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m\;"é ARASTIRMA

ALZHEiMER HASTALIGINDA BEYIN OMURILIK SIVISINDA (BOS)
BiYOLOJiK BELIRTECLER VE BOS’UN PC12 HUCRE HATTI
CANLILIGI UZERINE IN VITRO ETKISININ DEGERLENDIRILMESi*

Oz I

Girig: Giiniimiizde, Alzheimer hastaliginin (AH) kesin tanisi ancak post-mortem beyin incelemesi ile ko-
nulabilmektedir. Yasayan bir hastada kesin AH tarusi koyabilecek hicbir laboratuvar incelemesi yoktur. Bu ko-
nuda 6zellesmis merkezlerde, AH tarusi klinik dlgiitlerle % 90 dogrulukla konmakla birlikte, her saglk merke-
zinde uygulanabilecek, kesin tan koymayi hedefleyen laboratuvar belirteclerine ulasmak icin calismalar devam
etmektedir. Son bilgiler siginda, duyarllik ve &zgiilliikleriyle ¢n plana ¢ikan ti¢ BOS belirteci vardir: Amiloid
beta (AB)1.40, AB1.42 ve fosfo-tau (f-tau).

Amag: Calismamizda bu belirteclerin olgu ve kontrollerde BOS diizeyleri, ELISA yéntemiyle belirlenmis,
Klinik tani esas alinarak 6zgiilliik ve duyarliliklari, laboratuvarimiz icin hesaplanmistir. Ayrica, ‘Muhtemel Alz-
heimer hastaligi’ (MAH) olgularinin BOS larinin PC12 hiicre hattina sitotoksik etkisinin olup olmadidi arasti-
rilmistir. Bu amacla hiicre hattina AH ve kontrol BOS'larinin eklenmesinden sonra, hiicre canlihg, 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testiyle degerlendirilmis ve gruplar arasinda kars-
lagtirma yapilmstir. )

Gerecg ve Yontem: Calismaya, Dokuz Eyliil Universitesi Noroloji Anabilim Dali Demans Poliklinigi has-
talar arasindan secilmis 15 Alzheimer hastasi ve nérolojik bir sorunu olmayan, herhangi bir cerrahi girisim
nedeniyle spinal anestezi uygulanmast gereken hastalar arasindan secilmis 15 kontrol dahil edilmistir.

Bulgular: Alzheimerli olgularin ve kontrollerin BOS belirteleri ortalamalari karsilastinldiginda, olgula-
rin ABy.49 ortalamalarinin kontrollerin ortalamalarindan anlamli olarak diisiik oldugu (p=0.014), f-tau deger
ortalamalarinin olgularda anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmustir (p=0.04). Alzheimerli olgularin AB1.45 or-
talamalari ise kontrollerden farkh bulunmarmistir (p=0.054). Olgularda, f-tau’nun ayrica, hastalik siiresi ile or-
ta giiclitkte pozitif korelasyon gésterdigi bulunmustur (Spearman Rho=0.575; p=0.025). Canl kalan hiicre
sayisi ortalamalar degerlendirildiginde, olgularin canh kalan hiicre sayisi ortalamasinin da kontrollerden farkh
olmadig izlenmistir (p=0.056).

Sonug: Alzheimer hastalarmin BOS'larindaki koruyucu ve toksik maddelerin arastirilmast gereklidir.

Anahtar sozciikler: Alzheimer hastaligi, BOS belirtecleri, Sitotoksisite, PC12 hiicre hatt:
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BIOCHEMICAL MARKERS IN CEREBROSPINAL
FLUID (CSF) AND EVALUATION OF THE EFFECT
OF CSF ON PC12 CELL LINE VIABILITY IN
ALZHEIMER’S DISEASE

ABSTRACT -

Introduction: The definite diagnosis of Alzheimer’s disease (AD) is based on post mortem pathological
examination. To date, there is no laboratory test that can discriminate patients with AD from healthy
individuals. Although, there is a relatively high accuracy rate of the clinical diagnosis of AD (~%90) in expert
research academic centers, the studies which aim to find out pathognomonic laboratory markers available for
AD still continue. In the perspective of recent knowledge, there are three cerebrospinal fluid (CSF) markers
which have the highest sensitivity and specificity: Beta-amyloid (AB);.49 AB1.42 and phospho-tau (p-tau).

Aims: In this study, concentrations of these markers in CSF were quantified by using ELISA and the
sensitivity and specificity for our laboratory were determined. Also, the effects of ‘Probable Alzheimer’s
Disease’ (PRAD) patients’ CSF on the survival of PC12 cell line were assessed. For that purpose, cell line
viability was evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test and the
results were compared between groups.

Material and Methods: In the present study, 15 PRAD patients and 15 control subjects were included.
PRAD patients were selected from the patients of Dokuz Eyliil University Neurology Department Dementia
Outpatient Clinic and control subjects were selected from the patients who were undergone epidural
anesthesia because of any surgical operation.

Results: There was a significant decrease of ABi.49 (p=0.014) and increase of p-tau (p=0.04) in
patients with AD when compared with controls. AB1.49 concentration was not significantly different between
groups (p=0.054) There was a positive corelation between duration of the disease and CSF of p-tau
concentration in patients with AD (Spearman Rho=0.575; p=0.025). There was no significant difference in
cell line viability values between groups (p=0.056).

Conclusion: There is an urgent heed for an evaluation of protective and toxic substances in the CSF
of patients with AD.

Key words: Alzheimer’s disease, CSF markers, cytotoxicity, PC12 cell line
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Giris B ]
emans, eriskin merkezi sinir sisteminin edinsel nedenler-
le hasarlanmasi sonucu, biling bulanikh@ olmaksizin, bir-

den fazla kognitif alanin bozulmasina ve bununla ilintili olarak

giinliik yasam aktivitelerinin eskisi diizeyinde siirdiirilememe-
sine neden olan, dogal seyri acisindan Kkalici, siklikla da ilerle-
yici bir klinik tablodur (1). Demans sendromlar icerisinde en

sik goriilleni Alzheimer hastaligidir (AH) (2).

AH’nin tanis1 konusunda Klinik bulgulara dayanan 6lcek-
lerin kullanimi, %80-90 (3-4) 6zgilliikk ve duyarlilik saglamak-
tadir. Kesin tamy1 koymayi hedefleyen biyolojik belirteclerin
duyarlihk ve 6zgulliigt ancak bu diizeye ulasmakta ya da biraz
ge¢mektedir. Toplam tau, amiloyid beta (Af)1.49 ve AB1.42 gi-
bi baz1 dlceklerin kombine kullarumi (5-7) ya da son olarak bil-
dirilen belirte¢ olan fosfo-tau (f-tau)’ nun tek basina (8-9) kulla-
nimt bu oranlar yiikseltmektedir. Calismamizda klinik 6lgek-
lerle ‘Muhtemel Alzheimer hastahig’’ (MAH) tarsi almis olgu-
larda biyolojik belirte¢ olan ABj.49, AP1.42 ve ftau BOS dii-
zeylerininin klinik tanya katkisinin incelenmesi ilk amac ola-
rak belirlenmistir.

Kesin tanisi histopatolojik kanitlarla ortaya konan AH'de
iki patolojik gosterge olan amiloyid plak (AP) ve norofibriller
yumagin (NFY) néronal hiicrelere toksik etkileri bildirilmistir
(10). Ayrica, Alzheimer hastahginda beyinde nérotoksik etki-
li ajanlarin varhgi bilinse de (6) bu konuda beyin omurilik stvi-
st 6rneklerinin néronal hiicreler {izerine in vitro etkileri net
degildir. Alzheimer hastalarinin serum IgG &rneklerinin sican-
larda in vivo kolinerjik néronlara toksik etkisi oldugu bildiril-
mistir (11). Ancak beklenenin tersine Alzheimer hastalarinin
BOS ve beyin drneklerinin in vitro hiicre canhhgi tizerine, art-
tiric1 etkisinden s6z eden yayin da mevcuttur (12). Bunun di-
sinda diger noérolojik hastaliklarda da serum/BOS 6rnekleri-
nin néron gelisimini ve canhlhigini azaltic1 etkisi oldugunu sap-
tayan calismalar vardir. Parkinson hastaliginda BOS &rnekle-
rinin sican dopaminerjik néronlarina (13-14), multipl skleroz
idrar érneklerinin in vitro sican glia kiiltiirlerine (15-16) ve né-
ropatisi olan diyabet hasta serum &rneklerinin in vitro sican
arka kok ganglion néronlarina toksik etkisi (17) bildirilmistir.

Bu calismanin ikinci bir amaci olarak da MAH olgularinin
BOS’larinin PC12 hiicre hattina sitotoksik etkisinin olup ol-
madig@1 arastinlmistir. Bu calismada, bu amacla hiicre hattina
AH ve kontrol BOS’larinin eklenmesinden sonra hiicre canli-
g1 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) testiyle degerlendirilmis ve gruplar arasinda kar-
silastirma yapilmistir.

AH’de BOS sitotoksisitesini arastiran bu arastirma, ayrica
Aby.49, Aby.4p ve f-tau gibi 6nemli ti¢ belirtecle korelasyonu-
nu inceleyen ilk calisma olma &zelligine sahiptir.

GEREC VE YONTEM

Olgu ve Kontroller

Karsilagtirmali olgu serisi calismasi yapilmustir.

Olgular: NINCDS-ADRDA tar kriterlerine gére ‘muhtemel
AH’ tanisi almis olgular arastirmaya dahil edilmistir.

Kontroller: Herhangi bir demansiyel semptomu olmayan,
olgularla benzer yas grubundan olan, bir cerrahi girisim icin
epidural anestezi uygulanan kisiler, kontrol grubu olarak aras-
tirmaya dahil edilmistir.

Arastirmanin Degiskenleri

Demografik degiskenler ve aliskanliklari:

* Yas: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz yiize
goriisme sirasinda sorularak elde edilmistir.

¢ Cins: Kadin ve erkek olarak belirtilmistir.

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

¢ Sigara: Hasta ve/veya yakinlarina ve kontrollere yiiz yiize
gorisme sirasinda sorularak elde edilmistir. Calismanin
vapildigi zamanki icicilik dikkate alinmustr.

Bilissel durum: Mini mental durum testi (MMDT), Global
Bozulma Olcegi (GBO) ile degerlendirilmistir. MMDT skorlari
26 ve Ustil, islevselligi tam olan ve GBO 1 olan saghkl birey-
ler kontrol grubunu olusturmuslardir. MMDT skorlar1 25 ve
altinda olan ve GBO 4 ile 7 arasinda degisen Diagnostic and
Stastistical Manual of Mental Disorders (DSM)-IV kriterine g&-
re demans ve National Institute of Neurological and Commu-
nicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) tani
kriterine gore ‘muhtemel AH’ tanisint karsilayan olgular AH
grubu olarak alinmustir.

e BOS belirtegleri: Aﬁ1-40, AB1_42 , f-tau BOS belirte(;le-
ri olarak degerlendirilmistir.

Etik kurul onami: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Etik Kurulu'nun 12 Hazi-
ran 2003 tarihli 03/11/03 no’lu toplantist sonucunda calis-
manin yapilmasinda etik acidan sakinca olmadigina dair onay
alinmustir.

Verinin Toplanmasi ve Islenmesi

Olgu grubu, 01.06.2004 ve 01.07.2004 tarihleri arasinda
Dokuz Eyliil Universitesi Néroloji Anabilim Dali Demans Po-
likliniginde muayene edilen Alzheimer hastalar arasindan se-
¢ilmistir. Olgular hafif, orta, agir evre Alzheimer hastalardir.
AH grubundaki olgulardan, lomber 4-5 araligindan lateral de-
kubit pozisyonda toplam 2.5 cc BOS alinmustir. Biyokimya
tiiplerine konan BOS’lar, 1000 rpm’de 5 dk. boyunca sant-
rifiij edildikten sonra, dipte c¢okelti halinde olan parcaciklar-
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dan arindirilarak derin dondurucuya (-75 °C ’de) kaldirilmistr.
Kontrol grubu nérolojik bir sorunu olmayan, herhangi bir cer-
rahi girisim nedeniyle spinal anestezi uygulanmasi gereken
hastalar arasindan secilmistir. Secilen olgularla yiiz yiize g6-
risme yapilip, onamlari yazih olarak alinarak calismaya dahil
edilmistir. Klinik bakiyla demansi olmadigi tespit edilen birey-
lere MMDT uygulanmustir. Kontrollerden, 2.5 cc BOS spinal
anestezi amaciyla yapilan lomber ponksiyon sirasinda Anes-
teziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dalinda ¢alisan yardimci
arastirmaci koordinasyonuyla alinmstir. Ornekler, ameliyat-
haneden alindiktan hemen sonra laboratuvara gétiirtilerek
AH grubundaki olgularin BOS’larina uygulanan islemlerin ay-
nis1 uygulandiktan sonra derin dondurucuya kaldirilmistir. Ca-
lismanin yapildigi gline kadar tiim 6rnekler derin dondurucu-
da korunmustur.

ELISA Yontemi

F-tau, AB1.42 ELISA kitleri INNOTEST b amiloyidj.42) Inno-
genetics, Gent, Belcika) ve ABq.40 ELISA kiti (Signal Select
Human { amiloyid(;.4q) Biosource International, California,
USA) temin edilmistir. Calismaya dahil edilen 15 AH’nin ve
15 kontrol olgusunun BOS’lar1 ELISA yéntemiyle f-tau, ABy.40
ve AB1.4p icin degerlendirilmistir.

PC12 Hiicre Kiiltiirii ve in Vitro Deneyler

PC12 hiicre hatti Fransa’dan temin edildi. PC12 hiicreleri
%10 oraninda at serumu, %5 oraninda fetal inek serumu, 50
U/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin eklenen
RPMI1640 kiiltiir ortamt iginde poli-p-lizin (PDL) ile kaplan-
mus Kiiltiir kaplarina ekildi. Kiiltiirler sikisik duruma geldikle-
rinde (genellikle haftada bir) pipetleme islemiyle mekanik ola-
rak kiiltiir kaplarindan ayrilarak 1/4 oramnda pasaj yapilarak
kiiltiirler strdurtildii. Kdltiirler karbondioksid enkiibatoriinde
(%5 oraminda karbondioksid icermektedir) ve 37 °C sicaklik-
ta tutuldu. PC12 kiiltiirlerinin ortamu iki glinde bir taze kiiltiir
ortamiyla 2/3 oraninda tazelendi.

In vitro deneyler icin, 96 kuyucuklu ve PDL ile kaplanmis
kiiltiir kaplarina 50 000 hiicre/kuyucuk/200 pl kiltiir ortami
yogunlugunda ve %3 oraminda serum (%2 at serumu ve %1
fetal inek serumu) iceren Kiiltiir ortami icinde ekilmis olan
PC12 hiicreleri kullanildi. Deneylerde diisiik serum iceren
kiiltiir ortamina gecilmesinin amaci, hiicrelerin deneyler siire-
since ¢cogalmasim énlemek ve serumun icerebilecegdi koruyu-
cu faktorlerin etkisinden kacinmaktir (18). Deneylerde her bir
kosul i¢in en az tclii es 6rnekler calisilarak deneyler ayni stan-
dart kosullarda en az ii¢ kez tekrarlandi. Deney giinii BOS 6r-
nekleri ¢ozildiikten sonra 56 °C sicakhkta 30 dakika siireyle
wsitilarak inaktive edildi. Bu islemin amaci BOS &rneklerinin
icerebilecegi kompleman faktérlerinin inaktivasyonu yoluyla
komplemana bagh olabilecek hiicre Sliimii olasiigimn dislan-
masidir. Bu islemler sonrasi hasta ve kontrol BOS &rnekleri

96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basina 20 pl hacimde
eklendi. Béylece, Alzheimer ve kontrol BOS’unun eklenme-
digi saf hiicre hatti kuyucuklari, AH grubunun BOS’larinin ol-
dugu kuyucuklar ve kontrol BOS’larimin eklendigi kuyucuklar
elde edildi. Kiiltiirler daha sonra karbondioksid enkiibatériin-
de 48 saat siiresince enkiibe edildi. Bu stirenin sonunda hiic-
re canlihgi MTT testi ile degerlendirildi.

MTT Testi

MTT yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canh hiicrelerin
orani kolorimetrik yéntemle kantitatif olarak saptanabilmek-
tedir. Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT bo-
yasinn tetrazolium halkasin parcalayabilmesi ilkesine dayan-
maktadir (18-19). Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim
olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimldir.
Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu soluk sari renkli
MTT boyast koyu mavi-mor formazan {iriiniine déniismekte-
dir. Sonuc olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanmakta, lii ya da mitokondri fonk-
siyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu yéntem hiic-
relerin MTT boyasiyla enkiibasyonu, presipite reaksiyon {irii-
niiniin ¢éziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon tiriiniiniin kolori-
metrik olarak 6l¢imii basamaklarindan olusmaktadir. Ayrinti-
It deney basamaklar su sekildedir:

1. 100 mg MTT (Sigma) maddesi 10 ml hacimde PBS
(Phosphorylated buffer solution- Fosforile edilmis tampon
cozelti) icinde coziilerek %0.5°lik (10 mg/ml konsantras-
yonda) stok MTT soliisyonu steril ve karanlk kosullarda
hazirlandi. Soliisyon 0.22 mm’lik filtre ile siiziilerek deb-
risler uzaklastirildi. Bu soliisyon karanlik ortamda ve 4 °C
sicaklikta bir ay kadar bir siire saklanabilmektedir.

2. Deneylerde herhangi bir toksik ya da koruyucu ajan ek-
lenmeyen kiiltiir kosullar1 kontrol olarak kullanildi. Doksa-
nalti kuyucuklu kiltiir plaklarina ekilen ve degisik toksik
ve/veya koruyucu ajanlarin degisik dozlanyla karsilastiri-
lan kiiltiirlere hedeflenen enkiibasyon siiresinin sonunda
10 ml/kuyucuk hacimde MTT soltisyonu eklendi.

3. Kiltiir plaklar1 aliiminyum folyo ile sanlarak %5 karbondi-
oksidli nemli hava iceren karbondioksid enkiibatdriinde
37 °C sicaklikta 4 saat siireyle tutuldu.

4. Enkiibasyon siiresinin sonunda faz-kontrast “inverted”
mikroskop altinda canl hiicrelerde mor renkte formazan
Kkristallerinin olustugu, &lii hiicrelerin ise boyanmadigi sap-
tandi.

5. Kiiltiir plag, plak rotoru kullanilarak 1250 rpm hizda 5 dk
stireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ¢okelti atildi.

6. Formazan kristallerini ¢6ziiniir duruma getirmek icin 6n-
ceden hazirlanmis solubilizasyon soliisyonu 100 ml/kuyu-
cuk hacimde eklendi. Bu soliisyon isopropranolol icinde
hazirlanmis 0.04 N HCI soliisyonundan olusmakta ve oda
sicakliginda saklanmaktadir.
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Sekil 1— Olgu ve kontrollerin AB4.4o degerleri: Olgularin AB, 4o de-
ger ortalamalari 7388.9+4103.9 pg/ml, kontrollerin AB.40 deger
ortalamalari 12031.5£5297.9 pg/ml olarak hesaplanmistir. Olgu-
lardaki AB,.4o degerlerindeki diislikliik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.0014).

7. Kiiltiir plagi DEUTF Hematoloji laboratuvarinda bulunan
ELISA plak okuyucusuna konularak absorbans degerleri
450 nm dalga boyunda okutuldu. Referans dalga boyu
olarak 650 nm dalga boyu kullanildi. Kontrol ve hasta
grubunda canli oram absorbans degerleri karsilastirilarak
incelendi.

Veri Coziimlemesi

SPSS 11.0 paket programi ve Epi-info 2000 programi kulla-
nilarak, dagilimlar degerlendirilmis, sayimla elde edilen degis-
kenlerde (cins, yas grubu, egitim grubu, sigara iciciligi) arasin-
daki farklihga Ki-kare (c2 Yates, Fisher-Exact test) analizi, &l-
ctimle elde edilen veride ve siirekli degiskenlerde (yas ortala-
masl, egitim yih ortalamasi, AB1.40, AB1.4a2, f-tau ve MTT ab-
sorbans ortalamalan) arasindaki farkhhda gruplar nonpara-
metrik kosullar1 sagladigi icin Mann Whitney U testi ile bakil-
mustir. Klinik taniya gére f-tau icin kesim noktasi belirleme
amaciyla ROC egrisi cizilmis ve bu calismaya 6zgii f-tau ke-
sim noktast belirlenmistir. Calismada p< 0.05 diizeyi anlaml
kabul edilmistir.

SONUCLAR

Yukarldaki olgu ve kontrol tanimlamasina uyacak sekilde
15 olgu, 15 kontrol calismaya alinmistir. Olgularin yas or-
talamasi 69.7+10.5, kontrollerin yas ortalamas: 67.3+11.3
bulunmustur. Yas ortalamalar1 arasinda anlaml fark saptan-
mamustir (p=0.63). Olgularin egitim ortalamalar1 7.8 + 4.7 yil
ve kontrollerin egitim ortalamalari 7.5+ 5.9 il olarak saptan-
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Sekil 2— Olgu ve kontrollerin AB4.4, degerleri: Olgularin AB, 4o de-
ger ortalamalari 830+£279.7 pg/ml, kontrollerin AB4.4, deger ortala-
malari 1086.6+409.9 pg/ml olarak hesaplanmistir. Olgulardaki
AB1.4o degerlerindeki disiklik istatistiksel olarak anlamli bulunma-
mistir (p=0.054).

mustir. Egitim siirelerinin ortalamalari arasinda anlamh farkh-
lik bulunmamustir (p=0.86). Olgularin hastalik stiresi ortala-
mast 2.67 yil (§5=1.76 yil) bulunmustur. Hastalik baslangi¢
vast ortalamasi 67.07 (55=10.86) saptanmustir.

Olgu ve kontrollerin, BOS belirtecleri ve yas degiskenleri
arasinda, ayri ayr1 korelasyonlara bakilmistir. Her iki grupta da
say1 30’'un altinda oldugu icin Spearman korelasyonu ile birlik-
telik degerlendirilmistir. Olgularda, yas ve AB1.4¢ belirteci arasin-
da anlaml, giiclii, pozitif bir korelasyon saptanmustir (Spearman
Rho = 0,709 p=0,003). Olgularda, BOS belirtecleri ile hastalik
siiresi arasinda korelasyonlara bakilmistir. Yalnizca f-tau ve has-
tahk siiresi arasinda pozitif, orta diizeyde anlaml: bir birliktelik
saptanmustir (Spearman Rho = 0,575 p=0,025).

Sekil 1'de olgu ve kontrollerin Afq.49 degerlerinin dagih-
m goriilmektedir. Olgularin ABj 49 deder ortalamalari
7388.9+4103.9 pg/ml, kontrollerin AB1.49 deger ortalama-
lar1 12031.5+5297.9 pg/ml olarak hesaplanmistir. Olgular-
daki AP1.4¢ degerlerindeki diistikliik istatistiksel olarak anlam-
It bulunmustur (p=0.0014).

Sekil 2’de olgu ve kontrollerin ABy.4o degerlerinin dagili-
mi goériilmektedir. Olgularin ABq 40 deger ortalamalar
830+279.7 pg/ml, kontrollerin ABi42 deger ortalamalar
1086.6+409.9 pg/mlolarak hesaplanmstir. Olgulardaki
AP1.42 degerlerindeki diistikliik istatistiksel olarak anlaml bu-
lunmamustir (p=0.054).

Sekil 3'de olgu ve kontrollerin f-tau degerlerinin dagilimi
goriilmektedir. Olgularin f-tau deger ortalamalar1 97.1+41.1
pa/ml, kontrollerin f-tau deger ortalamalann 66.9+30.1
pa/ml olarak hesaplanmustir. Olgulardaki f-tau degerlerindeki
yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.04).
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Sekil 3— Olgu ve kontrollerin f-tau degerleri: Olgularnn f-tau deger
ortalamalar 97.1+41.1 pg/ml, kontrollerin f-tau deger ortalamalari
66.9£30.1 pg/ml olarak hesaplanmistir. Olgulardaki f-tau degerle-
rindeki ylkseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.04).

Sekil 4’de olgu ve kontrollerin MTT abzorbans ortalama-
lan goriilmektedir. Olgularin MTT abzorbans deger ortalama-
lan1 74.1x(10-3) = 13.7x(10-3), kontrollerin abzorbans ortala-
malar1 84.7x(10-3) + 12.1x(10-3) olarak hesaplanmustir. Olgu-
lardaki MTT abzorbans deger ortalamalarindaki diisiikliik ista-
tistiksel olarak anlamh bulunmarmstir (p=0.056)
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Sekil 4— Olgu ve kontrollerin MTT absorbans ortalamalari: Olgula-
rin MTT absorbans deger ortalamalari 74.1x(10-3) £ 13.7x(10-3),
kontrollerin absorbans ortalamalari 84.7x(10-3) + 12.1x(10-3) ola-
rak hesaplanmistir. Olgulardaki MTT absorbans deger ortalamalarin-
daki dlsUklUk istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.056)

TARTISMA -

inlimtizde insanlarin ortalama yasam siiresinin uzamasi-
Gna paralel olarak yashlarda goriilen saghk sorunlarinin
prevalansinda artis gézlenmektedir. Alzheimer hastaligi da bu
saghk sorunlarindan biridir. AH, noérodejeneratif hastaliklar
icerisinde en sik gériilen (2) ve bir kez kaybedildigi zaman ye-
rine yenisi konamayan beyin hiicrelerinin 6limiine neden
olan ilerleyici bir hastaliktir (19). Yapilan cahismalar, Klinik
bulgular ortaya cikmadan 15 ile 20 yil kadar énce néron yi-
kimina neden olan patolojik stirecin baslamis oldugunu di-
stindiirmektedir (20-21). AH’de de Klinik bulgular saptandi-
ginda, bellek islevinde ¢cok 6nemli rol oynayan entorinal kor-
teksteki néronlarin %50’si kaybedilmis olmaktadir (22). Bu
nedenle AH Kklinik olarak ortaya ¢ikmadan énce belirteclerini
saptayip, patolojiyi gelismeden durduracak tedaviler gelistir-
mek gerekmektedir.

Yakin zamanlarda buna iliskin bir tedavi ¢cabasi beta amilo-
vid astst olmus ve yararl etkileri deneysel olarak gosterilmistir.
Bu asimin immiinolojik yénden diizeltiimesi cabalarinin énii-
miizdeki birka¢c yilda sonuc verecegi diisiiniilmektedir (23).
Tiim bu ¢abalar presemptomatik ya da semptomatik olgularin
belirlenmesine yonelik biyolojik belirteclerin  arastirilmasini
hakh kilmaktadir. En iyi belirtecler patolojik stire¢ ile dogrudan
iliskili olanlar ya da sadece patolojinin sonucu olarak olusanlar-
dir. Bu calismada, mevcut bilgiler 1s1ginda duyarliik ve 6zgtill-
ligii en st diizeyde oldugu cesitli cahismalarda saptanan Af.
40, AB1.42 ve f-tau biyolojik belirte¢ olarak arastirilmustir.

Bizim calismamizda da, Alzheimer grubundaki ABy.4 de-
gerleri, kontrol grubuna gore, anlamh oranda diisiik bulun-
mus (p=0,014) (Tablo 1) ve AB1.49'i1n énemli bir belirte¢ ol-
dugunu desteklemistir. Ayrica, olgularin yaslar: ve ABy_4¢ be-
lirte¢c degerleri arasinda anlamh, giiclii, pozitif bir korelasyon
saptanmustir (Spearman Rho = 0,709 p=0,003). Bu istatik-
sel deger her ne kadar nedenselligi ifade etmese de birlikteli-
gi ortaya koymasi acisindan carpicidir.

AH vakalarindaki BOS A4 deger ortalamalar, kontrol
olgularindaki BOS AB.42 deger ortalamalarina gore diistik iz-
lenimi vermekle birlikte, aralarinda anlamli fark tespit edilme-
mistir (p=0.054) (Tablo 1). Aym sekilde, AB1.42nin AH’de ve
kontrollerde anlamh fark géstermedigini bulan baska calisma-
lar da vardir (24-25). Ancak, hem ABj.42 hem de ABj4¢'n
kontrollerden daha diisiik oldugu (25-26) ve AB1.42 nin pato-
genezle daha yakindan ilintili olduguna ait kamtlar da vardir
(25-27). AH'ye yonelik tammlanmis en son biyolojik belirteg
f-tau proteinidir. Fosforile tau proteinin degisik epitoplarini
(threonin 181 ve 231, threonin 181, threonin 231, serin
235, serin 199, serin 296 ve 404) saptamak icin ELISA yon-
temleri gelistirilmistir (3, 28-30). Bu calismalarin da dahil ol-
dugu toplam 11 calismada 800 Alzheimer hastasi, 370 kont-
rol olgusu calisilmistir. Sonugta f-tau'nun %92 duyarlihk ve
%80 ozgiilliikle AH'’vi normal yaslanmadan ayirt edebildigi
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Tablo 1— Olgu ve kontrollerin BOS belirtecgleri ve canl kalan hiicre sayisi ortalamalarina goére karsilastiriimasi

Olgu Kontrol
Ozellik Ortalama Standart Sapma Ortalama Standart Sapma p*
AB1.42 (pg/ml) 830.0 279.7 1086.6 409.9 0.054
AB1.40 (pg/ml) 7388.9 4103.9 12031.5 5297.9 0.014
f-tau (pg/ml) 97.1 41.4 66.9 30.1 0.04
MTT absorbans ortalamasi 74.1 13.7 84.7 12.1 0.056

*Mann-Whitney U testi

saptanmistir. BOS’da f-tau’nun -t-tau’nun aksine- iskemik in-
me ve JCH’de artmadigi gosterilmistir (31-32). Bizim calis-
mamizda duyarlihk ve 6zgtilligii yiiksek olarak diistiniilen the-
ronin 181’de fosforile olmus tau kullanilmustir. Alzheimer
hastalarinin BOS f-tau deger ortalamalari, kontrol grubunki-
ne oranla anlamli derecede artmis olarak bulunmustur
(p=0.04) (Tablo 1). Ayrica, olgularda, BOS belirtecleri ile has-
talik siiresi arasinda korelasyonlara bakildiginda yalnizca f-tau
ile hastalik siiresi arasinda pozitif, orta diizeyde anlamli bir
birliktelik saptanmustir (Spearman Rho = 0.575 p=0.025).
Bu sonug, hastalik siiresi arttikca f-tau diizeyinin artacagini
oéngérmekte ve Alzheimer hastahdr ile f-tau diizeyinin yiiksek-
liginin birlikteligine isaret etmektedir.

Bu calismada ayrica AH grubundan elde edilen BOS’larin
sitotoksik olup olmadigi arastirilmistir. Daha dnce sican me-
zensefalik hiicre kiiltiirlerinde Parkinson hastalarindan alinmis
BOS 6rneklerinin, dopaminerjik néronlarn fonksiyonlarini ve
buiytimelerini durdurduklan gosterilmistir (13). Srinivasan ve
ark (17) tip II diabetik néropatili hastalarin serum &rneklerinin
noron hiicre kiltiriinde komplemandan bagimsiz, kalsiyum
bagimh apoptozis yaptiklarini gdstermislerdir (17). Ayrca mul-
tipl skleroz idrar 6rneklerinin in vitro sican glia kiiltiirlerine
toksik etkilerini bildiren calismalar da mevcuttur (15, 16).

Pauwels ve ark (12) tarafindan yapilan ¢alisma, 7 Alzhe-
imer hastasinin ve 26 saglkli kontroliin BOS’u; ayrica, fron-
tal kortekste NFY tespit edilmis 2 Alzheimer hastasinin ve be-
yinlerinde NFY olmadigindan emin olunan 2 kontroliin otop-
si ile alinmus frontal korteks ve hipokampus drnekleri ile ya-
pilmustir. Bu 6rneklerin, 17 giinliik bir sican embriyosunun
oksipital korteksinden hazirlanmis hiicre Kkiiltiirii {izerine sito-
toksisitesine bakilmistir. Sonugcta, kontrol ve AH grubu hipo-
kampus 6érneklerinin hiicre kiiltiiriinde yarattiklan etki arasin-
da bir farklilik saptanmamstir. Fakat AH grubunun BOS ve
frontal korteks &rneklerinin kontrol grubuna gére anlamli
oranda hiicre canlihgini arttirict etkileri oldugu tespit edilmis-
tir (12). Cahsmada, AH 6rneklerinin néron koruyucu etkileri,
AH ‘nin beyinlerinde olmayip, saglkli bireylerde oldugu Uc-
hida ve ark'min (33) yaptig bir calismada gosterilen ‘biiyiime
yok edici faktére’ [(BYF) growth inhibitory factor (GIF)] bag-
lanmustir. BYF iceren &rneklerin hiicre hattinda canliligr azal-

tic1 yonde etki gosterdikleri sonucuna varilmistir. Bu protein,
saglikli insanlarin beyinlerinde saptanmustir, fakat AH kor-
tekslerinde BYF-porzitif astrositlerin dramatik olarak azaldikla-
11 tespit edilmistir.

Bizim calismamizda, ekledigimiz BOS’larin PC12 hiicre
hattinda ne oranda sititoksisite yarattigimi anlamak icin MTT
abzorbans degerlerine bakildiginda, AH grubunun MTT deger
ortalamalarinin kontrol grubuna oranla daha diisiik olma egi-
liminde olmakla beraber, aralarinda anlamh bir farklilik olma-
dig1 tespit edilmistir (p=0.056) (Tablo 1). Sonuclarimiz Pa-
uwels ve ark’'min (12) yaptiklart calismayla uyusmamaktadir.
Bu durum, iki cahsmadaki olgu-kontrol sayilarindaki farktan
ya da calismamizdaki hastalarin cogunda asetilkolinesteraz in-
hibitérii (AEI) kullamlmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak,
AEI kullaniminin, Ab (34) ve serbest radikallerle (35) yaratilan
PC12 hiicre hattindaki hasarlanmayi azaltici etkileri oldugunu
bildiren calismalar vardir. AEI'nin hiicre koruyucu etkisinin
gosteren bu calismalar, Pauwels ve ark (12) ile bizim calisma-
miz arasindaki farkin, ila¢ kullanimindan bagimsiz oldugunu
diistindiirmtis, bu iki calismada elde edilmis farkli sonuclari
aciklamada yardimci olmamustir.

Biitiin bu kafa kanstirici sonuclar Alzheimer hastalarinmn
BOS’larinda, koruyucu ya da toksik maddelerin arastirilmasi-
ni gerektirmektedir. Eger AH de BOS'ta sitotoksisiteye ait ve-
ri yoksa bu toksik etmenin periferden kaynaklanabilecegi de
diisiiniilebilir. Engelhardt ve ark’nin (11) yaptiklan calismada
Alzheimer hastalarinin serumlarindan izole ettikleri IgG ‘nin
sican beyinlerindeki kolinerjik néronlan harap ettiklerini gos-
termis olmalari, BOS disinda nérotoksik etken tasiyan viicut
elemanlarn olabilecegdi goriisiinii destekler niteliktedir. Bu ca-
lismaya dayanarak, koruyucu ve/veya toksik etkenlerin orta-
ya konmast i¢cin, BOS’un yan sira, Alzheimer hastalarinin se-
rum ve idrar 6rneklerinin de hiicre hattina toksik etkilerini
arastiran calismalarin yapilmasi uygun olacaktir.
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