACE fenotipine etkisini géstermek amaciyla birbirteri icindeki

dagilimian tablo 40, 41, 42'de gosterilmigtir.
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Tablo 40 : Apo E genotipinin ACE genotipine gére dagilimi

APO E GENOTIPI
ACE GENOTIPI | 2/3 24 | 313 |34 4/4 | TOPLAM
DD 4 - 25 6 1 36
%33.3 %25.8 | %40 | %50 | %27.7
il - 1 21 1 - 23
%25 | %21.6 | %6.6 %17.7
ID 8 3 51 8 1 71
%66.7 | %75 | %52.6 | %53.3 | %50 | %54.6
TOPLAM 12 4 97 15 2 130
%9.2 | %3.1 | %74.6 | %11.5 | %1.5 | %100

Tablo 41:Kadinlarda Apo E fenotipinin ACE fenotipine goére dagilimi

APO E GENOTIPI

ACE GENOTIPI | 2/3 2/4 313 3/4 4/4 | TOPLAM
DD 2 - 14 2 1 19

%10.5 %73.7 | %10.5 | %5.3 | %27.9
] - 1 8 1 - 10

%10 | %80 | %10 %14.7

ID 2 3 26 7 1 39

%5.1 %7.7 | %66.7 | %17.9 | %2.6 | %57.4
TOPLAM 4 4 48 10 2 68

%5.9 | %5.9 | %70.6 | %14.7 | %2.9 | %100

Tablo 42 :Erkeklerde Apo E fenotipinin ACE fenotipine goére dagilimi

APO E GENOTIPI
ACE GENOTIPI | 2/3 24 | 313 |34 4/4 | TOPLAM
DD 2 - 11 4 - 17
%11.8 %64.7 | %23.5 %27.4
I - - 13 - - 13
%100 %21.8
ID 6 - 25 1 - 32
%18.8 %78.1 | %3.1 %51.6
TOPLAM 8 - 49 5 - 62
%12.9 %79.0 | %8.1 %100
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D alleli tagima agisindan Alzheimer, Demans ve Parkinson hasta gruplari

ile kontrol grubu karsilastiriidiginda hasta gruplarinda D allelinin frekansinin

arttigi fakat istatistiksel anlamiilik simirina ulagmadidi gézlendi (p>0.05) (Tablo 43,

44, 45).
Tablo 43 : D alleli tagsima acisindan Alzheimer ve Kontrol grubunun
karsilagtinimasi
Grup Alzheimer | Kontrol Toplam
D alleli tagimayaniar | 4 8 12
%11.4 %27.6 %18.8
D alleli tagiyanlar 31 21 52
%88.6 %72.4 %81.3
35 29 64
Toplam %54.7 %45.3 %100

Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gésterilmigtir ( x* =2.71

n=06rnek sayisi)

Tablo 4 :
kargilagtinimasi

D alleli tagima agisindan Demans

Grup Demans Kontrol | Toplam
D alleli tagimayaniar | 9 8 17
%20.0 %27.6 | %23.0
D alleli tagiyaniar 36 21 57
%80.0 %72.4 | %77.0
45 29 74
Toplam %60.8 %39.2 | %100

Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gosterilmigtir ( x* =0.57

n=06rmek sayisi)

; p > 0.05 (p=0.44)

; p > 0.05 (p=0.09) ;

ve Kontrol grubunun

¥
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Tablo 45 :
kargilagtinimasi

Grup Parkinson Kontrol | Toplam
D alleli tagimayanlar | 2 8 10
%9.5 %27.6 | %20.0
D alleli tagtyaniar 19 21 40
%90.5 %72.4 | %80.0
21 29 50
Toplam %42.0 %58.0 | %100

D alleli tagima agisindan Parkinson ve Kontrol grubunun

Gruplararasi farkliik Kikare testi ile gosterilmistir ( x*=2.48; p > 0.05 (p=0.11) ; n=6rnek
saylsl)

Alzheimer hastalarinda apo € 4 ve ACE D alleli iligkisi incelendiginde

istatistiksel olarak anlamii olmasada € 4 alleline sahip tim oigularin ACE D alleli

tasidiklan tespit edilmigtir (p>0.05) (Tablo 46).

Tablo 46: Alzheimer hastalannda Apo € 4 ve ACE D alleli iligkisi

Grup € 4 alleli tagimayanlar | € 4 alleli tagiyanlar | ToPlam
D alleli tagimayanlar | 4 - 4
%14.3 %11.4
D alleli tagiyanlar 24 7 31
%85.7 %100 %88.6
28 7 35
Toplam %80 %20.0 %100

Gruplararasi farklilik Kikare testi ile gosterilmistir ( ¥?*=1.12 ; p > 0.05 (p=0.28); n=6rnek
sayisi)

Apo € 4 ve ACE D allellerinin herikisine birden sahip olaniarla olmayanlar lipid
profili agisindan karsilastirildiinda bu allellere sahip bireylerde VLDL (p<0.05),
nonHDL-kolesterol (p<0.001), LDL

trigliserid  (p<0.05), (p<0.05), total
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kolesterol/HDL (p<0.01), total kolesterol (p<0.05) duzeylerinin artti§i gdzlenmistir

(Tablo 47).

Tablo 47: Apo & 4 ve ACE D alleline sahip olanlarla oimayaniann lipid profili
acisindan kargilastinimasi '

APO ¢ 4 ACE D[APO ¢ 4 ACE D|[ttablo|p

TASIYANLAR TASIMAYANLAR
TOTAL
KOLESTEROL (ma'd) | 224.36 + 41.14 199.15 + 44.86 2.27 | 0.025
TRIGLISERIDMG/A) | 404 34 + 87.46 132.12 +48.42 2.24 |0.037
HDL(mg/dI) 39.89 + 13.44 44.88 + 14.82 1.36 | 0.175
LDL(mg/dh 149.61 + 34.11 126.70 + 39.17 232 |0.022
ViU 33.83 + 12.39 27.55 + 9.9 2.36 |0.02
APO Al(mg/d) 208.94 + 68.57 203.69 + 60.86 0.34 | 0.737
APO Blmg/d) 174.57 + 56.29 159.63 + 49.47 118 | 0.242
FOSFOLIPID(MG/) | oo g 4 47 54 225.38 + 33.33 1.35 |0.179
KOL/HDL 7.09 + 5.21 5.01 + 3.1 oD | o-o0
LOL / HOL 0.61+ 0.70 0.90 + 1.09 150 | 061
LDL/APO B 0.15¢ 0.17 0.26 1 0.29 230 |oss
APO A1 1B 1.26 + 0.47 1.36 + 0.56 0.68 |0.499
NONHDL(mg/d) 184.42 + 46.04 154.56 +42.85 2.78 | 0.006

Tablodaki degerler ortalama + standart sapma (X + SD ) olarak verilmigtir. Gruplar arasi
énemililik derecesi student t testi ile yapiimistir, n: 6rnek sayisi.
* Mann-Whitney U testine gore elde edilen p degeri.
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Marker 3/4 3/4 4/4 3/3 3/4 3/3 3/3

Fotograf 1: Alzheimer hastalarina ait bir apo E fenotiplemesi drnegi.
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Marker 2/3 2/3 3/3 3/3 2/3 Kontrol(-)

Fotograf 2:Parkinson hastalarna ait bir apo E fenotiplemesi drnegi.
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Marker 3/4 3/3 3/3 3/4 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 Marker

Fotograf 3: Demans hastalarina ait bir apo E fenotiplemesi érnegi.
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Fotograf 4 :

DDDDID 11 111D DD DD ID DD Marker 11 IDDD I ID 11 1 DD ID

Alzheimer hastalarina ait bir ACE fenotiplemesi 6rnegi.
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DD ID ID ID DD DD DD ID DD ID Marker ID 11 ID ID DD DD DD Il ID Kontrol (-) Marker

Fotograf 5 : Parkinsen hastalarina ait bir ACE fenotiplemesi 6rnegi.
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IDIDD D ID ID DD DD DD Marker 11 ID ID ID DD ID [I ID Kontrol (-)

Fotograf 6: Demans hastalarina ait bir ACE fenotiplemesi érnegi.
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5 - TARTISMA VE SONUC

Alzheimer ve Parkinson gibi demansiyel hastaliklarin etki mekanizmasinin
tam olarak agikliga kavusmamasinin baslica nedeni insan beyninde arastirma
yapma zorlugudur. Kesin taninin ancak postmortem c¢alismalarla konulabilmesi
arastiricilar yasam surecinde hastalik éncesi taniya géttrecek sorumlu faktorleri
aramaya yoneltmistir. Son zamanlarda bu faktérler igerisinde en ¢ok arastirilan

konu apolipoprotein E gen polimorfizmidir.

Bu tez calismasinda sinir sistemindeki 6nemli goérevlerinden dolayi
apolipoprotein E gen polimorfizmi, lipid profili ve ayrica apo E ile sinerjetik etkisi
oldugu duﬁinulen ACE gen polimorfizmi Alzheimer, Parkinson ve Demans tanisi
konmus olgularda ve saglikli yasllarda saptanarak bu hastaliklarin

gelisimlerindeki etkileri arastiriimistir.

Calismamiza katilan Alzheimer (22.71+3.89 kg/m?), Parkinson (23.60+3.36
kg/m?), ve demans (24.65+4.33 kg/m?) tanisi konmus olgularimizin ve kontrol
grubumuzun (24.501+6.32 kg/mz) vucut kutle indekslerinin (Body Mass Index, BMI)
cinsiyet ve yas farki gézetmeksizin incelendiginde ( Tablo 2) Brad'in kriterlerine
gore normal olduklan saptanmistir (25 kg/m®nin alti normal, 25-30 kg/m® arasi

normalden fazla kilolu ve 30 kg/m?nin Ustl sisman olarak sayilmaktadir). Hasta
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grubunda vicut katle indekslerinde gérulen dusukiigin demansa bagh olarak

yetersiz beslenmeden kaynaklandidi izlenimi elde edilmigtir.

Kardiyovaskiler bozukluklarin ve Alzheimer gibi bazi demansiyel
hastaliklarin patogenezinde énemili rol oynayan apolipoprotein E 19. kromozomda
yer alan 34.000 dalton molekal adirlikhi bir lipoprotein bilegenidir. Ug yaygin
izoform olan apo E2, E3 ve E4 arasinda 112 ve 158. pozisyonda yer alan tek bir
aminoasit kalintisinda farklihk vardir®. Yapilan calismalarda apo €4 allel
frekansinin  Alzheimer hastalarinda anlamli olarak artti§i  gésterilmigtir
4196475798210110211%  Ann E4 immunokimyasal olarak senil plaklarda ve nérofibriler
yumaklarda bulunmakta ve B amilod peptide gok buyuk bir afinite ile baglanarak
senil plakiarin baslica bilesenini olusturmaktadir '"'"*'® in vitro galigmalarda
apo E2 ve E3'un nérofibriler yumaklarda bulunan ve mikrotubul stabilizasyonunda
gérev alan tau proteiniyle baglanarak ciftlesmis helikal filamentlerin olusumunu
azalttig, bu nedenle Alzheimer hastalifinda koruyucu bir faktér oldugu
gosterilmistir. Tersine apo E4'Un tau proteinine baglanma yetenegine sahip
olmadigindan hastalik igin bir risk olusturdugu ayni galigmalarda saptanmigtir™®""’.
Apo E3'Un izoforma 6zgu bir mekanizma ile nérit blyimesi ve uzamasini
uyarirken E4’Gn hem biiyimeyi hem de dallanmayi inhibe ettigi bildirilmigtir™®* .
Apo E4 allelerinden biri yada ikisinin varhginin Alzheimer hastaligina yakalanma
riskini yaklasik (¢ kat artirdi§i, baslangic yagini doza bagmi olarak
dusurduga'®®*, apo E2 allelinin riski dugtrerek baglangic yagini arttirdigi

gosterilmigtir '"**13'2'Jarvik ve arkadaglannin °, Alzheimer hastalarinda yapmis

olduklan ¢aligmada baglangig yas: artiginin apo E fenotiplerine gére €2 alleline
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sahip hastalarda en yiksek ve €4 alleline sahip hastalarda en disuk olarak
siralandigini géstermislerdir.

Bulgulanimizin €2 alleline sahip hastalarin baslangi¢ yaslannin yaksek, €4
alleline sahip olanlarin ise dusuk olmasiyla literatrle uyum igerisinde oldugu
g6zlenmistir.

Mahley ve arkadaslari® genel Turk populasyonunda yaklasik 9000 kiside
yaptiklar galigmada apolipoprotein E fenotip ve allel frekanslarini (E4/4 %1.1,
E3/4 %12.9, E3/3 %74.2, E2/3 %10.6, E2/2 %0.4, E2/4 % 0.8, €4 %7.9, €3 %86,
£2 %6.1) seklinde tespit etmislerdir.

Biz de calismamizda apolipoprotein E fenotip ve allel frekanslarnm (E4/4
%1.5, E3/4 %11.5, E3/3 %74.6, E2/3 %9.2, E2/2 %0, E2/4 %3.1, ¢4 %8.8, €3
%85, €2 %6.1) Mahley ve arkadaslarina yakin olarak saptadik.

Pek cok calismada apo ¢4 allel frekansinin Alzheimer hastaliinda anlamii
sekilde art_t.n—gl tespit edilmistir. Ingiltere’de Mowat ve arkadaslarinin®  yaptigi
calismada apo e4 ailel frekansinin Alzheimer hastaliyinda kontrollere goére
yaklasik U¢ kat; Amerika’da Jarvik ve arkadaglan 3 yaklasik iki kat, Saunders ve

101,102,

arkadaglan yaklasik u¢ kat, Kalaria ve arkadaslan® yakiasik (¢ kat, Mayeux
ve arkadaslar’® yaklasik tg Kkat, Strittmatter ve arkadaglan''® yaklagik Uc kat,
Schneider ve arkadaslan'* , yaklasik G¢ kat, Japonya’da Kawano ve
arkadaslan® yaklasik iki kat, Noguchi ve arkadaslan’ yaklasik U¢ kat; Kanada’da
Poirier ve arkadaslari® Gg kat arttigini bildirilmiglerdir.

Apo E allellerinin gruplara gére dagilimlan incelendiginde (Tablo 18,19) &4

allelinin frekansinin Alzheimerda (%11) ve Demans olgulannda (%13) kontrole

(%1.7) gbre istatistiki olarak anlami sekilde arttigi gozlenmigtir (p<0.05).
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Parkinson grubunda ise e4 allel frekansinin (%4.7) kontrole gére anlamli fark
géstermedigi (p>0.05) fakat €2 allelinin (Tablo 23) (%11.9) kontrollere (%1.66)
gdre istatistiki agidan anlamii olarak arttigi gézlenmistir (p<0.05).

Harrington ve arkadastar *°, Parkinsonda €4 ve alleli agisindan anlamli fark
olmadigimi gostermiglerdir. Bulgularimiz apo e4 alleli agisindan Harrington ve

“ ‘nin yaptigt arastirma ile uyum icindedir. Fakat 2 alleli artisi

arkadaslari
bakimindan elde ettigimiz bulgu ile ilgili bir literatire rastlamadigimizdan
aralarinda iligki kurmamiz mimkuin olmamistir.

Yapti§imiz literattr calismasinda Alzheimer hastalidi ve diger demanslarin
gortime olasiiginin genellikle kadinlarda artti§! saptanmasina ragmen®®'% baz
toplumlarda ise bunun tam aksi de rapor edilmistir. .

Alzheimer  hastaliginin cinsiyete  gobre dagihmi kontrollerle
karsilagtiridiginda (Tablo 22), Alzheimer hastaliginin kadiniarda (%75) erkeklere
(%24) gore istatistiki olarak ileri derecede anlamhi sekilde arttigi beliriendi
(p<0.001). -;\po g4 alleli tagiyan kadin ve erkekier kargilastinldiginda (Tablo 21),
g4 allel frekansinin kadinlarda (%87.5) erkekiere (%12.5) gére istatistiki olarak
anlamh sekilde arthdi gozlenmistir(p<0.05). Biz de calismamizda kadinlarda
Alzheimer hastaliginin gérulme olasiliginin erkeklere gbre daha fazla oldugunu

saptadik. Bulgumuz literatirle uyum igerisinde olmasina ragmen degerlerin

rastlantisal olabilecegini de disinmekteyiz.

Apo E ve apo A1’in birlikte sinir yaralanmasi sonrasi aksonal rejenerasyon
ve remiyelinizasyon suresince lipid metabolizmasi ile alakali olduklar bildirilmigtir

'S Bu aragtirmaya gére sinir tamiri sirasinda apo E’nin sinir sistemi tarafindan
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gretimi artarken, apo A1'in de plazma lipoproteinleri ile hasar bélgesine
tagsinminin artiyi gosteriimistir. Bu nedenle plazmada apo A1 seviyesindeki
azalma, sinir dokusundaki dizeyinin digmesine ve Alzheimer igin ek bir risk teskil
etmesine sebep olmaktadir >,

Total kolesterol her ikiside aterojenik olan LDL-kolesterol ve apolipoprotein
B ile iligkili etki gdstermektedir. Apo E genotipinin LDL-kolesterol ve apo B
seviyeleri {izerine etkisi total kolesterole olan etkisi ile paraleldir. Alzheimerlilerin
beyinlerindeki amiloid birikimlerinde ve nérofibriler yumaklarda apo E gibi apo
B’nin de immunreaktivite gosterdigi bildirilmigtir **'%.

Apo E'nin baglica G¢ izoformunun plazma lipidlerinin ve lipoproteinlerinin
normal tarevleri Gzerinde ¢ok énemli bir etkisi vardir. Apo €4 ylUksek plazma total
kolesterol ve LDL-kolesterol ve dusuk apo E duzeyleri ile baglantilidir. Apo €2 ise
dasuk total kolesterol ve LDL -kolesterol ve ylksek trigliserid, VLDL-kolesterol ve
apoE duzeyleri ile iligkilidir”’. Bu agidan bakildi§inda apo &2 ve &4'Un resiprokal
etkisi or‘ta;a cikmaktadir®. Apoe4’in plazmada ézellikle trigliserid yéninden
zengin lipoproteinierie (VLDL) iligkili oldugu gésterilmistir . Apoe3 ve apo &2 ise
éncelikle HDL ile iligkili oldugu bildirilmistir®. € 4 alleli yuksek total kolesterole
sahip genc bireylerde daha ¢ok bulunurken, bu say! ylksek total kolesterol /
ilerlemis yaslarda azalmakta en dustk seviyesine dusuk kolesterole sahip yagli
bayaniarda ulagmaktadir *°. Bunun sebebinin bircok aragtirmada da bildirildigi gibi
ilerleyen yasa bagh olarak ¢ 4 allel frekansinin azalmasi gésterilmigtir *'®. Apo
e4'te VLDL-kolesterol miktarindaki artig, VLDL kolesterolinin karacigere etkin

olarak géturtimesiyle sonuglanacagindan, apo s4'Un LDL-kolesterol'de artiga

neden olabilecedi ileri strGimektedir. Apo 4 iceren VLDL , apo €3 iceren
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partikullere gore plazmadan daha hizh temizlemektedir. Apo €4 iceren lipoprotein
miktarindaki artis , LDL reseptérierinin azalmasi dolayisiyla LDL aliminda azalma
ve plazma LDL-kolesterol dizeylerinde artis ile sonuclandidi sanimaktadir®. Apo
€2, LDL-kolesterol duzeylerinin azalmasina, dolayisiyla LDL reseptérierinin
artmasina yol agmaktadir. Apo €2 gen (ifti apo €4'Un tersine plazma trigliserid
duzeylerinin yikselmesine neden oldugu agiklanmistir®.

Cesitli toplumlarda yapilan c¢alismalarda, apo €4'Un yuksek plazma
trigliserid, total ve dugtk yogunluklu lipoprotein kolesteroii ve koroner arter
hastalid ile iligkili oldugu gésterilmigtir 1254247470104

Deney gruplarinda Apo E allellerinin lipid profillerine etkisi incelendiginde
(Tablo 25), apo t2 alleline sahip olgularda trigliserid %22 ve fosfolipid
duzeylerinin %9 oraninda istatistiki olarak anlaml sekilde arttigi gézlendi
(p<0.05). Total kolesterol seviyesi %6, LDL-kolesterol %14, apo B %11 ve
nonHDL-kolesterol'in %6.8 oraninda dustugud, VLDL-kolesterol %7 ve apo A1
seviyesininﬂ ise %14 oraninda €2 alleline sahip olgularda €2 alleline sahip
olmayanlara goére arttigi fakat istatistiki anlamhlia  ulagsmadigi
saptanmigtir(p>0.05). Burada €2 allelinin hipertrigliseridemik ve
hipokolesterolemik etkisi gézlenmektedir. Ayrica apo €2 Alzheimer hastalarinda
amiloidlere daha dusuk afinite ile baglandidi , ilerleyen yasla frekansinin arttigi ve
uzun émar ile pozitif iligkili oldugu yapilan calismalarda gésterilmigtir "' . Bu
sonuglara gére €2 allelinin ateroskleroz ve demans gelisiminde koruyucu etkisinin

oldugunu sdylemek mumkundar. Bu agidan sonuclarimiz literatirle uyum

icindedir.
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Apo €3 allelinin lipid profillerine etkisi incelendiginde(Tablo 26), total
kolesterol %20, apo B %33, fosfolipid %23, nonHDL-kolesterol %31 oraninda &3
alleline sahip olmayan olgularda €3 alleline sahip olanlara gére istatistiki acidan
anlamli olarak yuksek bulunmustur (p<0.05). Ayni olgularda trigliserid %59, LDL-
kolesterol %26 VLDL-kolesterol %29, apo A1 %17 oraninda artmig , HDL-
kolesterol ise %22 oraninda dusgmus fakat istatistiki olarak anlamhilik sinirina
ulasmamigtir (p>0.05) .

Apo =4 allelinin lipid profillerine etkisi incelendiginde (Tablo 27), total
kolesterol %15, LDL-kolesterol %18, VLDL-kolesterol %15, apo B %9, fosfolipid
%7, ve nonHDL-kolesterol %17 oraninda 4 alleline sahip olgularda €4 alleline
sahip olmayanlara gére istatistiki agidan anlamh olarak ylksek oldugu
bulunmustur (p<0.05). Ayni olgularda trigliserid %27 ve apo A1 %5.6 oraninda
artmis fakat istatistiki olarak anlamii bulunmamgtir (p>0.05). Burada €4 allelinin
g2 alleline zit olarak hiperkolesterolemik ve hipertrigliseridemik etkisi ortaya
¢tkmaktadir. Bunun nedeni ise g4 allelinin VLDL'nin katabolizmasini
arttirmasindan kaynaklandi§i dasunulebilir. Bulgularimiz apo €4'Un aterogenik
etkisini de bir noktada kanitlamaktadir.

Apo E’nin karacigerden fosfolipidlerle disk yapmis bir sekilde salinabildigi
ve apo E dizeyinin apo €2 alleline sahip olanlarda yuksek, apo €4 alleline sahip
olanlarda ise dustk oldudu yapilan calismalarda gosterilmistir®''°. Biz de bu
bilgilerden hareket ederek apo E fenotipleri ile serum fosfolipid seviyeleri
arasinda bir iligkinin varhigini aragtirdik. Ancak yaptigimiz aragtirma sonucu apo E
fenotipleri ile fosfolipid diizeyleri arasinda direkt bir etkilesim olmadigi kanisina

vardik. Bu dugtncemizin baglica nedeni ise, apo E allelleri ile serum fosfolipid
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dlzeylerinin bekledigimiz sonuglarin disinda bir degisim géstermesidir. Apo €3
alleli tagtyan olgularda fosfolipid duzeyleri ileri derecede anlamli olarak dusuk
(p<0.001), €2 ve €4 alleli tasiyanlarda ise anlamli olarak yuksek bulunmustur.
Dolayisi ile apo E allelleri ile serum fosfolipid duzeyleri arasinda bir iligki
kurulamamig, yapilan literatir calismasinda da bu konuda bir bilgiye
rastlanmamigtir.

Calismamizda apo €4 alleline sahip olanlarda kardiyolojik bulgularin
istatistiki olarak anlamii gekilde arttigi gézlenmisgtir (Tablo 30) . Ayni olgularda
ailede kalp hastaligi ve demans hikayesinin anlamii olarak artti§i saptanmigtir. Bu
bulgular bizi e4 allelinin kalittiminin hem kardiyovaskuler hastaliklara hem de
demansiyel hastaliklara yatkiniikta ¢ok ©6nemli bir rol oynadi§i kanisini
uyandirmaktadir. Bu bulgumuz literattle uyum igindedir * .

Lipid profillerinin c¢alisma gruplarina gére dagiimlarini inceledigimizde;
Alzheimer ve kontrol grubunun kadinlan kargilagtinldiginda (Tablo 5) Alzheimer'li
kadmlarda"i(ontrollere gbre total kolesterol %6, apo A1 seviyesi %9 oraninda
artmis fakat istatistiki anlamhiiga ulagsmamigtir. Apo B seviyesi Alzheimerli
kadinlarda kontrollere gére %25 oraninda istatistiki olarak anlamii sekilde
dasmastir (p<0.01). Tablo 5de verilen dijer parametrelerde istatistiki agidan
anlamli fark elde edilmemigtir (p>0.05). Alzheimer ve kontrol grubunun erkekleri
karsilagtinidiginda (Tablo 6) Alzheimerli erkeklerde kontrollere gére total
kolesterol %9, apo A1 %22, Apo B %19 ve fosfolipid seviyesi %9 oraninda
istatistiki acidan anlamii olmayan bir dusiklik saptanmistir (p>0.05). Alzheimer
hastas: kadin ve erkek olgular karsilastiriididinda (Tablo 5 ve 6) fosfolipid

seviyesinin %17 oraninda kadinlarda erkeklere goére istatistiki acidan anlamhi

93



olarak (p<0.05), total kolesterol %16 ve nonHDL-kolesterol seviyesinin %21
oraninda istatistiki anlamiiliga yakin olarak arttigi saptanmisgtir . Trigliserid %16,
LDL-kolesterol %18, VLDL-kolesterol %12, apo A1 %39, apo B %2 oranininda
kadinlarda erkeklere gére artmis, fakat istatistiki anlamliliga ulagmamigtir. Bunun
nedeninin ise Alzheimerh kadinlarda apo €4 allelinin erkeklerden fazia
olmasindan kaynaklandig: kanisi elde edilmigtir.

Demans ve kontrol grubunun kadinlan karsilasgtiriidiginda (Tablo 7), total
kolesterol %14, LDL -kolesterol %17 ve nonHDL-kolesterol seviyeleri %16
oraninda demans grubunda dismuas, fakat istatistiki anlamhliga ulagsmamustir.
Demans ve kontrol grubunun erkekleri karsilastirildiinda (Tablo 8) total
kolesterol %9, LDL-kolesterol %11, apo A1 %12, apo B %18 ve nonHDL-
kolesterol %12 oraninda demanslarda azalmis, fakat bu degisim istatistiki
anlamhlia ulagsmamistir. Demans grubunun kadin ve erkekleri
kargilastinidiginda (Tablo 7 ve 8), total kolesterol %7, LDL-kolesterol %31 ve
nonHDL-kolesterol %31 oraninda kadinlarda istatistiki olarak anlamli sekilde
erkeklere gére artmistir (p<0.05). Kadinlarda fosfolipid %24 ve apo B seviyesinde
%17 oraninda gérulen artig istatistiki anlamliliga ulagmamigtir (p>0.05). LDL/apo
B %71 ve LDL/HDL %51 oraninda kadinlarda erkeklere gére istatistiki agidan
anlamli gekilde dugus gostermisierdir (p<0.05) . Demanslarda kadinlarda total
kolesterol ve LDL-kolesterol seviyelerindeki artigin apo €4 allel frekansinin
erkeklerden daha ylksek olmasindan kaynaklanabilecegdi izlenimi elde edilmigtir.

Parkinson ve kontrol grubunun kadinlan karsilastinidiginda (Tablo 9),
LDL-kolesterol %27, apo A1 %24, apo B %25 oraninda Parkinsonlu olgularda

istatistiki olarak anlamli sekilde dusts gdstermistir(p<0.05). Total kolesterol'de
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%9 oranindaki dustkilk ve trigliserid dizeyinde  %39luk artig istatistiki
anlamiiifa ulagmamigtir (p>0.05) . Parkinson ve kontrol grubunun erkekleri
karsilagtinidiginda (Tablo 10), total kolesterol %18, LDL-kolesterol %21, apo A1
%39, apo B %30, fosfolipid %9, nonHDL-kolesterol %19 oraninda Parkinson
grubunda istatistiki olarak anlamli gekilde dugtk bulundu (p<0.05). Trigliserid
seviyesinde %11, HDL-kolesterolde %14, VLDL-kolesterolde %1k dugus
istatistiki olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05). Parkinson grubunun kadin ve
erkekleri karsgilastinidiginda (Tablo 9-10), fosfolipid seviyesi %20 oraninda
istatistiki olarak anlamh sekilde kadinlarda erkeklere gére yuksek
bulunmusg(p<0.05), fakat trigliserid seviyesinde %65 ve VLDL-kolesterol'de %36
oraninda gdzlenen yukselmenin istatistiki acidan anlamh  olmadi§i
saptanmistir(p>0.05). Parkinson hastalarinda lipid profillerinde ¢zellikle total
kolesterol ve LDL-kolesterol seviyelerindeki azalmalar bu hasta grubunda €2 allel
frekansinin yuksek olmasindan kaynaklandidi izlenimi elde edilmigtir (Tablo 15).
Parkinsond; kadinlarda €2 ve €4 alleli frekanslan yuksek oldugundan VLDL-
kolesterol ve ftrigliserid yUksek, total ve LDL-kolesterol seviyeleri ise dusik
bulunmustur (Tablo 16). Burada apo €2 ve &4 allellerinin resiprokal etkisinin s6z
konusu oldugu kanisina varilmistir. Bulgularimizin literatarie uyum iginde oldugu
g6zlenmistir'®'.

Yaptigimiz literattr ¢alismasinda lipid profillerinin demansiyel hastaliklarda
kontrollere gére anlamh fark gostermediklerini  saptadik®®''®. Caligma
gruplanimizda elde ettigimiz istatistiki anlamliiga ulagsmayan farkliliklarin apo E

allellerinin farkli dagihimiarindan kaynaklandidr sonucuna vardik.
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Yapilan populasyon caligmalarinda kardiyovaskuler hastaliklarla ACE D
allelinin iligkisi g6sterilmis fakat anlamlilik derecesinin c¢aligilan topluma gére
degistigi bildirilmigtir 22%?2°'2728 Ayrica ACE D allelinin apo ¢ 4 alleli ile birtikte
oldugunda kardiyovaskuler hastaliklarin ciddiyetini arttirdii son calismalarda

gosterilmigtir 19124

. Calismamizda apo ¢ 4 allelinin kardiyovaskuler hastaliklarda
oldugu gibi Alzheimer hastaliinda da ACE D alleli ile iligkili olup olmadigini
arastirdik . Yaptigimiz istatistiksel calisma sonucunda Alzheimer, Demans ve
Parkinsonlu olgularda ACE D allelinin frekansinin kontrol grubuna gére yluksek
oldugu fakat istatistiksel anlamiiliga ulagmadigint gézledik (Tablo 43,44,45).

ACE D allelinin demansiyel hastaliklardaki lipid profili Uzerindeki etkisini
daha iyi anlayabilmek i¢in apo € 4 ve ACE D allelini birlikte tagiyan hastalarn bu
allellere sahip olmayanlaria karsilastirdigimizda (Tablo 27,37,47), lipid
profillerindeki degisimin ACE D allelinden degil apo ¢ 4 allelinin bir etkisi olarak
gelistigi izlenimi elde edilmigtir.

Yapt.;gumlz literatir arastirmasi sonucu ACE gen polimorfizminin
kardiyovaskuler hastaliklar Uzerindeki etkisinin lipid profilleri Gzerinden degil
ozellikle ACE enzim dizeylerindeki artigla olugan duz kas hucre proliferasyonu
ile yaptigini gbzlemledik. Biz de ACE fenotiplerine gére lipid dagilimini
inceledigimizde fenotipler arasinda énemli bir degisim saptamadik. Bulgularimizin
literatur ile uyum iginde oldugunu tespit ettik'?*. Bu bulgulanmiza dayanarak ACE

gen polimorfizminin lipid profilleri Gzerindeki etkisinin Alzheimer hastahglnd_a da

degismedigi kanisi elde edilmistir (Tablo 36).
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“Yaptigimiz literatGr taramasinda demansiyel hastaliklarda apo &4 ile ACE D
geninin ortak iligkisini aciklayan bir bilgiye rastlamadik. Fakat calismamizda
Alzheimer hastalarinda apo ¢ 4 allelini tagiyan butan olgularimizin ACE D alleline
de sahip oldukiarini gézlemledik (Tablo 46). Bu nedenle henliz mekanizmasini
tam aciklayamasak da kardiyovaskuler hastaliklarin gelisimde gézlenen apo ¢ 4
ile ACE D allelerinin sinerjetik etkisinin Alzheimer hastaliyinda da var oldugu

kanisindayiz.

Sonug olarak diyebiliriz ki;

1- Turk toplumunda apo ¢ 4 allelinin diger pek ¢ok populasyon calismasinda da
gosterildigi gibi Alzheimer ve dijer demansiyel hastaliklannin gelisiminde ve

baglangic yasimin dusmesinde 6nemli bir genetik fakiér olabilecegi gézienmigtir.

2- Turk toplumunda kadinlarda apo ¢ 4 allel frekansi ve Alzheimer hastaligi

insidansinin ylUksek olabilecedi saptanmistir.

3- Alzheimer hastalarinda apo ¢ 2 allelinin baglangi¢ yaginin yikselmesinde etkili
oldudu ve dolayisiyla Alzheimer hastaligi icin koruyucu fonksiyona sahip oldugu

gbzlenmigtir.

4- Apo ¢ 2 allel frekansi Parkinson hastalarinda yliksek bulunmustur. Bu durum

literaturie desteklenememistir.
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5- Alzheimer, Parkinson ve demans gruplan kontrol grubuna gére lipid profilleri

acisindan ¢ok anlamli farklilik géstermemektedir.
6- Serum fosfolipid diizeylerinin apo E allelleri ile iligkili olmadi§) gézlenmistir.

7-Genel olarak tum calisma gruplarinda apo ¢ 2 allellerinin lipid profilleri
Uzerindeki etkisi arastiriidiginda diger ¢aligsmalaria benzer sonuglar elde edilmigtir
(apo ¢ 4 alleline sahip olanlarda total kolesterol ve LDL-kolesterol ylksek; apo €

2 alleline sahip olanlarda ise duguk bulunmustur).

8- Apo ¢ 4 allelinin 6zellikle ACE D alleli ile birlikte oldugu ve D allel frekansinin

Alzheimer ve diger demansiyel hastaliklarda artti§) gézlenmistir.

9- Apo ¢ 4 ile ACE D allellerini lipid profiline etkisi kargilastinidiginda ise, ACE D
allelinin lipid profilinde etkili olmadidi, bu degisimlerde 6zellikle apo € 4'Un etkili

oldugu saptanmigtir.

Calismamizin sonuglarint daha anlamh kilabilmek igin c¢alisma
gruplarimizin sayisini arttirmayi, serum apo E ve ACE enzim dlzeylerini 6lgmeyi
amagclamaktayiz. Bu sekilde apo E ve ACE allellerinin ekspresyon drtnlerinin
serum apo E ve ACE enzim duzeyleri Gzerindeki etkilerini inceleyerek bu
hastaliklarin  gelisimlerindeki fonksiyonlarini  acikliga kavusturabilecegimiz

kanisindayiz.
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6.0ZET

Bu caligmada 37 Alzheimer, 47 Demans, 21 Parkinson tanisi konmus
olguda ve 29 saghkh kigide lipid profilleri, apolipoprotein E ve ACE gen
polimorfizmi saptanmig ve serum profilleri dagilimina etkileri incelenmistir.

Serum lipid dlzeyleri enzimatik yontemlerle tayin edilmistir. Serum
apolipoprotein A1 ve apolipoprotein B duzeyleri ise turbidimetrik yéntemle
cahsiimigtir. Toplam 130 6rmnekten elde edilen DNA’lardan apo E ve ACE gen
polimorfizmi saptamak i¢in Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (Polimerase Chain
Reaction, PCR), Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (Restriction
Fragment Lenght Polimorphism, RFLP) agaroz jel elektroforez yd&ntemleri
kullaniimigtir.

Calismamizda Alzheimer ve Demans hastalarinda apo g4 allelinin,
Parkinson hastalarinda ise apo €2 allellinin anlamli olarak arttigini saptadik.
Calisma sonucunda lipid duzeyleri incelendiginde hasta gruplarinda saglikli
bireylere gére anlamh degisiklik tespit edilmemistir. Ancak apo E allellerinin lipid
duzeyieri Uzerine etkisi aragtirildiginda €2 allelinin dastk , €4 allelinin yiksek

total kolesterol ve LDL-kolesterol seviyelerinden sorumiu oldugu gézlenmistir.
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Alzheimer ve demans olgularinda €4 allelinin demans agisindan pozitif aile
hikayesi ve kardiyolojik bulgularin varli§ ile paralel olarak artti§i saptanmistir.
ACE allel frekanslarinin demansiyel hastaliklarda saglikl bireylere gére anlamii
fark gostermedikleri ayni zamanda ACE allellerinin serum lipid profilleri Gzerinde
etkili olmadi§i goézlenmistir. Kardiyolojik hastaliklarda oldugu gibi demansiyel
hastaliklarda da apo &4 allelinin daha ¢ok ACE D alleli ile birlikte bulundugu
gézlenmigtir. Bu sonuglara gére apo &4 allelinin Turk toplumunda da Alzheimer

hastaliginin gelisiminde énemii bir rol oynadidi izlenimi elde edilmistir.
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1. SUMMARY

In this study, lipid profiles of sera, apolipoprotein E . (apo E) and
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) gene polymorphism and also the effect of
these polymorphisms on the lipid profiles were investigated in patients with 37
Alzheimer’'s disease, 21 Parkinson’s disease, 47/ other type of Dementia and 29
healthy people.

Lipid levels of sera have been determined by the enzymatic methods.
Serum apolipoprotein A1(apo A1) and apolipoprotein B (apo B) levels of sera
were measured using turbidimetric methods. Apolipoprotein E and ACE gene
polymorphisms have been determined by Polymerase Chain Reaction (PCR), and
Restriction- Fragment Length Polymorphism (RFLP) and agarose gel
electrophoresis techniques.

In patients with Alzheimer and dementia apo &4 allele increased
significantly, whereas apo £2 allele increased patients with Parkinson disease.

No considerable changes have been observed at lipid profiles in the
patient groups as compared to the healthy group.

When the effects of the apo E isoform on lipid profiles were evaluated, we

have found allele of apo £4 associated with the higher total cholestero!l of serum,

whereas allele of apo €2 associated with the lower total cholesterol of serum.
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In Alzheimer and Dementia cases, apo t4 allele has been found to
increase in correlation with positive family history and cardiologic findings
regarding Dementia. ACE allele frequencies have not shown any considerabie
difference between patients with Dementia and healthy individuals. In addition,
ACE alleles have been found out not to effective on serum lipid profiles.

We have found that, like cardiographical diseases, in deméntia diseases
allele of apo ¢4 is associated with allele of ACE D.

In the light of these results, apo €4 allele seems to play an important role to

cause development the Alzheimer’s disease in Turkish population.

102



8.0ZGECMIS

1972 yilinda Tekirdag’'da dogdum. ilk 6grenimiﬁni istanbul
Yedikule ilkokulunda, orta 6grenimimi Yedikule Lisesinde, Lise
Ogrenimimi Sehremini Lisesi'nde tamamladim. 1993 yili haziran
doneminde 1.0. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyolojik Bilimler
Bolumiinden mezun oldum. 1995 giiz yarilihinda 1.0. Saghk Bilimleri
Enstitisi’'nde Molekitler Tip Yuksek Lisans 6grenimime basladim.
Halen i.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisic Molekiller Tip Anabilim

Dali’'nda Arastirma Gorevlisi olarak calismaktayim.

Tib.Biy. Bedia Agachan
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