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1. OZET

ALZHEIMER HASTALARININ UYKU ONCE VE SONRASI PLAZMA
PROTEOM PROFILLERININ iIN VITRO NORONAL AKTIiVITE
UZERINDEKIi ETKILERI

Alzheimer hastaligi, bellek, dil, diisiinme, davranis ve kognitif becerilerin zamanla
bozulmasina neden olan ve beyin hiicrelerinin kaybiyla ilerleyen ndrodejeneratif
hastaliktir. Bu dogrultuda ¢alismanin amaci, Alzheimer hastalar1 ve yash saglikli
kontrollerin uyku 6nce ve sonrasi plazma proteom profillerinin primer hipokampal
hiicre kiltiirii deneyleri ile kalsiyum goriintiilleme gergeklestirilerek kalsiyuma baglh
noronal aktiviteye etkisini incelemektir. Ayrica glutamat eksitotoksisitesinin
hipokampal néronlar iizerine olas1 etkisi incelenmistir. Postnatal 1-2 giinliik BALB/c
irk1 fareler ile in vitro ortamda deneyler yapilmis AAV GCAMP viriis kullanilarak
kalsiyum goriintiileme deneyleri gergeklestirilmistir. Calismanin analizinde ki-kare,
Mann- Whitney U, Wilcoxon sirali isaretler testi ve bagimsiz 6rneklemler igin t
testleri kullanildi. Bu ¢alisma sonucunda, Alzheimer hastalarinin ve yash saglikli
kontrollerin uyku o6ncesi plazma ile kiiltiire edilen etkin hiicre sayisi, kalsiyum
gecisine bagl noranal aktivite siiresi ve genlik karsilastirmalart arasinda anlamli
farklar bulunmustur (p <.05). Hem Alzheimer hem de yasl saglikli kontrollerde uyku
once ve sonrasi plazma kalsiyum aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar mevcuttur. Alzheimer hastalar1 ve yasl saglikli kontrollerin plazma 6rnekleri
arasinda metabolik ve biyolojik siireg, yolak analizi, protein smiflandirmasi ve
protein-protein iligkileri bakimindan farkli proteom profilleri bulunmustur. Tim
sonuglar incelendiginde, Alzheimer hastalarinin uyku oncesi ve sonrasi farkli bulunan
plazma proteom profillerinin primer hipokampal hiicre kiiltiir deneylerinde kalsiyuma
bagli degisen noronal aktiviteye etkisi olabilecegi yoniinde yorumlanabilir. Bu
baglamda, Alzheimer hastaliginin arastirillmasinda proteomiks biliminin ilerleyen

yillarda 6nemli bir tan1 arac1 olma yoniinde 6nem kazacaktir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, GCAMP, Glimfatik Sistem, Kalsiyum

Goriintiilleme, Proteomiks



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF ALZHEIMER’S DISEASE BEFORE AND AFTER SLEEP
PLASMA PROTEOME PROFILES ON IN VITRO NEURONAL ACTIVITY

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disease that causes memory, language,
thinking, behaviour and cognitive skills to deteriorate over time and progresses
through the loss of brain cells. In this regard, the aim of the study was to examine the
effect of plasma proteome profiles before and after sleep on calcium-dependent
neuronal activity of Alzheimer's disease and elderly healthy controls by performing
calcium imaging with primary hippocampal cell culture experiments. In addition, the
possible effect of glutamate excitotoxicity on hippocampal neurons was investigated.
Calcium imaging experiments were performed using the AAV GCAMP virus, which
was experimented with in vitro with postnatal 1-2-day BALB/c mice. In the analysis
of the study, chi-square, Mann-Whitney U, Wilcoxon signed rank test and
independent samples t-test were used. As a result of this study, significant
differences were found between the number of active cells cultured with before sleep
plasma of Alzheimer's disease and elderly healthy controls, the time and amplitude
comparisons of neuroactive activity due to calcium transition (p < .05). There were
statistically significant differences between plasma calcium activities before and after
sleep in both Alzheimer's diseases and elderly healthy controls. Plasma samples from
Alzheimer's disease and elderly healthy controls had different proteome profiles in
terms of metabolic and biological processes, pathway analysis, protein classification,
and protein-protein interactions. When all the data are taken into consideration, it can
be concluded that calcium-induced neuronal activity in primary hippocampus cell
culture studies may be influenced by the different plasma proteome profiles of
Alzheimer's disease before and after sleep. Proteomics will become more crucial in

this context as an important diagnostic tool in the study of Alzheimer's disease.

Key Words: Alzheimer Disease, Calcium Imagining, GCAMP, Glymphatic system

Proteomics



3. GIRIS VE AMAC

Diinyamiz gelisen bir yapinin igerisinde varligini devam ettiren canlilardan
olusmaktadir. Bu olusumun belli bir diizen igerisindeki durumu beraberinde
kaginilmaz ciddi saglik problemlerini de getirmektedir. Gilinlimiizde gelismis ve
sanayilesmis toplumlarda bu problemlerle sik¢a Kkarsilagsmaktayiz. Alzheimer
hastalig1 {izerinde Onemle durulmasi gercken ve toplumu etkileyen ciddi bir

hastaliktir.

Alzheimer hastaliginda (AH) temelde hafiza yetisinin bozuldugu ve bununla
birlikte bilissel yetilerinde negatif yonde etkilendigi ilerleyici bir tablo izlenmektedir
(1). Yasa bagli demanslara baktigimizda en ¢ok goriilen, histopatolojik agidan ele
alindiginda da intraselliiler, nérofibriller yumak (tau), ve ekstraselliiler, beta amiloid
plak (senil), protein birikiminin izlendigi norodejeneratif bir hastaliktir (2). Bu
hastaligin altinda yatan mekanizmalarin1 anlamak tedavi, tan1 ve yikici etkilerine
maruz kalan hasta ve hasta yakinlari (3) igin biiyiik bir 6neme sahiptir. Gegmisten
giiniimiize bircok agidan arastirilan bu hastalik da altinda yatan etiyolojiye yiizlerce
yeni teori ile agiklama getirilerek yaklasilmaktadir. Fakat hala hastaligin tanisinda
kesin bir yargiya gidilememistir. Ancak posmortem ¢aligmalar sonrasinda kesin AH
tanist konmaktadir. Fakat kesin tanmin yer almadigi durumlarda Kullanilan ‘olasi
AH’ tanis1 yerini, giiniimiizde aday caligmalar sayesinde yiiksek ol¢iide hastalik
tanisinin varligimi miimkiin kildig1 gortilmektedir. Bu sebeple bu zamana kadar
hastaligin patofizyolojisini anlamada yardimci olan hatta hastaliga yakalanmama
adina oOnleyici tedavi, egzersiz, diyet veya transkraniyal manyetik stimiilasyon
(TMS), transkraniyal dogru akim uyarmmi (tDCS) vb gibi yeni terapotik
yaklasimlarin (2, 4) da oldugu bir¢ok ¢alismanin varhigindan s6z edebiliriz. Yapilan
her c¢alismanin sonuglar1 altta yatan mekanizmay1 agiklamak igin bir adim
yakinlagtirmakta fakat hala Alzheimer hastalifini tam manasiyla agiklamaya
yetememektedir. Bu yiizden oncelikli olarak patofizyolojik ve etiyolojik acidan
hastaligin hangi unsurla arastirilacagi konusu bu baglamda isin en 6nemli basamagini
olusturmaktadir. Bu hususta, son on yildir popiiler olarak her alanda karsimiza ¢ikan

proteomiks disiplini ile hem de in vitro calismalarda canli goriintiilemeden



faydalanilarak Alzheimer hastaliginin uyku ve sirkadian ritim agisindan ele alinmasi

yeni yaklagimlar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir.

Sirkadiyen ritim yaklasik olarak 24 saatlik bir zaman diliminde gergeklesen
gece-giindiiz dongiisiinde davranissal, hiicresel, fizyolojik (5) ve biyolojik siireclerde
rol oynayan bir sistemdir. Bu tanimdan yola ¢ikarak, yapilan c¢aligsmalarda, uyku
yoksunlugu ve sirkadiyen ritim fonksiyon (6) bozukluklarinin Alzheimer hastaliginin
ilerlemesine olumsuz yonde etkiledigi rapor edilmistir (7). BOylece her birinin

karsilikli etkilesim igerisinde oldugu varsayilmaktadir.

Alzheimer’da, lenfatik drenaj sisteminin arastirilmasi bu hastaligin altta yatan
mekanizmalarina 11k tutabilecek bir diger yaklagimdir. Son yillarda merkezi sinir
sisteminde (MSS) lenfatik agin yer aldig1, beyinde lenfatik drenajin varligmin tespiti
ile ilgili ¢caligsmalara yer verilmistir (8). Buna ek olarak, beyin parakiminde glimfatik
sistem tanimlanmustir (9). Bu ¢alismada, glimfatik sistemin 6zellikle uyku esnasinda
calistig1 ve bu sistemin beyinde 6zellesmis kanallar sayesinde plaklarin ve birtakim

atiklarin birikiminin uzaklastirilmasinda yardimei oldugu belirtilmistir (9).

Calismamizda Alzheimer hastalarindan farkli iki zamanda (gece/giindiiz) alinan
plazma proteom profillerinin in vitro noronal aktivite {izerine etkilerinin incelenmesi
amaclanmigtir. Postnatal 1-2 giinlik BALB/c ki fareler kullanilarak primer
hiopkampal kiiltiir deneyleri gergeklestirilmis olup, floresan kalsiyum goriintiileme
yontemi ile noronal aktiviteleri incelendi. Ayrica, glutamat eksitotoksitesi in vitro
kosullarda hipokampal noronlar iizerine olasi etkisi arastirildi. Tiim bilgiler goz
onitinde bulunduruldugunda; i) Alzheimer hastalarinin ve saglikli yasli kontrollerin
plazma proteom profillerinin tanimlamalar1 ve sayilar1 bakimindan nasil farklilik
gosterecegi ii) uykunun, beyin lenfatik drenaj sisteminde rol oynayip oynamadigi, iii)
bu sistemin hasta ve kontrollerde uyku oncesi ve sonrasi alinan plazmalarin néronal
aktivite iizerine nasil etki edecegi iv) olas1 etki varliginin in vitro ortamda primer
hipokampal néron kiiltiir deneylerinde plazmanin Alzheimer hastaliginin tanisinda

muhtemel bir belirtec olabilecegi noktasinda arastirilmas: hedeflendi.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 Alzheimer Hastahgi

Alois Alzheimer’in, Alzheimer hastaligimi kesfi (10) ile giiniimiize kadar
hastaligin aydinlatilmasinda bir¢ok arastirma konusu ele alinmigtir. Alzheimer,
demansin en yaygin sebepleri arasinda gosterilen ve demans tanilar1 arasinda %80
‘ini olusturan hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (11). Demans, -bunama-, giinliik
yasam aktivitelerinin kisitlanmasiyla beraber bellek, yiriitiicli islev bozuklugu, dil
becerisi, gorsel-algisal yeti, oryantasyon, planlama gibi kognitif becerilerde iki veya
daha fazla yeti kaybiyla ilerleyen ve buna ek davranigsal bozuklugunda izlendigi
Klinik bir tablodur (12). AH, hipokampiis ve neokortekste (13) belirli bolgelerde
sinaps ve noron kayiplari (14) ile karakterize merkezi sinir sistem ile iligkili
bozukluktur. Hastaligin prevalansi, 65 yas tstii niifusun yaklasik %10'u ve 85 yas
iistii niifusun yaklasik %60°1 bu hastaliktan etkilenmektedir (15).

4.1.1 Etiyolojisi

Alzheimer etiyolojisinde altinda onlarca faktore bagli degisim ve olusumlarla
bircok mekanizmanin isin igerisinde yer aldigi1 bilinmektedir. Boylece hastaligin ele
alis seklini hiicresel, genetik, kan ve BOS biyobelirtecleri, norogoriintiileme,
proteomiks, in vivo ve in vitro hayvan modelleri iizerinden bir biitiinliik olgusu
igerisinde gerceklestirmek gerekir. Bundan yillar 6nceki ¢aligmalarda 6rnegin 1980°
lere kadar hastalik sadece amiloid beta ve tau proteinleri (16) tizerinden tanimlanarak
aciklanmaya calisiliyordu. Fakat gilinlimiiz teknolojisinde arastirmacilar sinaptik,
enflamatuar ve vaskiiler (17), noronal aktivite degisiklikleri (18), glimfatik akis
bozukluklarinin (9), kafa travmasi(19), nérodenerasyon (20), néropsikolojik ve yasa
bagl degisikliklerin (21) AH nin etiyolojisinde etken olabilecegini tartismaktadirlar.
Hastaligin, risk faktorlerinde depresyon, genetik yatkinlik, diyet ve kardiyovaskiiler
sistem hastaliklar1 vb gibi faktor varligina isaret edilmektedir. Apolipoprotein E' nin
homozigot (APOE) &4 aleli tasima hastalik gelistirme olasiligini ¢ok yiiksek bir
sayida arttiran gec¢ baslangichh AD vakalar1 i¢in bilinen en giiclii genetik risk
faktoridiir. Niifusun Onemli bir oranda €4 aleli tasimast AH patogenezi ve

patofizyolojisindeki roliinii anlamak ¢ok 6nemlidir (22). AH 'nin ortaya ¢ikmasinda



hem genetik hem de g¢evresel risk faktorleri ile karsilagsmaktayiz. Genel olarak
bakildiginda en biiyiik risk faktorii yastir. AH insidansi 65 yasin altindaki yas
grubunda daha az goriilme olasiligi rapor edilmistir (21). Yaslanan niifusla birlikte
genel sayilarda artis olsa da, yasa Ozel insidans birka¢ {iilkede diisiiyor gibi
goriinmektedir (23). AH, hastaligini ne zaman ortaya ciktigina ve kalitsal olup
olmadig1 g6z Oniinde bulundurularak ayrilabilir. Erken baglangiglhi Alzheimer
hastaligi (EOAD) 65 yasindan 6nce goriiliirken, ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi
(LOAD) 65 yasindan sonra ortaya ¢ikan, vakalarin %95'inden fazlasini olusturan
hastaliktir (24). Ailesel AH Mendel (genellikle baskin) kaliim gosterirken, sporadik
AH basit bir ailesel baglant1 géstermez (25). Hemen hemen tiim EOAD kalitimsaldir,
bu hastalik sahibi vakalar APP, PSEN1 veya PSENZ2'deki mutasyonlardan
kaynaklanir, LOAD ise biiyiik ¢ogunlugu ailesel baglanti gostermez. Genetik
varyasyonlarin tanimlanmasi i¢in genom c¢apinda iligskilendirme (GWAS, genom
wide association studies) ve dizileme c¢alismalari, sporadik vakalar i¢in toplamda
20'den fazla risk lokusunu saglamigtir (26) ancak bazi arastirmacilar ¢ogu zaman

tanimlanabilir bir genetik nedenin olmadigini bildirmislerdir (21).

4.1.2 Patofizyolojisi

Alzheimer hastaliginin fizyolojisini anlamak ic¢in Oncelikle histopatolojik,
genetik, ¢evresel faktorler ve norodejenerasyon basliklari ile ele alinarak
incelenmelidir. Yakin zamanda Onerilen patojenik mekanizmalarin ¢ogu amiloid
kaskad ve tau hiperfosforilasyonu gibi iki temel hipotez agisindan ele alinmaktadir
(27). Amiloid-p birikiminin ya da Tau proteinin (Sekil 4.1) tek baslarina varlig:
Alzheimer hastaligina kesin igaret etmeyeceginden fizyolojisini de sadece bu konular

etrafinda ele almak patofizyolojisini aciklamaya yetmeyecektir.



@  Amiloid plak

a) Amiloid plak, b) Norofibriller yumak
Sekil 4. 1. Alzheimer Patolojisi (24)

4.1.2.1 Amiloid beta (4p)

Amiloid hipotezi hastaligin ana nedeni olarak B-amiloidi (AB) varligina isaret
etmektedir. Senil plaklarda biriken hiicre dis1 AP proteininin yanlig katlanmasinin ve
yanlis katlanmis tau proteininin norofibriler yumaklarda hiicre i¢i birikiminin hafiza
kaybina ve kafa karigikligina sebep oldugu ve zamanla bireyin kisilik ve biligsel
gerileme yasamasina neden oldugu belirtilmektedir (28). Birikmis AP peptidi senil
plaklarin ana bilesenidir ve amiloid Oncii proteini (APP)’nin daha biiylik bir
glikoproteinin  proteolitik  boliinmesinden tiiretilir. APP, noéronal gelisim,
sinyalizasyon, hiicre i¢i tagima ve noronal dengede rol oynayan tip 1 membran

glikoproteinidir (29).



4.1.2.2 Tau

Tau, mikrotiibiil (MT) demetlerini stabilize ettigi néronlarin aksonlarinda bol
miktarda bulunan bir mikrotiibiil iliskili proteindir (MAP) (30). Hiicre farklilagsmasi
ve polarizasyonunda rol oynadigi bilinen, noéronlarda ve diger hiicrelerde
mikrotiibiillerin bir stabilizatorii olarak tau'nun hiicre biyolojik roliiniin anlagilmasi
tizerine calisgilmistir. Alzheimer hastaliginin, modifiye edilmis tau proteininden
olusan norofibriler yumaklara sahip oldugu iyi bilinmektedir. 1980'lerin ortalarinda,
hayatin1 kaybeden AH tanis1i almis hastalarin norofibriler yumaklar (NFT) igeren
beyin Orneklerinde, tau proteinlerine karsi yikseltilmis antiserumlarla immun
lekeleme varligi bulundu, bu da tau'nun noérodejenerasyonda zararli bir rol
oynayabilecegini disiindiirmektedir (31, 32). Anormal tau proteini ile iligkili diger
siddetli ve ilerleyici beyin hastaliklari, kronik travmatik ensefalopati, Pick hastaligi,
parkinsonizm-17 (FTDP-17) (33) ile frontotemporal demans, ilerleyici supraniikleer
Palsi (PSP) ve kortikobazal dejenerasyondur (CBD).

4.1.3 Alzheimer tani olgiitleri

Alzheimer hastaliginda yaygin olarak kullanilan ve caligmamizin yontem
kisminda da yer verdigimiz tami kriterleri igin iki 6lgiit mevcuttur. Ilki Ulusal
Nérolojik ve Iletisim Hastaliklarr Enstitiisii ve Inme digeri Alzheimer Hastalig1 ve
Mliskili Hastaliklar Dernegi (NINCDS, Neurological and Communicative Disorders
and Stroke ve ADRDA, Alzheimer's Disease and Related Disorders Association)
tarafindan (34, 35) bilime kazandirilmis etkili ve genis agidan ele alinan tani 6l¢iitii
(Tablo 4.1.) digeri ise son basiminin gectigimiz yillarda tamamlanmasiyla olusan el
kitab1 niteligindeki demans tani kriterleri i¢in bagvurulan Amerikan Psikiyatri Birligi
Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayisal tani Olgiitiinlin yayinladigi kriterlerdir
(DSM-V) (36). Bunlarin yaninda en onemli tani araglarina ek olarak ¢alismamizda
iyi alinmis 6z ve soy gecmis sorgulamasi, takibi uzman nérolog ve iliskili hekimlerin
varligi ve son yillarda bilim diinyasinda popiiler olarak basvurulan néropsikometrik
testlerdir. Bu testler dil, bellek, gorsel-algisal yeti, oryantasyon, yiiriitiicii islevler ve
davranigsal islevleri 6lgen testler biitiiniidiir. Diger hastaliklar1 dislama esasina bagh
kalmak kaidesiyle yapilan kan testlerinden ve Pozitron emisyon tomografisi (PET),
Bilgisayarli tomografi (BT) ve Manyetik Rezonans teknigi (MR) gibi



norogoriinteleme ve elektroensefalografi (EEG) gibi elektrofizyolojik ayirici

tanilardan yararlanilmaktadir.

Tablo 4. 1. Alzheimer Hastaliginin NINCDS- ADRDA Tani Klinik Kriterleri

I- Olast AH' nin Klinik Tan1 Kriterleri:

Yapilan birtakim klinik muayene ve Mini mental test, Blessed demans skalas1 ve
buna ek muayenelerle belgelenmis ve noropsikolojik testlerle desteklenerek
dogrulanmis demans tablosunun olmasi.

Biligsel islevlerde iki ya da daha fazla alanda bozuklugun olmasi

Bellek ve diger bilissel islevlerde ilerleyici kotiilesme seyredilmesi.

Biling bozuklugunun olmamasi.

Hastaligin baglangicinin 40-90 yaslarinda ¢ogunlukla 65 yasin iizerinde olmasi,
ayirict tanida bellekte ve diger biligsel islevlerde ilerleyici bozulmaya yol

acabilecek sistemik bir hastaligin ya da bir beyin hastaliginin bulunmamasi

I1- Olast AH Tani1 Destek Kriterleri:

e Dil (afazi), motor islevler (apraksi), alg1 (agnozi) gibi 6zel kognitif islevlerde
ilerleyici bozulmanin varhigr.

e Davranista degisiklikler ve giinliik aktivitede yetersizlik yasanmasi

e Ozellikle néropatolojik olarak dogrulanmis benzer aile dykiisiiniin varlig:

e Laboratuar sonuglarinin:

e Standart yontemle normal BOS, lomber ponksiyon (LP) degerleri

e EEG' de normal patern ya da artmis yavas dalga aktivitesi gibi nonspesifik
degisiklikler. *Bilgisayarli tomografide serebral atrofi delilleri ile arka arkaya

yapilan ¢ekimlerde progresyonun saptanmasi

I1l- AH Dis1 Demans Nedenleri Diglandiginda "Olast AH" Tanis1 ile Uyumlu Diger Klinik
Ozellikler:

Hastaligin siireci boyunca platolu bir seyrin olmasi
Depresyon, insomni, inkontinans, deliizyonlar, illiizyonlar, haliisinasyonlar,
katastrofik verbal, emosyonel veya fiziksel feveranlar, seksiiel bozukluklar, kilo

kayb1 gibi eslik eden semptomlar.




Baz1 hastalarda oOzellikle ileri hastalik doneminde goriilen artmis kas tonusu,
miyoklonus veya yiiriiylis bozukluklart gibi motor isaretlerden olusan diger
noérolojik anomaliler.

Epileptik nobetler (ileri hastalik déneminde).

Yasa gore normal bilgisayar tomografisi

IV- Olas1 AH Tanisindan Uzaklastiran veya Siipheli Kilan Durumlar:

Ani, apoplektik baglangig.

Hastaligin erken donemlerinde hemiparezi, duyu kusuru, gérme alami defekti ve
inkoordinasyon gibi fokal norolojik bulgular.

Baslangicta veya hastaligin ¢cok erken déneminde ortaya cikan epileptik nobetler

veya yiiriiyiis bozukluklari

V- Muhtemel AH'nin Klinik Tanist:

Demans sendromu temelinde demansi agiklayict yeterlilikte diger norolojik,
psikiyatrik veya sistemik bozukluklarin yoklugunda ve baslangigta, prezantasyonda
ya da klinik gidiste degiskenlikler oldugunda.

Ozellikle arastirma calismalarinda kullanilmak {izere tek bir alanda tedricen

ilerleyen siddetli ve diger sebebi belirlenebilen nedenlere baglanamayan biligsel
bozukluk

VI- Kesin AH Tani Kriterleri:

Olas1 AH' nin klinik tani kriterleri

Biyopsi veya otopside histopatolojik tan1 bulgularinin olmast

VII- Arastirma amaci ile hastalik 6zel goriiniimleri olan alt tiplere ayrilabilir. Buna gore

AH'nin smiflandirilmasi:

Ailesel olus
65 yastan dnce baslangig.
Trizomi 21'in varlig

Parkinson hastalig1 gibi diger durumlarla birliktelik olma durumunda
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4.2 Hipokampiis ve Anatomisi

Anatomik ag¢idan incelendiginde hipokampiis, insanlarda medial temporal
lobun derinliklerinde, diseksiyon calismalarinda denizatina benzerligi ile adin1 alan
bircok yolakla projeksiyon yapan uzun yap1 olarak tanimlanir. Hayvan ¢alismalarina
baktigimizda da kemirgenlerde hemen hemen neokorteksin altina uzanan yapidir.
Hipokampiisiin, perforan, yosunsu lif yolu ve Schaffer kollatarel yolu olarak
anatomik baglantilar1 vardir. Trisinaptik dongii olarak gosterilen Cornu Amoris
(CA)L, 2 ve 3 (Sekil 4.2) gosterilmistir. Entorhinal korteks, perforan yolun aksonlari
ile dentat girus (DG) bolgesine ana kortikal girdiyi saglar. DG’ de yosunsu lifleri
CA3 bolgesindeki piramidal ndronlarla projeksiyon saglar. Diger bir yolak olan,
Schaffer kollatarel yoluyla CA3’ten CA1 bolgesine sinaps baglantilari gergeklesir.
Subikulumdan tekrar entorinal kortekese geri doner. Entorinal korteks sadece dentat
girus’un yaninda dogrudan CA3 ve CA1 bolgelerine de projeksiyon yapar. CAl ve
CA3 arasinda bir gegis bolgesi olarak kabul edilen CA2 bolgesinin kendisine 6zgii

islevlerinden s6z edilmektedir (37).

[Pirect and ¢ %!F -

ta Sublcul_um =

CA2

Current Biology

Siyah okla gosterilmis alan trisinaptik dongii olarak adlandirilan CA1, CA2 ve CA3 temsil etmektedir.
CA:Cornu Amoris, EC: Entorinal korteks, DG: Dentat girus. Kirmizi oklar da hipokampiis de

gerceklesen onemli bir diger yolaklari kabaca gdsterir.

Sekil 4. 2. Hipokampiis’iin Yolak Baglantilar1 (37)
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4.3 Glimfatik Sistem

Insan viicudu sinir sistemi, dolasim, solunum gibi tiim hayati islevlerinde
homeostazin (denge) korunmasi niteligini gozetir. Bunu belli bilgi akis1 ile
saglamaktadir. Sistemimizin korunmasi gereken bir diger denge unsuru da viicut
stvilarimizdir. Sivi homeostazinin  korunmasi lenfatik sistem ve kan damarlart
araciligiyla gerceklesir. Yapilan son ¢alismalarda beyin-omurilik sivisinin (BOS) ve
interstisyel stvinin (ISF) birbirleri ile arasinda bir takim protein, metabolit gibi atik
dengesini saglamak iizere siirekli devam eden sivi degisimlerin gergeklestigi
bulunmustur (Sekil 4.3). Bu degisim, periarteryal bosluk boyunca BOS'un taginim
akisi ile kolaylastirilir (38). Subaraknoid bosluktan, beyin omur ilik sivis1 Virchow-
Robin bosluklarina yonlendirilir (39). Virchow-Robin bosluklart BOS ile doldurulur
ve damara bakan i¢ duvarda ve perivaskiiler astrositik u¢ ayaklara bakan dis duvarda
bir leptomeningeal hiicre tabakasi ile etrafi sinirlanir. Merkezi sinir sisteminde (CNS)
damar sisteminin onemli bir 6zelligi beyin parankimi i¢indeki tim arteriyollerin,
kilcal damarlarin ve veniillerin astrositik vaskiiler u¢ ayaklarla ¢evrili olmasidir. Bu
astrositik ug¢ ayaklar, damarlar1 ¢evreleyen halka seklindeki bir tiinele benzeyen
perivaskiiler boslugun dis duvarint olusturur. Penetran arteriyoller beyin
parankiminde daha derine daraldik¢ca, BOS igeren Virchow-Robin bosluklar1 bazal
lamina ile stirekli hale gelir (9). Arteriyel pulsatilite, solunum ve BOS basing
gradyanlart Virchow-Robin bosluklarina yonlendirmeden sorumludur. Bu yonelime
beyin damar sistemini saran astrositik son ayaklarinda tespit edilen aquaporin-4
(AQP-4) kanallarinin, -su kanali proteini-, olanak sagladigi belirtilmistir (39). Bu
sistem islev olarak periferik dokudaki lenfatik sisteme benzerligine ve konvektif sivi
tasginmasinda glial AQP4 kanallarinin yadsinamayacak 6nemine dayanarak glimfatik

sistem adin1 almustir (9).

ISF, Amiloid-B klirensinin giiclii bir sekilde bagli oldugu sistemik lenfatiklere
esdeger bir fonksiyona sahiptir. Bununla birlikte, fazla f-amiloid varliginda proteinin
birikmesi ve buna bagl olarak senil plak olusumunun kagmilmaz oldugu
izlenmektedir. Amiloid-f drenajinda, Virchow-Robin bosluklart Amiloid-f iiretim ve
temizleme icin kritik 6neme sahiptir. Bu konuda ventrikiiler sistemi ele aldigimizda,

potansiyel Amiloid-p toksisitesini nétralize etmek igin sistemik lenfatik sistemin,
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lenf diigiimlerine benzer bir rol oynadigini sdyleyebilir. Hem Amiloid-f’nin tiretimi
hem de birikiminin énlenmesi adina temizleme fonksiyonu arasindaki hassas denge,
uygun noral fonksiyonu siirdirmede ¢ok Onemli bir faktor olarak goériinmektedir.
Belirtilen bu hassas dengenin bozulmasi durumunda Alzheimer gibi bir hastaligin
goriilmesinde rol oynayabilir (39). Pozitron Emisyon Tomografisi (PET) ile yapilan
bir ¢calismada Alzheimer hastalarinin geng¢ katilimcilara gére BOS’da sivi akiginin
azlig1 izlenmistir. Bu azalma yaglanma ile ilgili bir siirecin temsili olarak
yorumlanmustir. Amiloid-B temizleme hizi ve sivi akisinin bu hastalarda azalmasi

AH patogenizinde bir faktor oynayabilecegini belirtmislerdir (40).

Dinlenme ve bellek konsolidasyonunun (41) saglanmasi igin gerekli temel
biyolojik fonksiyonlara hizmet eden uyku kavrami son yillarda glimfatik sistemin
caligma alanlarinda da karsimiza ¢ikmaktadir. Son yapilan c¢alismalarda, uyku
sirasinda glimfatik aktivitenin carpici bigimde arttigini ve uyaniklik esnasinda bu
islevin baskilandigin1 gosteren sonuglar uykunun atik temizliginde 6nemli bir yere
sahip oldugunu gostermektedir. Bunu destekleyen calismalardan birinde anestezik
madde kullanim sonucunda atik temizligine yardim ettigine dair bulunan sonuclari
dogal uyku esnasinda da yapilan deneylerle tekrarlamislardir. Buna gore canli
farelerde tetrametilamonyum diflizyonunun ve in vivo 2-foton goriintiileme
deneylerinde dogal uyku veya anestezinin, interstisyel boslukta %60'lik bir artis ile
iligkili oldugunu ve BOS’ un ISF ile konvektif degisiminde carpici bir artisa yol
acildigini rapor etmislerdir. Buna karsilik, ISF’nin konvektif akislar1, uyku sirasinda
B-amiloid klirensi oranini arttirdi. (42). Bu artisin gbzlenmesi sonucu uykunun
glimfatik sistemde metabolik atiklarin uzaklastirilmasinda 6nemli bir fonksiyon

tistlendigini gostermektedir (9).
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Ventrikiillerden BOS akis1 subaraknoid bosluga (1) ve periarteryal bosluk yoluyla kan
damarlar1 boyunca astrositler (2) tarafindan olusturulur. Aquaporin-4 (AQP4) kanallar lizerindeki
astrosit ug ayaklari, BOS'un beyne girmesine izin vererek beyin parankimi boyunca ISF akisina neden
olur (3), makromolekiillerin toplanmasi (4) (6rn:ndronal atik) ve subaraknoid bosluga geri donerek
BOS-ISF akisina neden olur (5). Makromolekiiller ve BOS, subaraknoid graniilasyonlar yoluyla
kafatasindan (6) ve dural lenfatik damarlar yoluyla ¢ikabilir. Makrofaj (gri) ve FGP (yesil) siipiiriicii

makromolekiiller beyin parankiminde bulunur ve kan damarlari boyunca uzanir.

Sekil 4. 3. Beyin Omurilik-interstisyel -S1vi Akis1 ve Atik Klirens Yolagi (43).

4.4 Uyku ve Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen ritim tiim canli organizmalarda gergeklestigi bilinen, i¢ ¢evresel
faktorlere de bagli olarak viicut 1s1s1, kan basinci ve en 6nemli unsurlardan biri olan
uykunun yonetilmesinde (44) uyku-uyaniklik dongiileri de dahil olmak {izere
yaklasik olarak 24 saatlik bir zaman diliminde davranissal, hiicresel, fizyolojik (5) ve

biyolojik siire¢lerde rol oynayan bir sistemdir.

Alzheimer hastaliginda sirkadian ritim fonksiyon bozukluklarina isaret eden
bazi bulgular hastalarin sikayetleriyle paralel olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin
uyku-uyaniklik dongiisiindeki degisiklikler ilk etapta gbze carpmaktadir (45).
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Diizensiz uyku-uyaniklilik hastaligin semptomlarindan biridir. Bununla birlikte
uykusuzluk ile devam eden gereksiz giindiiz uykululuk hali gibi semptomlar da
hastalar tarafindan belirtilmistir (46). AH hastalig1 ile iliskili oldugu bilinen AP
birimi ve Tau’nun uyku yoksunluguna bagl ¢alismalar yapilmistir (47). insan deney
calismasinda BOS tau seviyeleri, uyku yoksunlugu sirasinda %50'nin {izerinde arttig1
izlenmistir (48). Son olarak, kesitsel bir ¢aligmada, klinik oncesi AH ile aktivite-
dinlenme ritimlerinin bozulmasi arasinda iliski bulmuslardir. Klinik 6ncesi amiloid
plaklar1 veya daha yiiksek BOS fosforile edilmis-tau ila AB-42 oranlari, aktivite-
dinlenme ritimlerinin parcalandigini gosteren giinliik aktivitelerde artan degiskenlik
ile iligkilendirilmistir. Klinik 6ncesi AH' de sirkadiyen ritimlerdeki bozulmanin erken
patogenezi anlamada bir biyobelirteg olarak katkida bulunabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(49).

Retinal gangliyon
hicreleri Retino-
hipotalamik yol le“ Pineal bez

Uyku-uyanikhk déngusu
Farkindalik
REM
Zamanlama
Konsolidasyon

Sekil 4. 4. Uyku- Uyaniklik Dongiisii (50).

Suprakiazmatik ¢ekirdekteki (SCN) ana saat, uyku-uyaniklik doéngiisiiniin
zamanlamasini kontrol etmenin yani sira uyarilmayi, REM uykusunu ve uyku
konsolidasyonun destekler. Isik, retino-hipotalamik araciligiyla dogrudan SCN' e

yansiyan melanopsin iceren retina ganglion hiicrelerini iceren bir mekanizma yoluyla
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SCN' de ki salinimlart sifirlar. Dolayli bir yoldan sirkadiyen bilgi, melatonin
hormonunun iretildigi epifiz bezine ulasir ve bu da salinimlarin fazini1 degistirebilir.
SCN'de. Retinal ganglion hiicrelerinden hem melatonin hem de noéral bilgi ayni
zamanda dogrudan uyku-uyaniklik sisteminin kendisi iizerinde de etki edebilir.
Boylece 151k girisi ve sirkadiyen sistem uyku-uyaniklik dongiisiiniin 6zelliklerini
modiile etmek igin birlikte calisirlar. Ince, noktal1 oklar, SCN' de (dénen kirmiz1 okla
gosterilmistir) salilmimli merkezi pacemaker’a dogrudan bagli giris yollarini temsil
etmektedir. Kalin kesikli oklar, uyku-uyaniklik dongiisiinii etkileyen farkli ¢ikis
yollarini temsil eder. Hem 151k hem de melatonin bilesimi merkezi sirkadiyen giris
yolunun yani sira uyku-uyaniklik davranisini kontrol eden ¢ikis sinyali olusturur

(Sekil 4.4) (50).

4.5. Kalsiyum Goriintiileme

Kalsiyum goriintiilemesi, tek néron veya noéron popiilasyonlarinda aksiyon
potansiyeli ateslemesi gibi ndronal dinamiklerin dolayli olarak gdzlemlenmesini
saglar (51). Kalsiyum, hiicre i¢i sinyaller iireterek néronlarda iletisim kuran ve temel
fonksiyonlart kontrol eden ¢ok yonlii islevleri olan bir iyondur. Bu 6zelligi sayesinde
kalsiyum goriintiilemesi ¢alismalarda 6nemli bir yer tutmaktadir. Nedeni, kalsiyum
sinyallerinin yiiksek 6zellikli islevlerini iyi tanimlanmis hiicresel alt bolimlerinde
yerine getirmesidir (52). Ayn1 zamanda kalp kas1 hiicre kontraksiyonu (53) ve hiicre
dongii regiilasyonu gibi (54) hiicrelerde biyolojik organizmadaki belli fonksiyonlarda
gorev almaktadir. Hiicrenin bilesenlerinden olan presinaptik/postsinaptik hiicrede ve

ayni zamanda hiicrenin ¢ekirdeginde belli iglevleri tstlenir (52).

Hiicre i¢i  kalsiyum  sinyalleri, ndorotransmitter salinimindan  gen
transkripsiyonuna kadar genis bir zaman aralifinda bu siirecin regiilasyonunu saglar.
Tiim hepsine bakildiginda, zaman siireci, genlik ve en Onemlisi, iyi tanimlanmis
hiicresel alt boliimlerdeki yerel eylem bolgesi, hiicre i¢i kalsiyum sinyallerinde
onemli bir belirleyici olarak karsimiza ¢ikmaktadir (55). Noronal ag aktivitesinin
sayisal yonden oOlgiilerek izlenmesinde, in vivo ve in vitro galismalarda (56, 57)
kalsiyum goriintiileme teknigi uygulanmaktadir. Ca®* gostergeleri fizyolojik
sinyallesmeyi 6nemli 6l¢iide etkileyebilen Ca?* tamponlaridir (58) Floresan kalsiyum

indikatorleri Kullanilarak hiicre i¢i kalsiyum varligimin optik yollarla 6l¢iilmesi
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saglanir (51). Kalsiyum goriintiilemeyi saglayan kimyasal indikatorler mevcuttur ve
¢ok genis bir aralikta (<50 nM - >50 pM) hiicre i¢i Ca?* gériintiilemesine izin verir.
Goriintiilemede kullanilan gostergeler, tek dalga boyu veya orantisal boyalar olarak
ayrilabilir. Her ikisinde de spektral 6zelliklerine bagli 6zel lazerler, filtreler ve/veya
algilama yontemleri gerektirir (58). Baz1 kimyasal gostergeler, Fura 2 (59), kalsiyum
green-1 (60), fluo-4 (61) sikca kalsiyum goriintiileme i¢in kullanilmaktadir. Genetik
olarak kodlanmis Ca?" gostergeleri (GECI) goriintileme alaninda gelismeye
yardimer olmustur (62). ilk protein bazli Ca?* gostergesi, hiicrelere enjekte edilen
denizanas1 Aequorea Victoria'dan saflastirilan biyoliiminesan kalsiyum baglayici
fotoprotein (63), olan aequorindir (17). 1970°li yillarda, Ca®* dlgmek i¢in 6nemli bir
indikator olmustur. Calismamizin yontemleri igerisinde kullandigimiz bir 6nemli
gelismede kaynasmis protein-GFP (yesil floresan protein) yapilarinin olusumu
yoluyla canli hiicrelerdeki proteinlerin uzaysal ve zamansal dagiliminin
arastirilmasinda kullanilan yesil floresan protein (GFP)’ dir. Bu eslesme, hedef
protein ekspresyonu iizerine GFP' nin birlikte ekspresyonuyla proteini floresan ile
isaretlemesi anlamina gelmektedir (62, 64). GCaMP, GECI (Sekil 4.5) ailesine ait

bir indikatordiir.
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Kalsiyumun gcamp'e baglanmasindan sonra konformasyonel intramolekiiler degisiklikler, yayilan
floresanda 515 nm'lik bir artisa yol agar

Sekil 4. 5. Genetik olarak kodlanmis Ca®" gostergeleri. (52).

GECI' ailesinin baslica temsilcisi olarak son yillarda sik¢a kullanilan
GCaMP’ler (65) kalsiyum baglayict protein kalmodulin ve diger tarafinda
kalmodulin baglayici peptit MI13 ile cevrili zenginlestirilmis yesil floresan
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proteininden (EGFP) olusmaktadir (52, 66). Ca?* varliginda, kalmodulin-M13
etkilesimleri, yayilan floresanda bir artisa yol acan florofor ortaminda

konformasyonel degisiklikler ortaya ¢ikarir (67).

4.6. Eksitotoksisite

Norodejeneratif hastaliklarda eksitotoksite konulu ¢alismalar hastalifin altta
yatan mekanizmalarinin  anlasilmasinda  6nemini  korumaktadir.  Glutamat
reseptoOrlerinin uyarici amino asitler tarafindan asir1 aktivasyonu bir dizi bozucu
sonuglara yol ag¢maktadir. Hiicre oOliimiinii tetikleyerek Ca2+ homeostazinda
diizensizlik, serbest radikallerin olusumu, mitokondriyal islev bozuklugu, oksidatif
stres Uretimi ve ikincil eksitotoksisite sorunlar1 asir1 glutamat uyarilmasinda
karsilasilan zararli etkilerdendir (68, 69). lIyonotropik glutamat reseptorleri
(iGluR'ler) temel olarak ii¢ iyon kanali reseptdrlerinden olugsmaktadir. Bunlar,
amino-3-hidroksi-metil-4-izoksazol (AMPA), kainat ve N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorleridir. Bu {i¢ iGluR alt tipi Segici olarak aktive olan belirli agonistlerin adini
almistir. Glutamat kapili kanallarin farkli fizyolojik ve farmakolojik ozellikleri
olmasma karsin yapisal ortak benzerlikleri mevcuttur (70). Bazi c¢alismalar
toksisiteye neden olan unsurun NMDA yoluyla asir1 Ca®" girisine aracilik ettigini
gostermektedir (71).

Iskemi, Parkinson hastalifi veya Alzheimer hastaligi gibi ndrodejeneratif
bozukluklarda, ndronal hiicreler, hiicre 6limi ile kars1 karsiya gelmenin yaninda
mitokondriyal disfonksiyonu indiikleyen asir1 iyonik ve biyokimyasal streslerle karst
karsiya gelmektedir Glutamat, sinir sistemimizde uyarici sinifinda yer alan bir
norotransmiterdir. Asir1 glutamat salinimi bu hastaliklarin temel bir o6zelligidir.
Onemli olarak, asir1 miktarda hiicre dig1 glutamat toksiktir ve noron oliimiiyle
sonuglanir. Yiiksek hiicre dis1 glutamat, NMDA reseptorii ve AMPA iyonotropik
glutamat reseptorlerinin ve metabotropik glutamat reseptorlerini aktive eder (72).
Hipotalamik-hipofiz-adrenal ~ stres  ekseninin  aktivasyon artisi, ndronlart
eksitotoksisiteye karsi savunmasiz birakmaktadir (73). Glutamat reseptor
aktivasyonu, kalsiyuma bagli enzimleri aktive eden, reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerini artiran ve hiicre 6liim basamaklarini tetikleyen kalsiyum asir1 yiiklenmesine

katkida bulunur. Glutamat eksitotoksisitesinde, kalsiyumun asir1 olmasi ve
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mitokondriyal membran potansiyelinin ¢okmesi, hiicrelerin 6lmeye iten iki anahtar

adimdir (74, 75).

4.7 Proteomiks

Proteomik, hizla gelisim saglayan yeni bir 'omik' tiiridiir. Proteom 1995
yilinda Marc Wilkins tarafindan olusturuldu (76). Proteomik, proteinlerin
etkilesimleri, islevi, bilesimi ve yapilar1 ile hiicresel aktivitelerini incelemektedir
(77). Proteomik, organizmanin yapisinin ve islevinin genomiklerden daha iyi
anlasilmasimi saglarken protein ekspresyonu zamana ve cevresel kosullara gore
degistigi i¢cin de genomik yaklasimlardan ¢ok daha karmasik oldugu bilinmektedir
(78). Cogu, post-translasyonel modifikasyon (PTM) gibi modifikasyonlar igeren

yaklagik bir milyon insan proteinin varligi tahmin edilmektedir.

Bir¢cok protein tayin yontemleri yillar gectikce geliserek giiniimiize kadar
gelmektedir (79). Tek (1D) ve iki boyutlu (2D) jel elektroforezi (2-DE) (80) yontemi
ve ¢ok boyutlu protein tanimlama teknolojisi arastirmalarinda jel igermeyen yiiksek
verimli tarama teknolojileri de mevcuttur. Bunun yaninda Shotgun proteomik (81),
2D farkli jel elektroforezi (2D-DIGE) (80) ve protein mikrodizileri (82) dokularda,
organellerde ve hiicrelerde kullanilabilir. Biiyiik 6lgekli western blot deneyleri, ¢oklu
reaksiyon izleme deneyleri ve yiiksek kiitle ¢oziiniirliikklii sivi kromatografisi (LC)-
tandem kiitle spektrometresi (MS) etiketleme yapmadan, yiiksek verimli isleme igin

yaygin olarak Kullanilir (83).

Sivi  kromatografisi tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) gibi
kromatografik yontemler laboratuvarlar genelinde ilag maddeleri ve biyolojik
numunelerin arastirilmasi1 gibi yaygin olarak kalitatif ve kantitatif analizler i¢in
kullanilmaktadir (84). Plazma, tiikiiriik gibi birgok numune ile bu yontemler araciligi
ile calisilmaktadir. AH beyin dokusunu inceleyen proteomik c¢alismalarin ¢ogu, toplu
doku numuneleri kullanarak AH ile yas uyumlu, bilissel olarak normal kontroller
arasindaki proteomik degisiklikleri tanimlamistir. Bu calismalarda, genellikle hassas
bir beyin bolgesi ile siirli olan beyin homojenatindaki kontroller ile AH arasindaki
protein ekspresyonunu karsilagtirmak igin proteomik kullanilir. LC-MS/MS yontemi
kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, AH ve kontrol beyinleri arasindaki protein

farkliliklar1 hakkinda 6n bulgular elde etmesine ragmen tipik olarak kiigiik numune
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boyutlariyla c¢alisildigindan ¢oklu karsilastirmalar icin diizeltme yaptiktan sonra
protein farkliliklarini saptamak igin ugras verilmistir (85, 86). Daha yakin tarihli
calismalar daha biiyiik orneklem grubu ile ¢alisildigindan Alzheimer hastaliginda
yiizlerce protein farkliligin1 saptamak i¢in yeterli giice sahiptir (87, 88). Calismalara
151k tutacak sekilde bu son ¢aligmalarin meta-analizi, AH beyinlerinde 6nemli 6lgiide
degistirilmis proteinlerin ¢ogunun tutarlt oldugunu ve bu degistirilmis proteinlerin
AH’ nin patogenezi ile ilgili olabilecegi yoniinde saglam kanitlar elde edildigine dair

goriisler gogalmugtir (89).

Protein-protein etkilesimleri (PPI) hiicrenin kontrolii, iletisimi, metaboliksel
gelisimi gibi bir¢ok biyolojik siireci gostermeye yarayan bir yontemdir (90). PPI’lar
zincirler arasindaki kovalent olmayan baglar sonucu etkilesim meydana getirir (91).
Yapisal ve islevsel oOzelliklerine gore cesitli sekillerde siniflandirilabilir. PPI
calismalari, proteinlerin hiicre ig¢indeki islevlerini 6grenmek adina kritik Oneme
sahiptir. Buradaki etkilesim daha Oncesinde tanimlanmamis bir proteinin dnceden
fonksiyonu tespit edilmis bir proteinle olabilecek etkilesimin varlig1 iizerinden
tahmin olasiligina bagh bir mantikla kurulmustur. STRING Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins -etkilesen genlerin/proteinlerin alinmasi igin
arama araci) veritabani kullanicilarina sundugu basit ara-yiiz ve veri gorsellestirmesi
acisindan bagarili grafikler sunmas1 bakimindan protein-protein etkilesim tabanh

analizlerde sistem biyoloji bilimine biiyiik katkida bulunmaktadir.

PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships -Evrimsel
iligkiler ile protein analizi) veri tabami biyolojik veya fizyolojik aktivitelerindeki
protein siniflamada rol oynarken STRING web tabanli veri araci ise protein-protein

etkilesimlerini analiz etmede fayda saglamaktadir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Malzeme Listesi ve Gerecler

Tablo 5. 1. Malzeme Listesi

Uriin Kodu/Model Marka
Fenol Kirmizisi A3616-5G Biomatik
At serumu H1270-500ML Sigma
Hibernate-A A1247501 Gibco
L-15 1X (Leibovitz) 323-050-CL MulLticell
Neurobasal-A Medium 1X 10888-022 Gibco
Antibiyotik 450-115-EL Multicell
Glutamax 35050-061 Gibco
B27 (50X) 17504-044 Gibco
Papain P4762 Sigma
DNAze A2442 Biomatik
Fetal Bovin Serum (FBS) 10500-064 Bibco
L-glutamik asit 49449 Sigma-Aldrich
Poly-L-lysine P6282 Sigma

High Select™ Top 14 Abundant
Protein depletion

A36369, A36370

Thermo Fisher

FASP™ Protein Digestion Kit

44250

expedeon

UPX™ Universal Protein

Extraction Kit

44101

expedeon

Qubit 2.0 Assay kit

Thermo Fisher Scientific

Tablo 5. 2.. Deneylerde Kullanilan Geregler

Gerecler Uriin Kodu/Model Marka
Saf Su Cihazi Direct-Q™ § Millipore
Kiiltiir kab1 (35 mm) cam 704004 Nest
tabanl

Kiiltiir kab1 (150 mm) 168381 Thermo
Santrifiyj tiipti (50 ml) 602002 Nest
Santrifiyj tiipti (15 ml) 601002 Nest
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Mikrosantrifiij tiipii (2 ml) 620011 Nest

Calkalamal1 Etliv MAXQ 6000 Thermo Scientific
Santrifiij SL 16R Thermo Scientific
Vorteks VB00001357 DragonLAB
Hassas Terazi EX124 Ohaus

Inkiibator Forma Steri-Cycle ThermoFisher
Sonikator AM120DT Amtech

Stereo mikroskop StereoV8 Zeiss

Floresan mikroskop CKX41 Olympus

Laminar akimli kabin Safe 2020 Thermo Scientific
Klonlama Halkas1 C7983 Sigma
SYNAPTG2-Si Waters
ACQUITY UPLC M-Class Waters

Tablo 5. 3.Kalsiyum Goriintiileme ve Kayit i¢in Kullanilan Gereg ve Yazilim
Paketleri

Model Marka
Floresan mikroskop/ kamera CKX41 ve DP72 Olympus
Matlab Stirtim 2018b Mathworks
Fiji Image-j
Matlab Ezcalcium Toolbox Mathworks

5.2.Arastirmanin Yapildig: Yer

Calismamizin kan numune Orneklerinin alinmasi iki farkli merkezde
gerceklesmistir. Alzheimer hastalarindan periferik kan numune Ornekleri gerekli
izinler alinarak Istanbul’da 6zel yasli bakim merkezinden saglanmistir. Saglikli yash
kontrollerden alinacak kan numune 6rnekleri de bir egitim ve aragtirma Hastanesinde
gerceklesmistir. Merkez tarafindan istenen etik kurul belgesi mevcuttur. Calismanin
gerekli etik kurul izinleri Istanbul Medipol iiniversitesi girisimsel olmayan etik kurul

tarafindan alinmistir.
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5.2.1 Deney hayvanlari

Caligmamizda deney hayvanlarinin temininde gerekli izinlerin saglanmasi
adma Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-
HADYEK)’na basvurularak gerekli onaylar alinmistir. Deneylerde, toplamda 20 adet
yenidogan, postnatal (P1-P2), BALB/c irki fareler kullanilmistir. Is1, yem ve diger
her tiirlii bakim gibi kosullarin kontrol altina alinmasi, yenidogan iiretim ve takibi,
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM) tarafindan
gerceklestirildi. Calismanin kalsiyum goriintiileme deneyleri Istanbul Medipol
Universitesi Saghk bilim ve teknolojileri arastirma Enstitiisii (SABITA)
laboratuvarinda, in vitro deneyleri bu merkeze bagli hiicre kiiltiirii laboratuvarinda

gerceklesmistir.

5.3 Katihmci ve Dahil Edilme Kriterleri

Bu calismaya klinik degerlendirme ile Alzheimer tanisi almig 5 hasta ve
cinsiyet, egitim gibi demografik bilgilerin uyumlu oldugu 5 saglikli yash kontrol
dahil edilmistir. AH ve Kontrol grubunun periferik venéz kan ornekleri 10 ml
heparinli tiipler ile hemsireler tarafindan sabah ve aksam olacak sekilde farkli iki
zaman diliminde alinmistir. Calisma boyunca kullanilacak olan uyku oncesi ve
sonrast kan numune Ornek terimlerinde, numunenin alinma prensibinin nasil
oldugunun belirtilmesi ¢alismanin bulgularini anlagilmasi1 agisindan yardimci
olacaktir. ilk olarak; (i) Sabah alinan kan numune Orneklerinde, katilimcilarin
kendiliginden uyanmasi beklenerek, kan numune o6rnegi uyanir uyanmaz almasi
saglanirken (uykudan sonra), (ii) aksam alinan kan numune Orneklerinde de
katilimcilarin  uyumadan hemen Once periferik vendz kan orneklerinin alimi

hemsireler tarafindan gercgeklesti (uykudan 6nce).

Alzheimer hastalarinin dahil edilme kriterlerinde, DSM-V (36) ve NINCDS-
ADRDA (34, 35) tan1 dlgiitlerine bagvurulmustur. Bu dogrultuda merkezde var olan
hasta anamnezleri uzman nérolog ve ndropsikologlar tarafindan incelenmis olup
calismamiza kolinerjik monoterapi ya da memantin ile kolinerjik tedavi uygulanan
hasta grubu icerisinden yer alan hastalarin dahil edilmesi saglandi. Ayrica hastalara

Demans evrelemesi i¢in yine uzman ndrolog ve ndropsikologlar tarafindan klinik
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demans derecelendirme o6lgegi (CDR) (92) ve global bilissel degerlendirmenin
saglanmasi adina da Standardize Mini Mental Test (SMMT) (93) uygulanmistir.
Saglikli yash grupta da bilissel degerlendirmeleri uzman nérolog ve néropsikologlar
tarafindan yapildi ve global bilissel yetilerinin degerlendirilmesinde SMMT’ ye
bagvuruldu. Saglikli yash kontroller herhangi bir merkezi sinir sistemine bagl
travma, inme ve/veya buna benzer saglik problemleri ile basvurmayan, fizik tedavi
ve rehabilitasyon boliimiinde yatakli birimde kalan kisiler arasindan segildi. Uyku
Oncesi ve sonrast kan numune Orneklerinin tim katilimcilarda ayni sartlarda
saglamak amaciyla yatakli bir birimde olmasina dikkat edilmistir. Hem hasta hem de
kontrol gruplarinda bilgilendirilmis onam formlar1 (EK-1) kendileri veya varsa vasisi

tarafindan imzalanmis olanlar ¢alismaya dahil edilmistir.

5.4 Kan Ornegi Tiipiiniin Belirlenmesi

Primer hipokampiis deneylerinde, calismanin sonucunu olumsuz yonde
etkileyecegi diistiniilen olas1 her bir etkenin kontrol altinda alinarak optimize edildi.
Bunlari ele aldigimizda deney protokoliimiizde kan tiipiiniin belirlenmesi de énemli
bir yer almaktadir. Bu sebeple EDTA, Sitrat ve Heparin olmak {izere antikoagiilanlt
(kanin pihtilagmasini 6nleyen) tiiplerle, kan 6rnegi tiipiiniin belirlenmesi agisindan
deneyler yapilmistir. Kan numunelerinden elde edilen plazma 6rnegi her bir tiip igin
kiiltiir ortaminda deneylere tabi tutuldu. Bu dogrultuda in vitro kosullarda primer
hipokampiis kiiltiirii yapilarak antikoagiilanli 3 farkl: tiipten alinan plazma, néronlara
%10 eklenerek incelendi. Belirlenen antikoaagiilanl tiipler i¢in ayni1 zaman diliminde
deneyler gerceklesti. Sitratla ilgili yapilan kiiltiirlerde 5 gilin sonrasinda ndron
kayiplar1 goriildii. EDTA’ nin sitrata gore gorece daha az ndron kaybinin varligi
izlenmis fakat ilerleyen gilinlerde noronlarin takibinde akson uzamalarinin
gerceklesmedigi gozlemlendi. Hem heparinli tiiplerde yapilan hem de ayrica vasatina
da heparinli plazma eklenmis deneylerin diger iki tiipten elde edilen plazma
deneylerinden daha iyi sonuglar elde edildigi sonucu digerlerine oranla néron sag
kalimlarinin da digerlerine gore nispeten daha 1yi oldugu izlenmistir. Bu sonugclar ile
deney protokoliimiizde kan numune Orneklerinin alinmasi antikoagiilanli heparin

tiipii ile gerceklesmistir.
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5.4.1 Kan érneklerinin temini ve transferi

Hem hasta grubunun hem de kontrol grubunun kan 6rnek alim siireci alim
zamanlar1 ve transfer edilme siiregleri bakimindan aymi kosullar altinda gergeklesti.
Gerekli izinlerin alindig1 birimlerden katilimcilarin periferik vendz kanlar1 uykudan
once (aksam) ve uykudan sonra (sabah) olacak sekilde iki ayri zaman diliminde
hemsire yardimiyla alinmigtir. Kanin alinma zamani, ad soyad bilgileri kaydedildi.
Bu orneklerin transferi uygun 1s1 (soguk zincir) ve tasima kurallarina uyularak
gerceklesmistir. Tiim katilimcilardan alinan 6rneklerin zaman, hiz ve merkeze temini
gibi unsurlarin deneylerde olasi herhangi bir karistirici etken riskine karsin
olabildigince ayn1 kosullar altinda olmasi saglandi. Ornekler sabah ve aksam olacak

sekilde motor kurye araciligi ile SABITA merkezine getirildi.

5.4.2. Kan orneklerinden plazma elde edilisi ve saklanma kosullari

Plazma deneylerinde Kkarsilagilan sorunlarin  ¢oziimiinde santrifiij ile
optimizasyon siireci gerceklesti. Deneylerin baslarinda aldigimiz 6rnekler 3500
RPM’de 15 dakika santrifiij ediliyordu. Daha sonra tiiplerdeki plazmanin ¢6zdiiriilme
islemi esnasinda plazmanin pipetlemesine engel teskil eden pihtiya rastlanildi. Tam
kanin plazma bilesenlerinin iki defa santrifiije edilmesi ve pipetlemenin plazmanin

uygun tekniklerle yapilmasi ile plazmadaki bu sorun ortadan kaldirildu.

Merkezimize getirilen Orneklerde katilimcilardan alinan kan Orneklerinde

hemoliz saptanmis tiim kan numuneleri deney grubuna dahil edilmemistir.

SABITA merkezinde, hiicre kiiltiirii labinda, santrifiij islemi uyku
oncesi/sonrasi tiim kan 6rnekleri i¢in 2 defa olacak sekilde gergeklesmistir. Heparinli
tiipte alinan tam kanin ilk etapta sogutmali santrifiij cihazinda 1500 x g’ de 15 dakika
santrifiij edildikten sonra laminar akim kabininde, istte kalan plazma pipet
yardimiyla tiipe aktarildi. Igerisinde olasi kan pulcuklarindan (platelet) kurtulmak

tizere 0.22 mikrometre (um) filtre (Millex Gp filter unit milipore) kullanilmistir.

Bu esnada tiipte eritrosit ve plazma katmani arasinda kalan kan pulcuklarindan
zengin ince sart katmanli kismin alinmamasina dikkat edildi. Ayni santrifiij islemi

tiipe aktarilan plazma i¢in tekrarlandi. Son islemde de dipte kalan platelet katmaninin
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alinmasin1 6nlemek adina plazmanin bir miktari tiipte birakildi. Ayrilan plazmalarin
cogu 75 ul (deney i¢in hesaplanan miktar) olacak sekilde alikotlanarak (boliinme) 80
°C derin dondurucuda deney zamanina kadar muhafaza edildi. Kanin hangi zaman
diliminde alindig1 bilgisi (uyku 6ncesi/sonrast), kan sahibinin ad soyadi, alinma tarihi
kontrol veya hasta kani olmasi gibi bilgiler etiket bilgisi ad1 altinda tiip lizerine kayd1

tutuldu.

5.5. Plazma Oram Ve Inkiibasyon Siire Optimizasyonu

Plazma oraninin ve deney asamasinda ndronlarin plazmaya maruz birakilma
siirelerinin belirlenmesi icin deneyler yapilmustir. ilk olarak primer hipokampiis
deneylerinde %1, %5 ve %10 plazma oranlar1 ayr1 ayr1 denenmistir. Bunlarla beraber
inkiibasyon stireleri ile ilgili de deneyler yapilmistir. 1, 3 ve 6 saat inkiibasyon
stireleri ile deneyler gerceklesmistir. Yapilan deneyler sonucunda %1 ilave edilen
hiicrelerde etki goriinmezken, %10 plazmaya maruz kalma halinde yiiksek dlglide
noron Olimiine rastlanildi. Sonu¢ olarak noéronlarin 6lii-canlilik testleri de
degerlendirilerek %35 oraninda plazma kullanimi ve 1 saatlik inkiibasyon siiresi

belirlenerek deneyler gegeklesmistir.

5.6. Rekombinant Adeno-Asosiye Viriis (rAAV) Uretme

Rekombinant Adeno-Asosiye Viriis (rAAV) iiretme siiregleri Istanbul Medipol
Universitesi SABITA merkezinde gergeklesmistir. Kalsiyum goriintiilemesinde
kullanmak tiizere plazmitin hiicre igerisine aktarilmasi hiicrelerin GCaMP ifade
etmesi i¢in gereklidir. Bunun i¢in ndron {izerinde etkinligi olan ve sadece ndronlara
enfekte olan AAV kullanilmak {izere iretildi. Virlisiin hazirlanma protokoliiniin

ayrintilari ilgili referansta ayrica verilmistir (94).

1. Virisiin iretilmesinde ilk asama olarak kompetent hiicrelerin hazirlama
islemi gelmektedir. Bu asamada bdliinen hiicreler sivi nitrojen ile
dondurulduktan sonra muhafazasi i¢in -80 dereceye kaldirildi.

2. Transformasyon isleminde GCaMP6s plazmiti (Addgene-pAAV. Syn.
GCaMP6s. WPRE.SV40) ve hazirlanan kompetent hiicre eklenerek buzda
bekletildi. Bir dizi islem sonrasinda, hazirlanan tiip icerisindeki bakteriler

agarl kiiltiir kaplarina alinarak inkiibatorde 1 gece bekletildi.
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Plazmitin ¢ogaltilmasi ve izole etme asamasi1 gerceklestirildi.

293AAV hiicre kiiltiirii gergekleserek kiiltiir kaplarina ekim gergeklesti.
Plazmitin 293 AAYV hiicrelerine transfeksiyonlar1 saglandi.

Transfeksiyon sonrasi virlis izolasyonu ve piirifikasyon (saflastira) islemi
gerceklesti. En son ki siirecte {ist stvidaki viriisleri diger hiicre kalintilarindan
izole etmek icin kontrast madde olan lodixanol gradienti hazirlandi. Bu
madde de %7, %25, %40 ve %60’lik yogunluklarda hazirlandi. Ultrasantrifiij
tiipline ¢cok yavas bir sekilde bu soliisyonlar eklendi (Resim. 5.1). Tiipiin en
iistiine piirifiye edilecek viriisler eklendi. Birtakim islemler sonrasinda viriis
filtreli kolonlara aktarilarak santrifiij edildi. Son olarak viriis soliisyonlari

2’ser pul seklinde tiiplere alikotlanarak -80°C’de deney giiniine kadar saklandi.

En altta %60 ve en istte %17°lik lodixonal tabaka (sirasiyla %60, %40, %25 ve

%17) ve viriislii Soliisyon

Resim 5. 1. Iodixonal Gradient Tabakalari.
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5.7. Primer Hipokampiis Noron Kiiltiir Protokolii

Calismada, in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii yontemleri Kullanilarak primer
hipokampiis noron kiiltiirii yapilmistir. Deneylerde postnatal 1-2 giinliik (P1-P2)
yenidogan BALB/c ki fareler kullanilmustir.

Islemler sirastyla;
1. Kiiltiir kab1 hazirlama
2. Vasat/Besiyer Hazirlama
a. Diseksiyon Vasati
b. Kiiltiir Vasati
c. Ekim Vasati

3. Kiiltiir Asamalari

5.7.1. Kiiltiir kab1 hazirlama

[Ik olarak néronlarin yapismasini ve ndronal olgunlasmada saglikli ortam
olusturmak i¢in 35 mm ¢apinda cam tabanli kiiltiir kaplar1 kullanild1 ve tabanlarin
ortalar ateslendi. Bu asamada distile su (ddH20) ve Poly-L-Lysine 750 ul igin %10
olacak sekilde (675 ul ddH20 + 75 pl Poly-L-Lysine) eklenip Kiiltiir kabina
yayilmas1 saglandiktan sonra 2 saat oda sicakliginda inkiibatorde bekletildi. Daha

sonrasinda 3 kere ddH20 ile yikanarak kurumaya birakildu.
5.7.2. Kiiltiirde kullamlacak vasat/ besiyerlerin hazirlanmasi

5.7.2.1. Diseksiyon vasatt

Bu asamada Hibernate-A (5 ml) kullanilmis olup besiyerlerine %1 Glutamax

ve %1 Antibiyotik eklendi. Bu islem yapilincaya kadar +4 °C’ de muhafaza edildi.
5.7.2.2. Kiiltiir vasati

Kiiltiir vasati igin 6mL, L-15 kullanildi. Besiyerlerine %1 glutamax, %]l
antibiyotik ve %2 B-27 eklendi (+4 °C’de islem yapilincaya kadar bekletildi). Tim
bu asama sonunda L-15’in 990 ul’si 2 ul’ lik tipe alindi, bu igerik daha sonra
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enzimatik iglemler i¢in kullanildi. Kiiltiir vasatinin geri kalanina %10 fetal bovine

serum (FBS) eklendi.

5.7.2.3. Ekim vasati

Ekim vasati hazirlanmasinda, 9 ml neurobasal-A (NBA) 15 mL’lik tiipe
alinarak vasatina %1 glutamax, %21 antibiyotik, %2 B-27 ve son olarak hiicre
bliyiime faktorii olarak %10 at serumu ilave edilerek kullanilacagi esnaya kadar

NBA, +37 °C’de tiiptin kapag1 yarim agik sekilde inkiibatore kaldirildi.

5.7.3 Kiiltiir asamalari

Yenidogan BALB/c fareler steril, biyolojik giivenlikli laminar akim kabinine
alinip (Resim 5.2) 70% EtOH ile yikanarak kontaminasyon riskinin Onlenmesi
saglandi. Fareler dekapite edildikten sonra hipokampiis kiiltiiriine 6zel steril mikro
cerrahi setleri kullanilarak kafataslar1 agilmistir. Yenidogan beyni silikon tabanli
diseksiyon kabi igerisine alind1 (Resim 5.3,a). Icerisine, 6nceden +4 °C’de muhafaza
ettigimiz HBA medyumu eklendi. Stereo mikroskop altinda soguk ¢elik plaka
tizerinde temporal loblarin medialinde yer alan her iki hemisferdeki hipokampiis
dokular1 ¢ikarildi (Resim 5.3,b). Daha sonra, kiiltiir vasatindan ayirmis oldugumuz
990 ul L-15 tiiplin igerisine enzimatik parcalanma i¢in 10 uL papain enzimi eklendi.
Bu islemde tiip, 45 dakika boyunca +4 °C’de ajitatorde bekletildi. Buradan alinan tiip
icerisindeki doku karistmina hiicrelerin yapismasini 6nlemek icin 10 pL. DNAz
eklendi. Mekanik ayrigmanin gergeklesmesi i¢in pastor pipetlerinin uglar1 hafif, orta
ve yogun olacak sekilde ateslenerek ii¢ farkli genislik elde edildi ve tritiirasyon
yapildi. Homojen siispansiyon halini aldiktan sonra daha once hazirlanmis olan
kiiltiir vasatinin (5 ml L-15 +%10 FBS) bulundugu tiipe aktarildi. Bu igerikte 15

dakika isleme alinana kadar +4 °C’de muhafaza edildi.
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Resim 5. 3. a) BALB/ ¢ Yenidogan Disekte Edilmis Beyin, b) Disekte Edilmis
Hipokampiis

5.7.3.1 Klo-nlama halkalar: kullanilarak hiicre ekimi

BALB/c irk1 yenidogan farelerde primer hipokampiis kiiltiirii yapildi. Cam
tabanl kiiltlir kab1 {izerine ekilen hiicrelerin bir arada olmas1 ve belirlenen bolgede
yogun bir ag olusturmasini saglamak adina klonlama halkalar1 kullanilmistir (Resim

5.4., a).
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Hiicre ekiminden onceki asamada 15 dakika +4 °C’de muhafaza ettigimiz tiip
alinip, 1000 RPM hizinda 5 dakika ve +4 °C’ ye sogutulmus santrifiijde hiicreler dibe
coktiirtildii ve ¢oken hiicrelerin dokeltisi (siipernatant1) atildi. Bu tez ig¢in kiiltiir
protokoliinde 6 adet cam tabanli kiiltiir kabina gore hesaplamalar gergeklesmistir.
Buna gore her bir klonlama halkasi i¢in ekim besiyerinin belirlenmesinde Tripan
mavisi ile canli hiicre incelemesi ve hiicre sayimmi gerg¢eklesmistir (95). Buna gore 45
ul tripan mavisi soliisyonuna + stispanse haldeki 5 ul hiicrelerden eklenip al-ver
teknigi ile homojenize edilmistir. Hazirlanan 1:10 oraninda diliie edilen bu homojen
karisimi 10 pl’si Neubauer lami1 Hemositometresi’ne yliklenmistir. Hiicre sayimlarini
gerceklestirmek iizere 151k mikroskobu altinda 10X biiylitmede 6li hiicreler mavi,
canli hiicreler parlak beyaz goriinecek sekilde bu yontem kullanilmistir.
Hemositemetre ile hiicre sayimi ve hesaplama formiiline gore; her bir karedeki
parlak hiicre sayis1; Parlak hiicre sayimi/4 * Diliie etme faktorii (10)*10% = Hiicre
sayimi/ml. Bu formiile gore 7x10%-10x10* arasinda néron ekimini gerceklestirildi
(burada 1 mililitredeki siispanse edilmis hiicre sayisina gore hesap edildi). Bunun
sonucunda yeterli noron eldesi saglanarak ¢oken hiicrelerin iizerine inkiibatdrden
alman ekim vasati her bir cam tabanh kiiltiir kabinda 140’ar pl olacak sekilde
toplamda 840 ul NBA eklenerek resiispanse edildi (Resim 5.4.,b). Klonlama halkali
cam tabanl kiiltiir kaplar1 2 saat boyunca 37°C de, %5 CO- ortaminda inkiibe edildi.
Vasat tamamlamadan once ortalama 2 saatin sonunda mikroskop altinda ekilen

hiicrelerin akson uzantilar takip edildi.

Resim 5. 4.a) Cam Kiiltiir Kabinin Ortasina Klonlama Halkas: Igerisine Hiicre
Ekimi, b) Ekim Vasat1 Tamamlanmis Kiiltiir Kab1
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5.7.3.2. Vasat tamamlama

Vasat tamamlama islemi 2 saat inkiibasyon sonunda kiiltiir kab1 basina 1500
ul NBA olacak sekilde klonlama halkasinin etrafina dikkatli bir sekilde besiyerinin
ilave edilmesi ile tamamlandi. Bu asama sonrasinda ekim vasati tamamlandiktan
sonra (resim 5.6.3.1.1 b) klonlama halkalar1 kiiltiir kab1 icerisinden alinarak 37°C’
de, %5 CO; ortaminda inkiibatore tasindi.

5.7.3.3. Vasat degisimi

Hiicrelerin vasat degisimleri deney giiniine kadar steril ve ayn1 kosullar altinda
taze olarak hazirlandi. Laboratuvar ortaminda aralikli olarak giin takipleri saglandi
[(Days in vitro (Div)]. NBA vasatina %1 glutamax, %1 antibiyotik ve %2 B-27
eklendi. Sunulan tezin deneylerinde, hiicrelerin tutunmasi ve gelisimi i¢in gereken
stirenin deneyin 5. giinii olarak gozlemlenerek ilk vasat degisim giiniine karar verildi.
Bunu takiben 3 ve 4 giinde bir kiiltiir kabi icerisindeki vasattan 500 pl vasat ¢ekilerek
yerine 600 ul taze hazirlanmis NBA eklenmesiyle vasat degisimleri gerceklesti. Bazi
durumlarda vasatin pH degerine gore ihtiyag dahilinde degisim orani miktar
arttirildi. Deney giinlin yapilacagt zamana kadar hipokampal ndron Kkiiltiirleri,

ndronlarin olgunlagma siirecinin saglanmasi i¢in 37°C de, %5 CO:2 ortaminda inkiibe

edildi.

Vasat degisimlerinin deney giiniine kadar giin takipleri asagida gosterilmistir.
Hipokampal noron kiiltiir deneyleri ile kalsiyum goriintiileme deneyleri kiiltiiriin 24.-
28.glinleri arasinda yapilmistir. Deney giiniine denk gelen vasat degisimleri deneyde

karistirict unsur olmamasi adina yapilmamaistir.

P ov: P oviz ) oivis P oivis ) oiv2 JLUL

5.8. Viriisiin Eklenmesi

Tim deneylerde kiiltiiriin 4.gliininde AAV GCAMP viriis verildi. Kiiltir
kabinin ortasina ekilmis hiicrelere denk gelecek sekilde her petri igin 1 pl viriis

verilme islemi gerceklesti.
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5.9. Hipokampiis Kiiltiiriinde Faz kontrast Mikroskop Goriintiilerinin Alinmasi

Kiiltiir giiniinden itibaren ilk giin ve daha sonraki giinlerdeki vasat
degisimlerini baz alarak faz kontrast mikroskopta 20x ve 40x de goriintiileri alindi.
Hiicrelerin  saglikli noéral gelisimlerini, akson uzatmalarinin takibi agisindan
gortintiiler elde edildi (resim 6.2.). Ayrica viriis verildikten sonraki 10-11. giinden

itibaren hiicrelerde GCaMP ifadesi goriilmeye baslandi.

5.10. Glutamat Doz Belirleme Optimizasyonu

Deneylerimizde ekstra uyarici 6zellikleri ile bilinen Nikotin, Ginko A, Ginko
B kullanilmis fakat deney sonucunda primer hipokampiis noron kiiltiirlerinde istenen
uyarici etkisine rastlanilmadigindan baska bir uyarici norotransmitter olan glutamat
kullanilmistir. Bu kisimda da 6nemli olan glutamatin dogru konsantrasyonun néron
kiiltiirleri  tizerinde belirlenme asamasiydi (Formiil-1). Glutamatin molaritesi
hesaplandiktan sonra litaratiir taranip glutamat deneyleri i¢in glutamat ¢ozeltisinin
hazirlanma siirecinde hidroklorik asit (HCI asit) (96), DMSO ve daha sonrasinda
distile su kullanilmigtir. HCI asit ve DMSO ile yapilan deneylerde glutamat uyarici
etkisinin goriilmemesi sebebiyle deney disi birakildi. Bu deneyler sonucunda L-
glutamik asit (Sigma-Aldrich, 49449)’in distile su ile seyreltilerek glutamat
hazirlanmas1 iglemi gergeklesti. Deney protokoliimiizde kullanmak {izere
optimizasyonun saglanmasi i¢in glutamat doz konsantrasyonunda diisiik ve yiiksek
doz uygulamasi ile bir dizi deneyler yapildi. Diisiik doz glutamat uygulamasinda 10
mikromolar (uM) 20 puM, 25 puM, 30 uM, ve 50uM, yiiksek doz glutamat
uygulamasinda 80 pM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM denendi.

Formiil 1: Stok Konsantrasyon: 10 milimolar (mM)
Molekiiler Agirlik: 147.13
Yogunluk: 1 Mililitre

Bu bilgilerden yola ¢ikarak Sonug: 1.4713 miligram

Primer noron kiiltiirinde néronlarin farkli konsantrasyonlardaki glutamata
cevaplarmi izlemek igin floresan mikroskop ve Spinning Disk (SD) mikroskobu

kullanildi. Sunulan bu tez floresan mikroskop ile gergeklesti (Olympus). Primer
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hipokampiis deneyleri ile ¢alisilan zamana kadar onlarca deneye tabi tutularak
optimizasyonu saglandi. Bu deneyler sirasiyla su sekilde idi: Hassas terazi
kullanilarak tartilan glutamat, hiicrelere deney giiniinden 1 giin 6nce hazirlanmis
sekilde +4 °C’ de muhafaza edildi. Ilk baslarda, deney giinii Promidiin Iyodiir (PI) ile
spontan ¢ekimleri alinip sonrasinda plazma ekleyerek 1 saat inkiibe ettikten sonra
goriintiilendi. Plazma maruziyetini takiben 1 saat sonra glutamat aktivitelerini
goriintiilemek adina glutamat ekleyip 1 saat inkiibasyon sonrasinda glutamat ile
kalsiyuma baglh aktivite goriintiileri alindi. Ayn1i zamanda Onceden hazirlanan
glutamatin pH’1in da bir degisiklik olup olmadigimi takip etmek i¢in pH indikatorii
olarak bilinen 1000/1 fenol kirmizis1 (phenol red) eklenerek her giin takibi saglandi.
Bu deney sonuglarina gore glutamatin deney giinii taze bir sekilde su ile seyreltilerek
hazirlanilmasi sonucuna varildi. Bu sekilde diliie eden ¢alismalar da mevcuttur (97).
Yapilan goriintiilemeler 1s1ginda glutamat konsantrasyonun yiiksek dozda 6zellikle
200 uM ve 400 uM glutamat eksitotoksitesi ile noronlarin kalsiyum aktivitelerinin
yanip kaldig1 ya da durdugu izlenmis ve yapilan analizlerle de bu yanip kalmanin
varlig1 desteklenmistir. Diisilk doz deneylerinde de 50 uM disinda, bu aktivitenin
yeterli olmadigr bulunmustur. Deneylere daha sonrasinda 50 uM doz glutamat
eklenerek devam edilmistir. Bdylece, kalsiyum goriintiileme ve analizleri sonucu
birgok tekrarlanan deneyler sonrasinda konsantrasyon olarak 50 uM doz glutamat

belirlenmistir.

5.11. Primer Hipokampiis Noron Kiiltiiriinde Deney Akisi

i. Ilk olarak laminar akim kabininde tiipe alman glutamat distile su ile
homojenize olana kadar vortekslendi. Tekrar kabin igerisine alinan tiip deney
boyunca her bir kiiltiir kab1 i¢in taze eklenmek iizere alikotlanip +4 °C’ye
kaldirildi.

ii. -80 °C’ de muhafaza edilen plazmalar su banyosunda 37°C de eritilerek
¢oziildii. Uyku 6ncesi deneyleri sirasinda sartlarin ayni kosullarda saglanmasi

adina plazmalarin hemen ¢dziilmemesi i¢in uyku sonrasi tiipleri -20°C’ de

bekletildi.
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Inkiibatorda olan kiiltiir kaplarimiz deneye alinmadan 6nce invert mikroskop
altinda aktiviteleri incelendi. Saglikli hiicre ve aktiviteleri devam eden kiiltiir
kaplariyla deney stireci baslatildi.

Calismamizda uyku Oncesi ve uyku sonrasi plazmalar ile 3’er defa olacak
sekilde spontan plazma ve glutamat goriintiileri tekrarlandi.

[lk etapta inkibatdrden alman Kiiltiir kab1 laminar akim kabinine alinip etrafi
parafilmlendi. Daha sonra olympus invert mikroskop altinda spontan
aktivitesinin art arda 3 video goriintiisti alind1 (Saniye de 4 Kare, 100 sn, 3
video).

Spontan kalsiyum aktivitelerinden sonra kiiltiir kab1 laminar akim kabinine
alind1.

%S5 oraninda belirlenen plazma, kiiltiir kabina eklendi [Bu islem Kiiltiir
kaplarinda 1500 pLL medyumlu olacak sekilde baz alinarak tasarlandigindan
plazma oraninda %5’i, 75 uL plazmaya tekabiil etti].

Plazma eklenme islemi; laminar akim kabinine alinan kiiltiir kabindan 500 pL
medyum tiipe alindi. 75’1 atilip yerine 75 uL ¢oziilen plazma eklendi. Al-ver
teknigi uygulanarak pipetleme yapildi. Daha sonra Kiiltiir kabinin ortasina
tekrardan 500 pL medyumu aktarildi.

Plazma eklenen kiiltiir kab1 1 saat inkiibe edilme islemi tamamlandiktan sonra
laminar akim kabininde parafilmlenip invert mikroskop altinda goriintiilendi
(Saniye de 4 kare, 100 sn, 3 video).

Tekrar kabine alinan Kiiltiir kabi, 50 mikromolar hazirlanmis alikottan taze
glutamat (+4 °C) tam ortasina gelecek sekilde 7.5 pL eklendi ve inkiibatore
alind1.

1saat sonunda glutamat eklenmis Kkiiltiir kabi kabinde parafilmlenerek
mikroskop altinda 3’er video goriintiileri alindi.

Uyku o6ncesinde yapilan tim islemler ve siralama uyku sonrasi iginde

gerceklesti (Sekil 5. 1.b.).

35



Spontan

< s
\ E 1 saat [
. =

&
Plazma
K _
\ 1saat |
\ =
Glutamat

Sekil 5. 1. a) Floresan Mikroskop, b) Deney Akis Diyagrami

5.12. Kalsiyum Goériintiilemesi, Kayit Alma ve Analizi

Calisgmamizin deney diizenegi floresan mikroskop ona bagli kamera ve beyin
ara-yiiz programi araciligi ile olusmaktadir (Resim 5.5). Hiicre igerisindeki kalsiyum
girigleri ile GCaMP proteinde olusan olasi her tiirlii doniigiim gibi degisiklikler bu
proteindeki zenginlestirilmis yesil floresan proteininin (EGFP) parlakliginin ortaya
¢ikmasii ve floresanin 1sima diizeyindeki artis1 saglamaktadir. Yesil floresan
isimanin ortaya ¢ikmasi EGFP’nin 488 nm dalga boyunda mavi 1518a maruz
kalindiginda gergeklesen bir durumdur. Bu sayede yesil renkte floresan 1g1ma 515 nm
dalga boyunda goriiniir durumda olmaktadir. Hipokampal noron kiiltiir deneylerinin
kalsiyum goriintilleme deneyleri kiiltiiriin - 24.-28.giinleri arasinda yapilmustir.
Kalsiyum aktiviteleri de bu sistem aracilig1 ile kaydedilmistir. Bilgisayar araciligi ile
floresan mikroskop altinda 10x objektifler kullanilarak saniyede 4 kare/gdriintii (fps)
toplam 100 saniyede fotograflar video seklinde kaydedildi (400 fps, 100 s, 10 x).
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Resim 5. 5. Deney Diizenegi, ) Deney Diizenegi ve Beyin Ara-Yiiz Programi, b-c)
Kiiltiir Kabinin Mikroskopta Yandan Goriiniimii, d) Ustten Goriintimii

Kalsiyum goriintiileme sonrasi elde edilen ham videolar Fiji-ImageJ programi
ile agild1 (98). RGB (kirmizi-yesil-mavi) goriintiisii bilesenlerine ayrildi (Sekil 5.2.a).
Daha sonra EZcalcium toolbox (99) kullanilarak videoda yer alan hiicre govdeleri
ROI (Sekil 5.2.b) olarak otomatik secildi (maksimum 150 ROIl). MATLAB

programiyla secilen ROI ler de ki 151k degisiminin ortalamalar1 alinarak hesaplanda.
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Sekil 5. 2. Hipokampal Sinir Aginin Kalsiyum Goriintiisii, a) Spontan Kalsiyum
Aktivitesi (Goriintiideki Tiim Hipokampal Noronlar) b) Spontan Kalsiyum
Aktivitesinde Yanip S6nen Hiicre Govdelerinin ROI Olarak Segilmesi (Etkin Hiicre
Sayi1si)

MATLAB’ de islenen ve ¢oziimlenen bu veriler etkin hiicre sayisi, olay olma
siklig1, olay siiresi ve olay genligi acisindan analiz edildi. Sec¢ilen ROI’ler de ki hiicre
govdelerinde kalsiyumun gegisine bagli 1s1k siddeti degisimleri zamansal (100s)
olarak ¢izildi (Sekil 5.3). Her bir kare igerisinden segilen alanlarda gerceklesen
olaylarin sikligi, siiresi ve genliginin kalsiyum aktiviteleri yani 1siksal degisimleri
ortalamalar1 alinarak hesaplandi. Asagida verilen sekilde etkin hiicre sayisi, olay

olma siklig1, olay siire ve genligi gosterilmistir (Sekil 5.3).
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Etkin hiicre sayisi, bir kiiltiir kabinda kalsiyum aktivitelerine karsilik gelen
se¢mis oldugumuz maksimum 150 ROI temsil etmektedir. Etkin hiicre sayisi
parametresinde sadece yanip sonen kalsiyum aktivitesi olan hiicre govdeleri
secilmistir (Sekil 5.2.b). Bazi kiiltiir kaplarinda 150 ROI den az hiicrelerde
mevcuttu.

Sunulan bu tez de olay, diizenli dalga formu olusturan, bitis ve baslangicinin
belirgin oldugu en yiiksek tepenin secildigi kalsiyum aktivitesini gdsteren
dalga olarak tanimlanmaktadir. Olay olma sikligi, frekansi, parametresinde
dalga formunun baglangi¢ ve bitiginin belirgin ve diizenli dalga formu
gosteren kalsiyum aktivitesi olan hiicre govdeleri arasindan segildi. Analiz
asamasinda, kalsiyum etkinligi olan 150 ROI arasindan maksimum 20 ROlI,
yukaridaki kriterler géz oniinde tutularak olay sikligini analiz etmek igin
secilmistir. Asagidaki gorsel de olay sikligina 6rnek olarak ROI 1° de kirmizi
daire igerinde ve mavi oklarla gosterilen 2 tane olay yasanmistir. ROI 2, 1 ve
ROI 3’te de 1 olay olmak {izere toplam 3 adet hiicrede (ROI) 4 olay sikligi
gosterilmigtir  (Sekil 5.3). 100 saniyedeki olay sikligi bu oOrnek igin
(olay/hiicre sayist), 4/3: 1.33 seklindedir. Bu 6rnekte, 100 saniye de 1.33 olay
olmustur. Calismamizin olay sikligi bu formiille hesaplanmustir.

Olay genligi, 151k siddeti degisim araliklari kiiltiir kaplarindaki 6rneklerde
degisim gosterdiginden olay genligi birim araliginda ve nispi floresan
degisimi AF/F ile gosterilmistir. Ornegin asagida, ROI 3’te kirmiz1 dikey
cizgi ile gosterilen dalganin genligi (boyu) 1.7 civarindadir (Sekil 5.3).
Toplamda 4 olay olmustur. 4 olayin genlikleri toplanip yine 4’e bdliinerek
ortalama alinma prensibi ile hesaplanmistir. (Toplam olay genlik /olay say1s1)
Olay siiresi, toplam 100 saniyede, hiicre gdvdesi secilen bir ROI’de baslangi¢
ve bitisinin belirgin oldugu dalganin 151k siddeti degisimlerinin siiresini temsil
etmektedir. Asagida ornek olarak, ROI 2°de olay siiresi baslangi¢ ve bitisleri
belirgin sekilde kirmiz1 yatay c¢izgi ile gosterilmistir. Baslangi¢c ve bitisleri
sirastyla 8-32 saniye araliginda olan bu drnekte olay siiresi (bitis-baslangic)
formiili ile 24 saniye seklinde gosterilmistir (Sekil 5.3). Asagida verilen

ornekte toplam 4 olay oldugundan hepsinin olay siiresi (bitis — baslangic)
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hesaplanip toplandiktan sonra olay sayisina bdliinmesi ile hesaplanmistir

(Toplam olay siiresi / olay sayisi).

Olay Slk|lk> 1 ) 2

4 F

4.5

351
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3 b

25|
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15}
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Sekil 5. 3. Kalsiyum Etkinligine Ait Kayit Uzerinden Segilmis Hipokampal Hiicre
Govdelerinin Secildigi ROI’lerde Meydana Gelen Isik Siddeti Degisimlerinin
Frekansa, Zamana ve Genlige Bagli Olarak Cizilmis Grafigi

Deney grubumuza 5 AH ve 5 kontrol olmak iizere toplam 10 kisi katilmistir.
Deney analizlerinde ise her bir 6rneklem icin 3 er defa yapilan deneylerin kalsiyum
aktivitesi belirlenen parametrelere gore hesaplanmistir. Buna gore 6rneklem sayimizi
havuzlayarak AH grubunda 14, kontrol grubunda da 15 olacak sekilde analize dahil
edilmistir. Havuzlama su sekilde gergeklesmistir: (kisi sayisi (n) X tekrarlanan deney
sayis1). Buna gore kontrol grubu i¢in n=5 X 3 spontan, 3 plazma, 3 glutamat olacak
sekilde toplam n saymmiz 15 olacak sekilde istatistiksel analizler gerceklesti. Ozetle,
kontrol grubunun uyku 6ncesi alinan plazma deneyinde her bir katilimcinin 3’er tane
farkli kiiltiir kabinin kendiliginden (spontan), 1 saat sonrast plazma hali ve yine 1
saat beklenilen glutamat verilmis hallerinin kalsiyum aktivite goriintiileri alinmistir.

Bu siire¢ uyku sonrasi alinan plazma deneyleri i¢in de gerceklesmistir. Alzheimer
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grubunda sadece bir katilimcimin uygun deney sartlarini saglamayan bir kiiltiir
kabindan alinan kalsiyum goriintiisii iptal edildiginden n sayis1 14 olacak sekilde
havuzlanmis toplam deney Oriintlimiizdeki veri sayimiz Alzheimer ve kontrol
gruplarinin toplami igin 29 olarak kaydedilmistir. Analizlerde yer alan etkin hiicre
sayisi, olay siklik, genlik ve siire parametreleri Alzheimer ve kontrol gruplarinin

uyku 0nce ve sonrasi alinan plazma deneylerinin hepsi i¢in analiz edilmistir.

5.13. Proteomiks

Plazmadan elde edilen toplam protein karisimi proteazlardan olan tripsin
enzimi ile pargalanarak peptit yapisinda incelenme islemidir. Protein tanimlamasi
islemi; tanimlanan peptitlerden biitlin olan protein yoniinde oldugu i¢in tiime-
varimsal (bottom-up) proteomiks olarak tarif edilmektedir. Bu yontem ile kismi
sekanslar tizerinden proetin ifade degisikligi (tanimlama) islemi gerceklestirilmistir.

Sivi kromatografi tandem kiitle spektrometri (LC-MS/MS) ile analiz edilmistir.

Kullanilan malzemeler firmadan temin edilen kit ile beraber verilen
malzemelerdir. Proteomiks analizleri Istanbul Medipol Universitesi Proteomiks

biriminde gerceklesmistir.
5.13.1. Protein izolasyonu ve filtre yardimh 6rnek hazirlama( FASP) protokolii

5 Alzheimer ve 5 kontrol gruplarimizin uyku 6nce ve sonralar1 alinan plazma
ornekleri toplami1 20 numuneden 10 pl plazma ile analizler gergeklesmistir.
Oncelikle yiiksek konsantrasyonda bulunan belirli proteinlerin (Albumin, transferrin
gibi) uzaklastirilmasi islemi gerekmektedir. Bunun i¢in High Select™ Top 14
Abundant Protein depletion mini spin column iirlinii kullanilmistir (Thermo Fisher,
katolog numarasi: A36369, A36370). Mini spin kolonlarin 2 {iriiniin igerigi ayni
fakat birinde 6 (A36369) digerinde 24 kolon (A36370) mevcuttur. Her kolon PBS, %
0.02 sodium azide icermekte ve pH 7.4’dir.

Kolon vidali kapagi ¢ikarilir ve kolondaki regineye 10 ul plazma eklenir.
Kolon kapanir ve regine soliisyonda tamamen homojen olana kadar kolonu birkag
kez ters gevrilir. Karisimi kolonda nazikce ugtan uca karistirarak oda sicakliginda 10

dakika inkiibe edilir. Numunenin inkiibasyon esnasinda recine ile karistig1 kontrol
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edilmelidir. Homojenizasyon ic¢in birka¢ dakikada bir hafifce vortekslenir.
Inkiibasyondan sonra alt kapagi kapatilir ve iist kapagi gevsetilir. Mini kolon 2
mL'lik bir toplama tiipline yerlestirilir ve 2 dakika 1000 x g’ de santrifiijlenir. Regine
iceren kolon atilir ve protein LoBind tliplere konulur. Bunun sonucunda albiimin,
IgG ve diger bol miktarda protein ¢ikarilmis numunemiz hazir hale gelir. Protein

izole edilen numuneler 10 mM PBS ve %0.02 sodyum azit, pH 7.4 i¢inde olacaktir.

Protein konsantrasyonlar1 Qubit 2.0 (Qubit Protein Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific-Q33212) ile 6l¢iildii. Hazirlama adimlarinda firmanin belirttigi protokol
uygulanmistir. Protein izole edilen numunelerde ¢ikan bu sonuca gore aseton
¢oktiirme teknigi uygulandi. Aseton ¢oktiirme sirasinda 14,000 x g’ de +4 derecede
15 dakika santrifiij yapildiktan sonra aseton uzaklastirildi. Coktiiriilen proteinler
UPX™ tampon (Universal protein extraction kit, Expedeon)‘la ¢ozdiiriildii.
Tekrardan Qubit konsantrasyon 6l¢iimii ile proteinlerin konsantrasyon tayin islemi
saglandi. Numuneler, 50 pg olacak sekilde ayarlanmistir. Bu asamadan sonra FASP
kiti, (Filter-aided sample preperation, FASP™ kit, 44250) filtre yardimli &rnek
hazirlama teknigi kullanilarak proteinlerin tripsin ile enzimatik pargalanmasi
liyofilize edilmesi saglandi. Elde edilen peptitler LC-MSMS cihazinda ikili
karsilagtirmalar i¢in analiz edilerek proteom profilleri incelendi. FASP, protokol
uygulanma adimlarindan Once {iire, iyodoasetamid (IAA) ve enzimatik parcalama

¢ozeltilerinin hazirlanma islemleri gergeklesti.

FASP protokoliinden 6nce firmanin (expedeon) iire ¢ozelti 6rnegi hazirlama
protokolii uygulandi. Enzimatik parcalanma isleminden &nce bu soliisyon
hazirlanmalidir. Bu kit ile gelen iire tiipiine konsantrasyonu 100mM olan 1 mL Tris

hidrokloriir eklendi. Coziilene kadar tiip vortekslendi.

10X 1iyodoasetamid ¢Ozeltisi pargalama baglamadan taze hazirlanmalidir.
Bunun i¢in firmanin (expedeon) 10X iyodoasetamid c¢ozelti 6rnegi hazirlama
protokolii uygulandi. FASP kitle ile saglanan, konsantrasyonu 10X olan TAA
hazirlanmasi i¢in iyodoasetamid tiipiiniin icerisine 100 pl {ire ¢ozeltisi eklendi. (Bu
calismada, 9.8 mg IAA olan tiip icerisine 100 pl iire) . Bunu karistirp ¢oziilmesini

15 defa yukar1 ve asagi pipetleme yaparak IAA ¢ozdiiriildii.
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Enzimatik pargalamadan Once c¢ozeltinin (expedeon) taze hazirlanmasi

gerekmektedir. FASP Kit ile birlikte verilen Amonyum bikarbonat Cozeltisi iginde 1

ug tripsin ¢ézerek 75 pLL enzimatik par¢alama soliisyonu hazirlandi.

FASP filtre yardimli 6rnek hazirlama protokolii asagidaki gibidir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

50 pg protein igeren cozeltiye 200 ul iire 6rnek soliisyonu ile filtre
igerisinde karistirilip 15 dakika boyunca 14,000 x g’de santrifiij yapildi.
Tekrar, 200 pl tire 6rnek soliisyonunu karisim filtresine ekleyerek 15
dakika boyunca 14,000 x g’de santrifiij yapildi.

Bu yikamalar sonucu filtre ¢ikarilarak toplama tiipindeki sivi kismi atildi.
Karisim filtresine 10 pl iyodoasetamid ¢ozeltisi ve 90 pl iire ¢ozeltisi
ekleyip 1 dakika boyunca vortekslendikten sonra karistirma yapmadan 20
dakika boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi.

Karigim filtreli tiip 10 dakika boyunca 14,000 x g’de santrifiij yapildi.
Filtreli tiipe 100 pl tire ¢ozeltisi eklenip 15 dakika boyunca 14,000 x g’de
santrifiij edildi. Bu asama 2 defa tekrarlandi.

Toplama tiipiindeki s1vi kismui atildi.

Karigim filtresine FASP Kiti ile birlikte verilen 100 pl. amonyum
bikarbonat (50 mM) ¢ozeltisi eklenip 10 dakika boyunca 14,000 x g' de
santrifiijleme yapildi. Bu adimu iki kez tekrarlandi.

75 uL enzim pargalama ¢ozeltisi (tripsin enzimi) eklendi (enzim-protein
orani 1:50) ve 1 dakika boyunca vorteks yapildi. Buharlagsma (evaporasyon)

etkilerini en aza indirmek igin tiiplerin iist kistmlarini parafilm ile sarildu.

10) Bu karigim filtresi 37 derecede 4-18 saat araliginda inkiibe edildi.

11) Karigim filtresi yeni toplama tiipiine aktarildi.

12) 50 mM amonyum bikarbonat ¢6zeltisinden 40 uL ekleyip karigsim filtresini

10 dakika boyunca 14,000 x @' de santrifiijlendi. Bu adim bir kez
tekrarlandi.

13) FASP Kiti ile birlikte verilen 50 uL 0.5 M sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi

eklenerek karigim filtresi 14,000 x g' de 10 dakika boyunca santrifiijlendi.

14) Pargalanmis proteinler igeren toplama tiiplerindeki triptik peptidler

liyofilize edildi. Liyofilizasyon sonras1 6rnekler 20 pl %0,1’lik formik asit
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cozeltisinde ¢oOziildii ve Qubit cihazi ile konsantrasyon tayini yapildi.
Orneklerin konsantrasyonlart LC-MS/MS sistemine enjekte edilmeden

once 100 ng/ ul olacak sekilde seyreltildi.

5.13.2. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS ) analizi

Yapilan enzimatik parcalama sonrasi, triptik peptidler, ACQUITY UPLC-M
sinifina  (Waters) ylklenerek yiiksek c¢oziinirliiklii kiitle spektrometresi olan
SYNAPTG2-Si (Waters) sistemleri ile birlestirilerek kullanildi. Kantifikasyon,
HDMSE ile saglandi. Kolonlarda %97 mobil faz A (%0,1 FA (formik asit) iceren
UHPLC smifi su, Merck) stabilize edildi ve sicakligin 55°C’ye sabitlenmesi
gereceklesmistir. Peptidlerin ayrilma islemi dakikada 0,300 pl olarak ayarlanmistir.
Burada peptidler trap kolondan (Symmetry C18, 5 um, 180 pum i.d x 20mm, Waters)
analitik kolona (CSH C18, 1.7 um, 75 pum i.d. x 250 mm, Waters) dakikada 0,300 pul
akis hiziyla birlikte %4’ten %40’a gradyanla ve igeriginde %0.1 FA (v/v) olan
asetonitrilden (ACN) ayrildi. Kiitle spektrometre (MS) ve MS/MS pozitif iyon modu
0,7 saniyelik dongiiyle tarandi. Carpisma enerjilerinde diisiik enerji i¢cin 10 Voltaj
(V) yiiksek enerji icin 30V olacak sekilde ayarlandi. iyonlar, iyon hareket ayirma
(ion mobility seperation, IMS) ile ayrildi. Tam IMS dongiisii boyunca dalga hizi
1000 m/s’ den 55 m/s' ye arttirildi. Trap’in serbest birakilma zamanmi 500 ps,
yiiksekligi 15V olarak ayarlandi. Cihazda Onceden ayarlanmig iyon 6n secimi
olmadan, tiim iyonlar 50-1900 m/z (kiitle/yiik) araliginda ¢6ziiniirlik modunda
parcalandi. Peptitlerin ifade degisikligi, tanimlamasi1 ve kantife edilmek tizere bir
proteomiks programi olan Progenesis-QI (P2.0.5556.29015 Nonlinear, Waters®)
yazilimlar1 kullanilmistir (100, 101). Data parametreleri; diisiik enerji esiginde 200
sayim, ylikseltilmis enerji esiginde 50 sayim olacak sekilde se¢ildi.

Alzheimer ve kontrol gruplarindan alinan uyku 6nce ve sonrasi kan plazma
ornekleri ile yapilan LC-MS/MS analizleri sonrasi protein tanimlamalari ikili
karsilagtirmalar i¢in independent samples t-test (bagimsiz gruplar t testi) (p<0.05)

kullanilarak yapildi. Gruplar aras1 kiyaslamalar:
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e Uyku oncesi Alzheimer ve kontrol: uyku oOncesi aliman plazma
orneklerinden elde edilen Alzheimer ve kontrol gruplar1 arasindaki
protein tanimlamalar1

e Uyku sonrast Alzheimer ve kontrol: uyku sonrasi alinan plazma
orneklerinden elde edilen Alzheimer ve kontrol gruplari arasindaki
protein tanimlamalari,

e Alzheimer uyku 6ncesi ve sonrasi: Alzheimer grubunda uyku 6nce ve
sonrasi alinan plazma 6rneklerinden elde edilen protein tanimlamalari

e Kontrol uyku 6ncesi ve sonrast: kontrol grubunda uyku 6nce ve sonrasi
alman plazma 6rneklerinden elde edilen protein tanimlamalar1 seklinde

yapildi.

LC-MS/MS analizleri sonucunda yukarida belirtilen gruplarin ikili olas1
karsilastirmalarindan olusturulan gruplar genisletilerek analiz gerceklesti. Bu alt grup
analizlerinde protein tanimlamalarinda ortaya ¢ikan ikili karsilagtirmalar su sekilde

olusturuldu:

1) Kontrol grubunda, uyku Oncesinin uyku sonrasina gore fazla bulunan protein
say1s1 (ekspresyonlart)

2) Kontrol grubunda, uyku sonrasinin uyku Oncesine gore fazla bulunan protein
sayi1sl

3) Alzheimer grubunda, uyku Oncesinin uyku sonrasina gore fazla bulunan protein
sayi1sl

4) Alzheimer grubunda, uyku sonrasinin uyku oncesine gore fazla bulunan protein
sayi1sl

5) Kontrol grubunun Alzheimer grubuna gore uyku Oncesi fazla bulunan protein
sayi1sl

6) Kontrol grubunun Alzheimer grubuna gore uyku sonrasi fazla bulunan protein
sayi1sl

7) Alzheimer grubunun kontrol grubuna gore uyku oncesi fazla bulunan protein
sayi1sl

8) Alzheimer grubunun kontrol grubuna gore uyku sonrasi fazla bulunan protein
sayi1sl
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Ikili gruplarin olusturulmasindan sonra ortaya cikan proteinler anlamlilik
degeri p<0.05 ve gruplar arasinda gruplarin ortalamalarina gore 1.4 kat degisim ve
daha fazla kat degisim gosteren proteinler dikkate alindi. Tim protein
tanimlamalarinda 2 ve fazlas1 olan 06zgiin peptitler (unique peptid) analize dahil
edildi. Bu analiz sonucu bulunan proteinlerin fonksiyonlarinin biyolojik aktivede
tizerindeki rollerini 6grenebilmek icin ileri analizlere basvuruldu. Buna gore
Alzheimer ve kontrol gruplarindan alinan giindiiz ve gece plazma 6rnekleriyle elde
edilen proteinlerin siiflandirilmas1 ve protein etkilesim analizleri PANTHER ve
STRING veri araglart ile saglandi. PANTHER’ de molekiiler fonksiyonlari, biyolojik
stirecleri, protein siniflamalari ve Pathway (yolak) analizleri gerceklesti. STRING’
de protein-protein etkilesimlerini (PPI) gosteren gorseller ve PPI fonksiyonel

zenginlestirme analizi (functional enrichment analysis) p degeri elde edildi.

5.14. istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler icin karsilastirmalar, IBM SPSS Statistics V22.0 yazilim
programi Kullanildi. Veri degerleri ortalama + standart hata olarak ifade edildi
(demografik bilgilerde standart sapma verildi). Verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak belirlendi. Verilerin ¢ogu normal dagilima
uymadiklart  i¢in  parametrik olmayan testlere basvuruldu. ikili grup
karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Bagimli degiskenler de Wilcoxon sirali isaretler testi kullanildi.
Demografik bilgilerin analizinde, ki-kare ve Mann- Whitney U testlerine bagvuruldu.
Sonu¢ grafikleri GraphPad Prism9 ve MATLAB yazilimlart {izerinden
gerceklestirildi. Deney tasarimina iligkin resimler web tabanli arag olan BioRender
tasarim programi ile yapildi. LC-MS/MS verileri ikili karsilastirmalar igin
Progenesis-QI yaziliminda nicel olarak degerlendirilen independent samples t-test
(bagimsiz gruplar t testi) ile analiz edildi. Cihazin hata pay1 1.4 kat degisimi (fold
change) ve ¢alisma boyunca p degerleri, 0.05 anlamli kabul edildi (p <0.05 ve fold
change > 1.4).
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6. BULGULAR
6.1. Demografik Veriler

Calismamiz, 5 Alzheimer (AH) tanili hasta ve 5 saglikli yashi (kontrol)
bireylerden olusmaktadir. Demografik ve klinik bilgilerinin yer aldigi analizler
verilmistir (Tablo 6.1).

Tablo 6. 1. Alzheimer ve Kontrol Gruplarinin Demografik Bilgilerinin Ortalama ve
Standart Sapma Degerleri

Alzheimer Kontrol
n=5 n=5 p
Ort+SD Ort+SD
Yas 82,30 +4,32 74,4+5,32 ,03448
Cinsiyet (K/E) 3/2 3/2 5272
Egitim (y1l) 7,2+5,85 6,8+6,68 ,9154
SMMT 14,60 + 4,27 26,80+ 1,79 ,009°

K: Kadn, E: Erkek, Ort: Ortalama, SD: Standart Sapma, % Mann-Whitney U Test, ®: Ki Kare Test,
SMMT: Standardize Mini Mental Test, n: Kisi Sayisi.

Demografik veriler one sample Kolmogorov-Smirnov test ile analiz edilerek
normal dagilim gostermedigi tespit edilmis bundan dolayr non-parametrik testler

uygulanmustir.

Alzheimer ve kontrol gruplari arasinda cinsiyet bakimindan ki kare testi
sonucunda istatistiksel anlamda bir fark saptanmamustir (x> = 0.40, df =1, p >.05).
Tiim olgu gruplar i¢in egitim baglaminda Alzheimer ve kontrol gruplari arasinda
yapilan Mann Whitney-U testi analizinde istatistiksel anlamda fark saptanmamustir.
U = 12, p =.91. Kognitif siireglerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan SMMT testinde
Alzheimer ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan Mann Whitney U testi analizinde
istatistiksel anlamda fark saptanmistir. Sira ortalamalar1t AH i¢in 3 ve kontrol grubu
i¢in 8 olarak bulunmustur, U= .00, p=.009, r=-.83. Cohen (1988)’ nin standartlarina
gore yiiksek etki biiyiikliigline sahiptir (102). Buna goére kontrol grubunun SMMT
skor ortalamasi Alzheimer grubuna gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (Sekil
6.1.). Alzheimer ve kontrol gruplari arasinda yapilan Mann-Whitney U testi

analizinde yas bakimindan istatistiksel anlamda fark saptanmistir. Sira ortalamalari
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AH i¢in 7.5 ve kontrol grubu i¢in 3,5 olarak bulunmustur, U = 2,5, p =.034, r = -.67.
Cohen’ nin standartlarina gore yiiksek etki biiytikliigiine isaret etmektedir Alzheimer

hastalarinin yas ortalamasi Kontrol grubuna gore nispeten fazladir.
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Sekil 6. 1. Alzheimer ve Kontrol Gruplari arasinda SMMT Ortalama ve Anlamlilik
Grafigi.

6.2. Hipokampiis Kiiltiirii

BALB/c irki yenidogan (9: P2, 1: P1) farelerde primer hipokampiis kiiltiirii
yapildi. EKimden ~ 2 saat sonrasinda faz kontrast mikroskobunda nérit (uzantilarin)
goriintlisii izlendi. Kiiltiiriin 4. Giiniinde hiicre medyumuna AAV GCaMP (1 uL)
eklendi. Div0’da (ekimden 1-2 saat sonra) 40x objektifiyle faz kontrast
mikroskobundan alinan goriintiiller gosterildi (Resim 6.1). Kiiltirde 1. giliniinde
(div1) hiicre morfolojileri belirginlesti (20X). Sonraki giinlerden itibaren hipokampal
noronlarin ag kurma faaliyetleri artti (Resim 6.1.). Sirasiyla Div 7 igin 40X, Div 14
icin 20X ve Div 21 i¢in 40x biiylitmede hiicre goriintiileri ¢ekildi. Kiiltiiriin 4.
giiniinde hiicre vasatina AAV GCaMP viriisii eklenen kiiltiiriin 10-11. giiniinden

sonra hiicrelerde GCaMP aktiflestigi izlendi.
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DiVO

DIV 7

Div 14 kirmizi ile gosterilen bar (50 um)

Resim 6. 1. Primer Hipokampiis Kiiltiir Deneylerinin Faz kontrast Mikroskobuyla
Cekilen Hiicre Goriintiileri.

6.2.1. Hipokampal Kkiiltiirde kalsiyum gecisinin yayilmasi

Resim 6.2.’de 26. giiniinde bir hipokampal néron kiiltiiriinde kalsiyum
gecisinin zaman igerisinde yayilmasi gosterilmistir. a ve b’de kalsiyum baslangicinin
temsili lokasyonu ok ile gosterilirken c-h arasi kalsiyum etkinliinin zamana baglh
olarak yayilmasmi temsil etmektedir. f’de kalsiyumun toplu aktivitesi agikca

goriilmektedir.
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Resim 6. 2. Kalsiyum Geg¢isinin Zamana Bagli Yayilma Gdsterimi. a-b) Bir
Noktadan Kalsiyum Etkinliginin Baslangici (ok isareti ile gosterilen yer), c-h)
Kalsiyum Gegisinin Tiim Bolgede Yayginlig
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6.3. Hipokampal Noron Kiiltiiriinde Alzheimer ve Kontrol Gruplarindan
Alman Uyku Oncesi Ve Sonras1 Plazma Orneklerinin Etkin Hiicre Sayisi,

Olay Olma Sikhigi, Olay Genligi ve Siiresinin Kalsiyuma Bagh Aktivitesi

Kontrol grubunun hipokampal noron kiiltiir deneylerinde uyku oncesi ve
sonrasi alinan etkin hiicre sayisinin kalsiyuma bagl aktivite sonuglar1 verilmistir
(Sekil 6.2). Bu dogrultuda spontan, plazmali ve glutamatl kalsiyum aktivitesine
bagli degisimlerin etkin hiicre Say1 goriintiilerinde uyku oOncesi aliman plazma
orneginde spontan aktivite tizerine plazma verildiginde kalsiyum aktivitesinde etkin
hiicre artis1 izlenmektedir. Ayni sekilde plazma sonrasi glutamat verilen kiltiir
kabinin gorlintii analizinde etkin hiicre sayisinda artis goriilmektedir. Uyku
sonrasinda alman plazma deneylerinde ise spontan kalsiyum aktivitesi sonrasi
plazma verilmis kiiltiirtin kalsiyum aktivitesinde etkin hiicre say1 artis1 izlenirken
plazma sonrasi verilen glutamat deneyinde kalsiyum aktivitesinde etkin hiicre
sayisinda azalis gozlemlenmistir. Bu diisiisiin glutamat eksitotoksisitesine bagl

olabilecegi diistiniilmektedir.
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SPONTAN PLAZMA GLUTAMAT

SPONTAN PLAZMA GLUTAMAT

Sekil 6. 2. Spontan, Plazmali ve Glutamatli Kalsiyum Aktivitesine Bagl
degisimlerin Etkin Hiicre Say1 Goriintiileri, A) Kontrol-Uyku Oncesi, B) Kontrol
Uyku Sonrast

Kalsiyum aktivitesine bagli etkin hiicre sayisinda Alzheimer grubundan bir
Kisinin uyku Oncesi ve sonrasi alinan plazma deney sonuglar1 asagida verilmistir
(Sekil 6.3). Buna gore uyku Oncesi plazmasi ile yapilan hipokampal ndron
kiiltiriinde spontan aktivite tizerine plazma verildiginde kalsiyum aktivitesinde etkin
hiicre artis1 izlenmektedir. Aynmi sekilde plazma sonras1 glutamat verildiginde de 1
saat sonrasi sonuglarinda etkin hiicre sayisinda artis izlenmektedir. Uyku sonrasinda
alinan plazma deneylerinde ise spontan aktivite sonrasi eklenen plazmanin kalsiyum
etkin hiicre sayisinda agik bir sekilde artig izlenirken plazma sonrasi eklenen

glutamatin kalsiyum etkin hiicre sayisinda azalma gosterdigi izlenmektedir.
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SPONTAN PLAZMA GLUTAMAT
B
SPONTAN PLAZMA GLUTAMAT

A) Alzheimer-Uyku Oncesi, B) Alzheimer-Uyku Sonrasi

Sekil 6. 3. Spontan, Plazmali ve Glutamat’in Kalsiyum Aktivitesine Bagh Degisimlerin
Etkin Hiicre Say1 Gorlintiileri

Kontrol grubunun hipokampal néron kiiltiirii deneylerinde uyku &nce ve
sonras1 Olay sayisi, olay siiresi ve olay genliginin birlikte verildigi kalsiyum
etkinligine ait 151k siddeti degisimlerinin kayit ilizerinden secilmis ROI’ lerde
zamana bagl ¢izilmis grafigi verilmistir (Sekil 6.4). Buna gore hipokampal néron
kiiltiirtinde segilen 10 hiicre ve 100 saniye zaman araliginda uyku oncesi plazma
deneyinde kalsiyum aktivitesine bagl olay sayisinda artis izlenirken glutamat
verilen kalsiyum aktivitesinde spontan aktivitesine benzer bir olay sayisi oldugu
izlenmektedir. Olay siiresi ve genlikleri hiicre igerisine giren kalsiyum miktarinin
biiytlikliigiine gore degiskenlik gostermektedir. Uyku sonrasi alinan plazma

orneklerinde de plazma ve glutamat deney sonuglarmin spontan kalsiyum
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aktivitesine oranla olay sayisinda kalsiyuma bagl artis izlenmektedir. Olay siire

ve genlikleri de hiicre i¢i kalsiyuma bagli degigsmektedir.

A
SPONTAN PLAZMA GLUTAMAT
5 g 5
T ! D =
2. < 2
Zaman(s) Zaman(s) Zaman(s)
B
SPONTAN PLAIMA | GLUTAMAT
g 9. g
5 G 5
4 o 4
Zaman(s) Zaman(s) Zaman(s)

A) Kontrol-Uyku Oncesi, B) Kontrol-Uyku Sonrasi

Sekil 6. 4. Kalsiyum Etkinligine Ait Kayit Uzerinden Segilmis ROI’ler de Meydana
Gelen Isik Siddeti Degisimlerinin Zamana Bagli Olarak Cizilmis Grafigi

Alzheimer grubunun hipokampal néron kiiltir deneylerinde uyku once ve
sonras1 Olay sayisi, olay siiresi ve olay genliginin birlikte verildigi kalsiyum
etkinligine ait 151k siddeti degisimlerinin kayit tizerinden se¢ilmis ROI’ lerde zamana
bagl ¢izilmis grafigi verilmistir (Sekil 6.5). Hem uyku 6ncesi hem de uyku sonrasi
alinan plazma Ornekleri ile yapilan hipokampal noéron kiiltlirii deney sonuglarinda

kalsiyuma bagli olay siiresi, sayis1 ve genliginde Kkalsiyum aktivite artis:

gozlemlenmektedir.
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a) Alzheimer-Uyku Oncesi, b) Alzheimer-Uyku Sonrasi

Sekil 6. 5. Kalsiyuma Bagli Aktivitede ROI’lerde Meydana Gelen Isik Siddeti
Degisimlerinin Zamana Bagli Olarak Cizilmis Grafigi

6.4. Hipokampal Néronlarda Uyku Oncesi ve Sonrasi Plazma Etkin Hiicre
Sayisi, Olay Siklig1, Olay Siire ve Genlik Ortalamalarinin Grup ici ve Gruplar

Arasi Parametre Karsilastirma, Ortalama ve Standart Hata Analizleri

BALB/c 1rki farelerden elde edilen hipokampal ndronlarda kontrol ve
Alzheimer gruplarinin grup i¢i ve gruplar aras1 uyku oncesi ve sonrasi plazma etkin
hiicre sayisi, olay sikligi, olay siire ve genlik ortalama parametre karsilastirma,
ortalama ve standart hata parametre degerleri incelenmistir. Her bir parametrenin

spontan, plazma ve glutamat ortalamalar1 (Tablo 6. 2) gosterilmistir.
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Tablo 6. 2. Uyku Once ve Sonrasi Kontrol ve Alzheimer Gruplarinin Hipokampal
Hiicre Kiiltiiriinde Kalsiyum Aktivite Parametrelerinin Ortalama ve Standart Hata
Degerleri

Kontrol Alzheimer
n =15 n=14
Parametre Ort + Std Hata Ort + Std Hata
UO-Etkin Hiicre Sayisi-Spontan 133,86+3,98 105,85+15,04
UO-Etkin Hiicre Sayis1-Plazma 139,53+5,27 114+10,68
UO-Etkin Hiicre Sayisi-Glutamat 119,2+10,87 104,9213,14
US-Etkin Hiicre Sayisi-Spontan 138,66+3,61 139,14+3,69
US-Etkin Hiicre Sayisi-Plazma 138,53+3 133,21+6,09
US-Etkin Hiicre Sayisi-Glutamat 125,6+9,6 117,21+9,8
UO- Olay Siklik- Spontan 1,44+,11 1,6+,12
UO- Olay Siklik- Plazma 1,52+,13 1,9+,14
UO- Olay Siklik- Glutamat 2,23+,34 2,59+,48
US- Olay Siklik- Spontan 1,94+,2 1,75+,05
US Olay Siklik- Plazma 2,03+,2 2,05+,18
US- Olay Sikhik- Glutamat 2,13+,31 2,47+,34
UO-Siire Ortalama-Spontan 35,46+4,09 30,58+3,13
UO-Siire Ortalama-Plazma 35,64+3,44 23,84+1,37
UO-Siire Ortalama-Glutamat 25,11+1,83 24,34+1,67
US-Siire Ortalama-Spontan 24,51+1,06 24.6+1,77
US-Siire Ortalama-Plazma 24,44+1,83 23,94+1,68
US-Siire Ortalama-Glutamat 23,47+1,5 23,87+1,71
UO-Genlik Ortalama-Spontan ,89+,08 ,84+.06
UO-Genlik Ortalama-Plazma ,92+.07 71+,05
UO- Genlik Ortalama-Glutamat ,82+.07 74+.05
US- Genlik Ortalama-Spontan ,89+,07 ,84+,05
US- Genlik Ortalama-Plazma ,87+,08 ,86+,05
US- Genlik Ortalama-Glutamat ,81+,06 ,77+,06

UO: Uyku énce; US: Uyku Sonra, Ort: Ortalama, Std Hata:Standart Hata, n=Deney Sayisi



BALB/c irki farelerden elde edilen hipokampal néronlarda kontrol ve
Alzheimer gruplariin uyku 6nce ve sonrasi spontan, plazma ve glutamat etkin hiicre
sayisinda grup ici ve gruplar arasi analizler ger¢eklesmistir (Tablo 6.3). ikili grup
karsilastirma analizleri i¢in Mann Whitney U testi kullanilmistir. Analiz sonucunda
sadece Alzheimer ve kontrol grubunun uyku oncesi plazma etkin hiicre sayisinda
anlamli fark bulunmustur. Sira ortalamalar sirasiyla 11.07 ve 18.67, U= 50, p = .016,
r =-.45. Cohen’ nin standartlarina gore orta etki biiyiikliigiine isaret etmektedir (102).
Ortalamalar1 gbéz oniinde bulunduruldugunda kontrol grubunun (139.53) plazma
etkin hiicre sayisinin Alzheimer hastalarina (114) gore daha yiiksek oldugu
izlenmistir. Etkin hiicre sayilar1 i¢in yapilan kalsiyuma bagli spontan ve glutamat
aktivitelerinin ikili karsilastirmalarinda istatistiksel ac¢idan anlamli bir fark

bulunmamustir (p >.05).

Tablo 6. 3. BALB/c irk1 Farelerden Elde Edilen Hipokampal Noéronlarda Grup i¢i ve
Gruplar aras1 Etkin hiicre say1 Karsilastirmalari

Etkin Hiicre Sayis1  Alzheimer-US Kontrol-UO Kontrol-US
Spontan p p p
Alzheimer-UO ,056 ,498 -
Alzheimer-US - - ,645
Kontrol-UO - - ,383
Etkin Hiicre Sayis1
Plazma
Alzheimer-UO 147 ,016 -
Alzheimer-US - - ,793
Kontrol-UO - - ,204
Etkin Hiicre Sayis1
Glutamat
Alzheimer-UO 73 ,965 -
Alzheimer-US - ,631
Kontrol-UO - 418

Kontrol: Saglikli Yasli Bireyler; UO: Uyku Once; US: Uyku Sonra
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Kalsiyum girisine bagl degisimlerin uyku oncesi ve sonrasi Olay olma siklig1
analizleri ikili karsilastirmalar {izerine yapilarak Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmistir, Buna gore, analiz sonucunda kontrol grubunun uyku oncesi ve
sonrasi spontan Kkalsiyum aktivitesinin olay sikligi anlamli bulunmustur. Sira
ortalamalar1 sirastyla 12.33 ve 8.67°dir, U= 65, p = .049, r = -.36. Cohen’e gore orta
diizeyde etki biiyiikliigline sahiptir. Buna gore uyku sonrasi spontan olay sikliginin

uyku oncesine gore daha fazla oldugu izlenmektedir.

Kontrol grubunun plazma kalsiyum aktivitesinin olay olma siklig1 analizlerinde
uyku Oncesi ve sonrasi ikili kargilagtirmalar igin Mann Whitney U testi kullanilmistir.
Kontrol grubunun uyku o6ncesi ve sonrasi plazma olay olma sikligi karsilagtirma
analizleri anlamli bulunmustur. Buna gore sira ortalamalar1 12,20 ve 8,80, sirasiyla,
U =63, p = .040, r = -.37. Cohen’e gore orta diizeyde etki biiyiikliigiine sahiptir.
Uyku sonrast plazma olay sikliginin uyku Oncesine gore daha fazla oldugu

izlenmektedir.

Alzheimer ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan olay olma siklig1 analizleri de
Mann Whitney U testi ile gergeklestirilmistir (Tablo 6.4). Buna gore uyku Oncesi
plazma olay sikligmin iki grup arasinda anlamli oldugu bulunmustur. Sira
ortalamalar1 kontrol grubu i¢in 11.90 ve AH i¢in 18.32, U = 58.5, p = .042, r = -.38.
Cohen’in etki biiyiikligiine gore orta diizeye sahiptir. Uyku oOncesi plazma
deneylerinde kalsiyuma bagli degisimlerde olay olma siklik ortalamasinin Alzheimer
hastalarinda (1.9) kontrollere gore (1.52) yiiksek oldugu izlenmistir. Kalsiyuma baglh
olay olma sikliklar igin glutamat aktivitelerinin ikili karsilastirmalarinda istatistiksel

acidan anlaml bir fark bulunmamistir (p >.05).
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Tablo 6. 4. BALB/c Irki Farelerden Elde Edilen Hipokampal Noronlarda Grup Ici ve
Gruplar Aras1 Olay Olma Siklig1 Karsilastirmalari

Olay Olma Sikhg  Alzheimer-US Kontrol-UO Kontrol-US
Spontan p p p
Alzheimer-UO ,369 275 -
Alzheimer-US - ,616
Kontrol-UO - ,049
Olay Olma Sikhg1
Plazma
Alzheimer-UO 535 ,042 -
Alzheimer-US - ,861
Kontrol-UO - ,040
Olay Olma Sikhgi
Glutamat
Alzheimer-UO 872 647 -
Alzheimer-US - ,176
Kontrol-UO - ,803

Kontrol: Saglikli Yasli Bireyler; UO: Uyku Once; US: Uyku Sonra

Kontrol grubunun uyku dncesi ve sonrasi plazma deneylerinde kalsiyuma baglh
aktivitenin olay siire ortalamalarinda ikili karsilastirma analizi i¢in Mann-Whitney U
testi kullanilmistir. Buna gore Kontrol grubunun uyku oncesi ve sonrast kalsiyuma
bagli degisimlerde plazma olay siireleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur.
Analiz sonucuna gore sira ortalamalari sirasiyla, 19.40 ve 11.60’tir, U =54, p = .015,
r = -.44. Cohen’in etki biiylikliigline gore orta-yiiksek diizeye sahiptir. Uyku oncesi
plazma olay siiresinin (35.64) ortalamasi incelendiginde uyku sonrasina (24.44) gore

daha uzun kalsiyum aktivitesi izlenmistir.

Alzheimer ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan kalsiyuma bagli olay siiresi
analizleri Mann Whitney U testi ile gergeklestirilmistir (Tablo 6. 5). Buna gore uyku
oncesi plazma olay siiresi iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
Sira ortalamalar1 kontrol grubu icin 18.93 ve AH i¢in 10.79, U = 46, p = .010, r = -
48. Cohen’e gore orta-yiiksek diizeyde etki biiyiikliigiine sahiptir. Uyku Oncesi
plazma olay siire ortalamasinin kontrol grubunda (35.64). Alzheimer hastalarina gore

(23.84) yiiksek oldugu izlenmistir. Kalsiyuma bagli olay olma siirelerinde spontan ve
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glutamat aktivitelerinin ikili karsilagtirmalarinda istatistiksel agidan anlamli bir fark

bulunmamstir (p >.05).

Tablo 6. 5.. BALB/c Irki Farelerden Elde Edilen Hipokampal Noronlarda Grup Ici ve
Gruplar Arasi Olay Siiresi Karsilastirmalari

Olay Siiresi Alzheimer-US Kontrol-UO Kontrol-US
Spontan p p P
Alzheimer-UO 129 359 -
Alzheimer-US - - ,760
Kontrol-UO - - ,059
Olay Siiresi
Plazma
Alzheimer-UO 927 010 -
Alzheimer-US - - ,663
Kontrol-UO - - ,015
Olay Siiresi
Glutamat
Alzheimer-UO ,854 ,694 -
Alzheimer-US - - ,965
Kontrol-UO - - 494

UO: uyku énce; US: Uyku Sonra, Ort: Ortalama, Std hata: ortalama standart hata

Alzheimer hastalarinin hipokampal noron kiiltiirii sonuglarinin uyku 6ncesi ve
sonras1 kalsiyum aktivitelerine bagli plazma olay genligi analizlerinde Mann
Whitney U testi kullanilmistir. Alzheimer grubunun uyku dncesi ve sonrasi plazma
olay genligi karsilagtirma analizlerinde anlamli fark bulunmustur. Sira ortalamalar
uyku Oncesi i¢in 11.36 ve uyku sonrasi i¢in 17.64, U = 54, p = .043, r = -.37.
Cohen’e gore orta diizeyde etki blyiikliigline sahiptir. Buna gore ortalamalar
incelendiginde uyku sonrasinin (.86) plazma olay genligi uyku 6ncesine (.71) gore

daha fazla oldugu izlenmektedir.

Alzheimer ve kontrol grup karsilastirmalarinda hipokampal noéron kiiltiirii
sonuglarinin uyku oOncesi kalsiyum aktivitelerine bagli plazma olay genligi

analizlerinde Mann Whitney U testi kullanilmistir (Tablo 6.6). Sonug olarak uyku
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oncesinde plazma olay genlik farklar1 iki grup arasinda anlamli bulunmustur Sira
ortalamalar1 kontrol i¢in 18.10 ve AH i¢in 11.68, U = 58.5, p = .042, r = -.38.
Cohen’e gore orta diizeyde etki biiyiikliigiine sahiptir. Ortalamalar1 ele alindiginda
kontrol grubunda (.92) uyku oncesi olay genligi Alzheimer hastalarina (.71) gore
daha fazla bulunmustur. Olay genligi i¢in yapilan diger istatistiksel analizlerde

anlamli bir fark bulunmamustir.

Tablo 6. 6. BALB/c Irki1 Farelerden Elde Edilen Hipokampal Noronlarda Grup Ici ve
Gruplar Arasi Olay Genligi Karsilagtirmalari

Olay Genligi Alzheimer-US Kontrol-UO Kontrol-US

Spontan p p p
Alzheimer-UO ,854 485 -
Alzheimer-US - - ,383
Kontrol-UO - - ,983
Olay Genligi

Plazma

Alzheimer-UO ,043 ,042 -
Alzheimer-US - - ,965
Kontrol-UO - - 633
Olay Genligi

Glutamat
Alzheimer-UO 818 407 -
Alzheimer-US - - 727
Kontrol-UO - - ,901

UO: uyku 6nce; US: Uyku Sonra, Ort: Ortalama, Std hata: ortalama standart hata
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Anlamli bulunan karsilastirmalardan bazilari (Sekil 6.6), (Sekil 6.7) ve (Sekil

6.8) gosterilmigtir. Tabloda yer alan p degeri (p<.05) kabul edilip,

karsilastirmalar gorsellestirilerek verilmistir.
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6. 5. BALB/c irk1 Farelerden Elde Edilen Hipokampal Noronlarda Alzheimer
Hastalarinda ve Yash Saghkh Kontrollerde Kalsiyum aktivitesine Bagh
Spontan-Plazma, Spontan-Glutamat ve Plazma-Glutamat Deneylerinde Uyku

Once Grup ici ve Uyku Sonra Grup ici Karsilastirma Analizleri

Alzheimer hastalarinin plazma 6rnekleriyle yapilan hipokampal néron kiiltiir
deneyi sonuglarinin spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat
kalsiyuma bagli aktivite karsilastirma analizlerinde uyku dncesi ve uyku sonrasi grup
ici karsilagtirma analizlerinde bagimli degiskenler icin her birinin ikili karsilastirma
analizleri parametrik olmayan Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilmistir (Tablo
6.7). Tim bagiml degisken karsilagtirmalarinda etkin hiicre sayimi bakimindan

anlaml1 bir fark bulunmamustir (p >.05).

Calisma yordamimizda hipokampal noron kiiltiiriinde kalsiyuma bagl
aktivitede sirastyla spontan, plazma ve glutamat goriintiileri alinmistir. Buna gore
spontan-plazma, spontan glutamat ve plazma-glutamat ciftleri arasinda kalsiyuma
bagli aktivitedee bagimli degiskenlerin fark analizi icin Wilcoxon isaretli siralar testi
yapilmistir. Alzheimer hastalarinin plazma 6rnekleriyle yapilan hipokampal néron
kiiltirii sonucu kalsiyum aktivitesinde spontan-plazma ile aralarinda olay olma
siklig1 bakimindan anlaml farkli bulunmustur, z= 2.10, p =.035, r = -.56, yiiksek etki
biiytikliigiine sahiptir. Ayni zamanda spontan ve glutamat aktiviteleri arasinda da

anlaml fark ¢ikmustir, z= 2.16, p =.030, r = -.58, yiiksek etki biiyiikliigiine sahiptir.

Alzheimer hastalarinda, BALB/c irki farelerden elde edilen hipokampal néron
kiiltiriinde kalsiyuma bagli spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat
aktivitelerinde uyku o6nce ve uyku sonrast grup i¢i olay siiresi karsilagtirma
analizlerinde Wilcoxon isaretli siralar testi yapilmistir. Bu analiz sonucunda,
kalsiyum aktivitesinde spontan ve plazma ile aralarinda olay siiresi bakimindan
anlaml farkli bulunmustur, z= 2.35, p =.019, r = -.63, Cohen’ e gore yiiksek etki
biiyiikliigiine sahiptir. Ayn1 zamanda spontan ve glutamat aktiviteleri arasinda da
anlamh fark cikmistir, z= 2.54, p =011, r = -.68, Cohen’ e gore yliksek etki
biyiikligine sahiptir. Plazma ve glutamat ¢iftleri arasinda anlamli fark

bulunmamustir (p >.05).
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Alzheimer hastalarinda, BALB/c irki farelerden elde edilen hipokampal néron
kiiltirinde spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat deneylerinde
kalsiyuma bagli aktivitenin uyku Oncesi ve uyku sonrasi grup i¢i olay genligi
karsilastirma analizleri Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilmis ve tiim bagiml

karsilagtirma kombinasyonlarinda anlamli fark bulunmamstir (p>.05).

Saglikl yasl grupta BALB/c irki farelerden elde edilen hipokampal néronlarda
spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat deneylerinde kalsiyuma baglh
aktivitenin uyku oncesi ve uyku sonrasi grup igi etkin hiicre sayisi karsilastirma
analizleri Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilmigtir (Tablo.6.4). Analiz sonucunda
sadece uyku oOncesi plazma ve glutamat etkin hiicre sayimi arasinda anlamli fark
bulunmustur, z= 3.2, p =.001, r = -.83, Cohen’ e gore ¢ok yiiksek etki biiyiikliigiine
sahiptir.

BALBI/c irki farelerden elde edilen hipokampal néronlarda saglikli yasl grupta
spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat deneylerinde kalsiyuma baglh
aktivitenin uyku oOncesi ve uyku sonra grup igi olay olma sikligi karsilastirma
analizleri Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilmistir. Analiz sonucunda sadece uyku
Oncesi olay olma sikligi spontan ve glutamat aktiviteleri arasinda anlamli fark
bulunmustur, z=2.72, p =.023, r = -.70, Cohen’ e gore ¢ok yliksek etki biiyiikliigiine
sahiptir.

BALB/c irki farelerden elde edilen hipokampal néronlarda saglikli yasl grupta
spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat deneylerinde kalsiyuma baglh
aktivitenin uyku once grup i¢i ve uyku sonra grup i¢i olay siiresi karsilagtirma
analizleri Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilmistir. Analiz sonucunda uyku oncesi
olay siiresi spontan-glutamat aktiviteleri arasinda anlamli fark bulunmustur, z= 2.66,
p =.008, r = - .69, Cohen’ e gore yiiksek etki bilyiikliigiine sahiptir ve plazma-
glutamat aktiviteleri arasinda anlamli fark bulunmustur, z= 2.78 p =.005 r = -.71,

Cohen’ e gore ¢ok yiiksek etki biiylikliigiline sahiptir.

BALB/c irki farelerden elde edilen hipokampal néronlarda saglikli yasl grupta
spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat deneylerinde kalsiyuma bagl
uyku oncesi ve uyku sonrasi grup igi olay genligi karsilastirma analizleri Wilcoxon

isaretli siralar testi ile yapilmistir. Tim bagimlh karsilastirma kombinasyonlarinda
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olay genligi karsilastirmalari i¢in uyku Oncesi ve sonrasi kalsiyuma bagli aktivite de

anlamli fark bulunmamistir (p>.05).

Bagimli degiskenler i¢in yapilan analizlerde uyku sonrasi alinan plazmalar ile
yapilan hipokampal ndron kiiltlirii deney sonuglarinda kalsiyuma bagli aktivitede
spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat deneyleri sonuglarinda
anlamli fark bulunmamistir (p>.05).

Tablo 6. 7. Alzheimer Hastalarinda ve Kontrollerde Spontan-Plazma, Spontan-

Glutamat ve Plazma-Glutamat Deneylerinde Uyku Once ve Sonra Grup I¢i Olay
Olma Siklig1

Olay Olma Sikhigi Plazma Glutamat
(Alzheimer-UO) p degeri p degeri
Spontan ,035 ,030
Plazma - 173
Olay Siiresi Plazma Glutamat
(Alzheimer-UO) p degeri p degeri
Spontan ,019 ,011
Plazma - ,730
Etkin Hiicre Sayimi Plazma Glutamat
(Kontrol-UO) p degeri p degeri
Spontan ,133 ,280
Plazma - ,001
Olay Olma Sikhigi Plazma Glutamat
(Kontrol-UO) p degeri p degeri
Spontan 427 ,023
Plazma - ,053
Olay Siiresi Plazma Glutamat
(Kontrol-UO) p degeri p degeri
Spontan ,955 ,008
Plazma - ,005

UO: Uyku 6ncesi, Kontrol: Saglikli Yash Kontrol
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Alzheimer hastalarinda spontan-plazma, spontan-glutamat ve plazma-glutamat
deneylerinde uyku Once grup ici ve uyku sonra grup i¢i karsilastirma analizlerinde
bagimli degiskenler i¢in her birinin ikili karsilastirma analizlerinde anlamli bulunan
karsilastirmalar (Sekil 6.9) ve (Sekil 6.10) gosterilmistir. Tabloda yer alan p degeri
(p<.05) kabul edilip, karsilastirmalar gorsellestirilerek verilmistir.
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Sekil 6. 10. Kontrol Grubunda Spontan-Plazma, Spontan-Glutamat ve Plazma-

Glutamat Deneylerinde Uyku Oncesi Grup i¢i Olay Olma Siklig

67



6. 6. BALB/c irk1 Farelerden Elde Edilen Hipokampal Noronlarda Alzheimer
Hastalarinda ve Yash Saghkh Kontrollerde Kalsiyum aktivitesine Bagh
Spontan, Glutamat ve Plazma Deneylerinde Uyku Oncesi ve Sonrasi etkin hiicre

sayisl, olay sikhigi, olay siire ve genlik ortalamalarinin Yiizdelik Degisimleri

Alzheimer ve kontrol gruplarinin hipokampal noron kiiltiiriinde kalsiyuma
bagl aktivitenin uyku 6nce ve sonrasi alinan plazma orneklerinin spontana baglh
plazma ve glutamat deneylerinden elde edilen etkin hiicre sayisi, olay sikligi, genligi
ve siiresinin yiizdelik degisimleri verilmistir (Sekil 6.11). Buna goére spontan
aktivitenin 100 kabul edildigi duruma gore artis azalis grafiginde, etkin hiicre
sayisinda kontrol grubunun uyku 6ncesinde plazmanin kalsiyum aktivitesini arttirdigi
goriiliirken  glutamat  verildigi durumda kalsiyum  aktivitesinin  azaldig1
gozlemlenmektedir. Kontrol grubunun uyku sonrasi etkin hiicre sayisinda plazma
verildigi durumda kalsiyuma bagli degisiklik yokken glutamat verildigi durumda
kalsiyum aktivitesini azalttig1 izlenmistir. Alzheimer grubunda da etkin hiicre
sayisinda uyku Oncesi plazma verildigi durumda kalsiyum aktivitesinin yaklagik %10
arttig1 izlenirken, glutamatin aktiviteyi %3 civarinda azalttigi gézlemlenmistir. Uyku
sonras1 plazmanin spontan aktiviteye etkisine baktigimizda da kalsiyum aktivitesine
bagli bir azalma izlenmistir. Uyku sonrasi etkin hiicre sayisinda kalsiyuma baglh

glutamatin %15 oraninda aktiviteyi azalttig1 izlenmistir.
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Sekil 6. 11. Alzheimer ve Yash Saglikli Kontrollerin Hipokampal N6ron Kiiltiiriinde
Kalsiyuma Bagli Etkin Hiicre Sayisinin Yiizdelik Degisimlerinin Artis-Azalig
Grafigi

Alzheimer ve kontrol gruplarinin hipokampal néron kiiltliriinde kalsiyuma
bagli aktivitenin uyku Once ve sonrasi alinan plazma Orneklerinin spontana baglh
plazma ve glutamat deneylerinden elde edilen olay sikhigin yiizdelik degisimleri
verilmistir (Sekil 6.12). Buna gore spontan aktivitenin 100 kabul edildigi duruma
gore artis azalis grafiginde, olay siklik analizlerinde kontrol grubunun uyku oncesi
plazma aktivitesinin %5 arttirdig1, glutamat deney sonucunda da agik bir sekilde %50
kalsiyum aktivitesinde artig saptanmistir. Bu grubun uyku sonrasi deneylerin de ise
plazma da yine artig varken, glutamattaki artisin %7 civarinda oldugu izlenmektedir.
Alzheimer grubunun hipokampal néron kiiltiir deneylerinde uyku 6ncesi olay siklik
parametresinde plazmada yaklasik %20 artis, glutamat verildiginde ise yaklasik %60
kalsiyum aktivitesini arttirdig1 izlenmistir. Bu grubun uyku sonrasi olay siklik
parametresinde ise plazma da ki artisin %21 civarinda oldugu, glutamat artiginin

%45 oldugu bir tablo gézlemlenmektedir.
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Sekil 6. 12. Alzheimer ve Yash Saglikli Kontrollerin Hipokampal Néron Kiiltiiriinde
Kalsiyuma Bagli Aktivitesinin Olay Siklik Parametresinde Yiizdelik Degisimlerinin
Artis-Azalis Grafigi

Alzheimer ve kontrol gruplarinin hipokampal néron kiiltiirlinde kalsiyuma
bagli aktivitenin uyku Once ve sonrast alinan plazma Orneklerinin spontana baglh
plazma ve glutamat deneylerinden elde edilen olay siiresinin yilizdelik degisimleri
verilmistir (Sekil 6.13). Buna gore spontan aktivitenin 100 kabul edildigi duruma
gore artis azalis grafiginde, olay siiresi analizlerinde kontrol grubunun uyku oncesi
plazmanin Kalsiyum aktivitesini %1 civarinda arttirdigi, glutamat’in %30 civarinda
aktiviteyi azalttig1 izlenirken, bu grubun uyku sonrasi olay siire analizinde plazmanin
kalsiyum aktivitesini %1 civarinda azalttigi, glutamat’in %5 oraninda azalttig
izlenmektedir. Alzheimer grubunun hipokampal ndron kiiltiir deneylerinde uyku
Oncesi olay sliresi parametresinde plazmada %25 civarinda kalsiyum aktivite olay
siiresi azalmis bunun yaninda glutamat’in da yaklasik %20 civarinda kalsiyum
aktivitesinin olay siiresini azalttig1 gézlemlenmektedir. Bu grubun uyku sonrasi olay
stiresi kalsiyum aktivite sonuglarinda ise plazma %3, glutamat’in da hemen hemen

ayni1 oranda aktivite siiresini azalttig1 izlenmistir.
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Sekil 6. 13. Alzheimer ve Yash Saglikli Kontrollerin Hipokampal Noron Kiiltiiriinde
Kalsiyuma Bagli Aktivitesinin Olay Siiresi Parametresinde Yiizdelik Degisimlerinin
Artis-Azalis Grafigi

Alzheimer ve kontrol gruplarinin hipokampal néron kiiltiirlinde kalsiyuma
bagli aktivitenin uyku Once ve sonrasi alinan plazma Orneklerinin spontana baglh
plazma ve glutamat deneylerinden elde edilen olay genliginin yiizdelik degisimleri
verilmistir (Sekil 6.14). Buna gore spontan aktivitenin 100 kabul edildigi duruma
gore artig azalig grafiginde, olay genligi ortalama analizlerinde kontrol grubunun
uyku Oncesi plazmanin kalsiyum aktivitesini %3 arttirdig1, glutamatin ise kalsiyum
aktivitesini %8 civarinda azalttig1 saptanmistir. Bu grubun uyku sonrasi olay genlik
ortalama analizlerinde plazanin yaklasik %?2 civarinda iken, glutamatin %8 kalsiyum
aktivitesini azaltti§1 izlenmistir. Alzheimer grubunun hipokampal néron kiiltiir
deneylerinde uyku oncesi olay genligi ortalamasinda plazmanin yaklasik %18

civarinda kalsiyum genlik aktivitesini azalttig1, glutamatinda %10 civarinda azalttig1
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gozlemlenmektedir. Bu grubun uyku sonrasi olay genlik ortalama analizlerinde ise
plazmanin %3 genlik aktivitesini arttirdigi yonde bir sonu¢ gozlemlenirken,
glutamat’in %7 civarinda kalsiyuma bagli genlik ortalama aktivitesini azalttig1

izlenmistir.
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Sekil 6. 14. Alzheimer ve Yash Saglikli Kontrollerin Hipokampal Noron Kiiltiiriinde
Kalsiyuma Bagli Aktivitesinin Olay Genlik Parametresinde Yiizdelik Degisimlerinin
Artis-Azalis Grafigi
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6.7. LC-MS/MS ile Yapilan Plazma Protein Analiz Sonuclar:

Alzheimer ve kontrol gruplarinin uyku 6nce ve sonrast alinan kan plazma
orneklerinde LC-MS/MS ile bulunan protein tanimlamalar1 asagida goésterilmistir.
Protein tanimlamalarinda anlamlilik degerinin p< .05 oldugu ve maksimum katlanma
degerinin >1.4 oldugu degerler dikkate alinarak gruplamalar yapilmistir. Tiim protein
tanimlamalarinda 2 ve fazlasi olan &zgiin peptitler (unique peptid) dahil edilerek

analiz  yapilmistir.  Gruplama  tablolari  su  sekilde  olusturulmustur;
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Tablo 6. 8. Uyku Sonrast Alinan Plazma Orneklerinde Alzheimer Grubunun Kontrol
Grubuna Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve Maksimum

Katlanma Degisimleri

Erisim Numarasi p Protein ismi Max Katlama
degeri degisimi

1. A4UGR9 Xin actin-binding repeat-

0,00 containing protein 2 2,78
2. P37802 0,00 Transgelin-2 3,65
3. P02775 0,00 Platelet basic protein 1,85
4. Q5T097 0,00 Utrophin 2,39
5. Q99666 RANBP2-like and GRIP domain-

0,00 containing protein 5/6 1,61
6. Q8N4Y2 EF-hand calcium-binding domain-

0,00 containing protein 4A 3,83
7. Q92966 snRNA-activating protein complex

0,00 subunit 3 1,89
8. 075146 Huntingtin-interacting protein 1-

0,01 related protein 2,02
9. AO0A0B4J278 0,01 Alpha-1-antitrypsin (Fragment) 2,47
10. D6REY8 Rap guanine nucleotide exchange

0,01 factor 2 (Fragment) 9,80
11. AOAB04CDAG Dynactin subunit 1 OS=Homo

0,01 sapiens 3,12
12. HOY755 Low affinity immunoglobulin

0,01 gamma Fc region receptor I1-A 1,47
13. 014976 0,01 Cyclin-G-associated kinase 2,41
14. PO7737 0,01 Profilin-1 1,81
15. C9J7L7 Glutamate-rich protein 6

0,02 (Fragment) 1,56
16. 014672 Disintegrin and metalloproteinase

0,03 domain-containing protein 10 1.42
17. Q502W6 von Willebrand factor A domain-

0,04 containing protein 3B 1.63
18. 075970 0,04 Multiple PDZ domain protein 2.16
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Tablo 6. 9. Uyku Sonras1 Aliman Plazma Orneklerinde Kontrollerin Alzheimer
Grubuna Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve Maksimum
Katlanma Degisimleri

Max
p Katlama
Erisim Numarasi degeri Protein ismi degisimi

1. Q8N859 0,00 Zinc finger protein 2,16
2. Q14766 Latent-transforming growth factor

0,00 beta-binding protein 1 3,88
3. P02751 0,00 Fibronectin 2,01
4. AOA087WWN1 Coiled-coil domain-containing

0,00 protein 122 (Fragment) 4,16
5. Q9BYX7 0,00 Putative beta-actin-like protein 3 3,11
6. 095235 0,00 Kinesin-like protein 3,44
7. Q772313 RanBP2-like and GRIP domain-

0,00 containing protein 5,33
8. P05109 0,00 Protein S100-A8 1,48
9. 043861 Probable phospholipid-transporting

0,00 ATPase 11B 1,66
10. P00488 0,00 Coagulation factor XIII A chain 1,81
11. AOA140T9W2 HLA class | histocompatibility

0,01 antigen, C alpha chain 1,65
12. Q8N9Z9 Lamin tail domain-containing protein

0,01 1 2,03
13. Q16401 26S proteasome non-ATPase

0,01 regulatory subunit 5 1,96
14. Q8N7Z5 Ankyrin repeat domain-containing

0,02 protein 31 3,14
15. Q14980 0,03 Nuclear mitotic apparatus protein 1 1,41
16. Q6P5X7 0,04 Transmembrane protein 71 1,66
17. QOUEF7 0,04 Klotho 1,40
18. Q76L82 Additional sex combs like 1

0,04 (Drosophila), isoform CRA_d 1,41
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Tablo 6. 10. Uyku Oncesi Alian Plazma Orneklerinde Alzheimer Grubunun Kontrol
Grubuna Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve Maksimum
Katlanma Degisimleri

Max
p Katlama
Erisim Numarasi degeri Protein ismi degisimi

1. Q8N7Z5 Ankyrin repeat domain-containing

0,00 protein 31 2,97
2. AOA804CDAG6 0,00 Dynactin subunit 1 2,03
3. P18428 0,01 Lipopolysaccharide-binding protein 2,01
4. P01266 0,01 Thyroglobulin 1,79
5. Q92820 0,01 Gamma-glutamyl hydrolase 2,03
6. P02750 0,02 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1,75
7. P61769 0,02 Beta-2-microglobulin 1,63
8. P02775 0,03 Platelet basic protein 1,78
9. H7BXH2 Serine/threonine-protein phosphatase

0,03 6 regulatory subunit 3 1,41

Tablo 6. 11. Uyku Oncesi Alinan Plazma Orneklerinde Kontrollerin Alzheimer
Grubuna Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve Maksimum
Katlanma Degisimleri

Max
p Katlama
Erisim Numarasi degeri Protein ismi degisimi

1. AO0A140T9W2 HLA class | histocompatibility

0,01 antigen, C alpha chain 1,67
2. QB8IXS6 0,02 Paralemmin-2 1,51
3. E5RK28 Serine/threonine-protein kinase Sgk3

0,02 (Fragment) 1,85
4. AO0A087WV90 0,03 Dystrophin 4,99
5. Q7MA4L6 SH2 domain-containing adapter

0,04 protein F 1,42
6. HOY781 Transmembrane protein KIAA1109

0,04 (Fragment) 1,98
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Tablo 6. 12. Kontrollerin Uyku Oncesinde Alinan Plazma Orneklerinin Uyku
Sonrasina Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve Maksimum

Katlanma Degisimleri

Max
p Katlama
Erisim Numarasi degeri Protein ismi degisimi
1. C9J7L7 0,00 Glutamate-rich protein 6 (Fragment) 1,44
2. P57740 Nuclear pore complex protein
0,00 Nup107 2,00
3. AOA5S6RIB7 Receptor protein-tyrosine kinase
0,00 (Fragment) 1,54
4. Q8N9V7 0,00 Protein TOPAZ1 1,68
P08253 0,02 72 kDa type IV collagenase 1,48
6. Q502W6 von Willebrand factor A domain-
0,02 containing protein 3B 1,69
7. AO0ABF9ZHJ2 0,02 Non-specific protein-tyrosine kinase 1,75
8. AOA087WTU7 0,03 Dystrophin 16,85
9. DG6RIG3 0,03 Deoxycytidylate deaminase 2,03
10. PO7737 0,03 Profilin-1 1,45
11. X6RCW6 N-terminal EF-hand calcium-binding
0,03 protein 3 (Fragment) 1,43
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Tablo 6. 13. Kontrollerin Uyku Sonrasinda Aliman Plazma Orneklerinin Uyku
oncesine Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve Maksimum

Katlanma Degisimleri

Max
p Katlama
Erisim Numarasi degeri Protein ismi degisimi
1. 13L2X4 0,00 Sex hormone-binding globiilin 1,42
2. Q9BYV9 Transcription regulator protein
0,00 BACH2 3,12
3. P04180 Phosphatidylcholine-sterol
0,00 acyltransferase 1,95
4. AOAOAOMR22 0,01 Phospholipid-transporting ATPase 1,42
Q5VW36 0,02 Focadhesin 1,54
6. 075460 Serine/threonine-protein
0,02 kinase/endoribonuclease IRE1 1,64
7. AO0A494C1F8 Pro-neuregulin-1, membrane-bound
0,03 isoform 2,55
8. AOA7I2YQE9 Acyl-CoA-binding domain-
0,03 containing protein 5 3,18
9. P18206 0,04 Vinculin 1,55
10. AOA2R8Y5P7 0,04 Histidine--tRNA ligase 7,63
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Tablo 6. 14. Alzheimer Hastalarinin Uyku Oncesinde Alman Plazma Orneklerinin
Uyku sonrasina Gore Fazla Bulunan Proteinleri ve Bu Proteinlerin p Degeri ve
Maksimum Katlanma Degisimleri

Max
Katlama
Erisim Numarasi p degeri Protein ismi degisimi
1. Q8N859 0,00 Zinc finger protein 713 2,02
2. AOAT7I2Y1C3 Eukaryotic translation initiation
0,00 factor 4 gamma 1,53
3. P53618 0,00 Coatomer subunit beta 1,40
4. Q8N7Z5 Ankyrin repeat domain-containing
0,00 protein 31 3,38
5. Q7L311 Armadillo repeat-containing X-
0,01 linked protein 2 16,63
6. AO0A087WWNL1 Coiled-coil domain-containing
0,02 protein 122 (Fragment) 5,02
7. F8VRKH9 Sulfite oxidase, mitochondrial
0,02 (Fragment) 1,47
8. K7EJ87 DNA-directed RNA polymerases
0,03 I, 1, and 111 subunit RPABC1 1,52
9. AO0AQU1RQJ2 0,04 Dystonin 1,44
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Tablo 6. 15. Alzheimer Hastalarinin Uyku Sonralarmin Uyku Oncesine Gore Fazla
Bulunan Proteinler Ve Proteinlerin p Degeri ve Maksimum Katlanma Degisimleri

Max
Katlama
Erisim Numarasi p degeri Protein ismi degisimi
1. A0A0B4J278 0,00 Alpha-1-antitrypsin (Fragment) 1,73
2. A4UGR9 Xin actin-binding repeat-
0,01 containing protein 2 2,07
3. CaJ7L7 Glutamate-rich protein 6
0,01 (Fragment) 1,53
4. P08253 0,01 72 kDa type IV collagenase 1,71
P37802 0,03 Transgelin 1,88
6. 075038 1-phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate phosphodiesterase
0,04 eta-2 1,43
7. P40121 0,04 Macrophage-capping protein 1,50
8. CI9JYA4 Tyrosine-protein phosphatase
0,04 non-receptor type 12 (Fragment) 2,25

9. 095267 0,04 RAS guanyl-releasing protein 1 2,30




6.7.1 LC-MS/MS ile yapilan plazma protein analizlerinin panther simflandirma

sistemi ile analiz edilmesi

6.7.1.1 Alzheimer hastalarinin yash saglhikl kontrollere gore fazla bulunan uyku
sonrast plazma protein sonuclarinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Protein analizleri sonucunda Alzheimer hastalarinin Kontrollere gore yiiksek
cikan uyku sonrasi plazma proteinlerinde PANTHER siniflandirma sistemi ile
molekiiler fonksiyonlar1 (Sekil 6.15), biyoloijk siire¢ (Sekil 6.16), protein
sinflandirmalart  (Sekil 6.17) ve pathway (yolak) (Sekil 6.18) analizleri
gerceklestirilmistir. Buna gore molekiiler fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin daha
¢ok baglanma (%53.8), molekiiler fonksiyon diizenleme (%15.4), katalitik aktivitesi
(%15.4), molekiiler transdiiksiyonel aktivite (%7.7) ve molekiler adaptor

aktivitesinde gorevli olduklar1 izlenmektedir.

1)Baglanma 2) Katalitik Aktivitesi. 3) Molekiiler Adaptor Aktivitesi.4) Molekiiler Fonksiyon

Diizenleme. 5) Molekiiler Transdiiksiyonel Aktivite

Sekil 6. 15. Alzheimer Hastalarinin Kontrollere Gore Yiiksek Cikan Uyku Sonrasi
Plazma Proteinlerinde PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Molekiiler Fonksiyonlari
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Biyolojik siireglerin analizlerine baktigimizda (Sekil 6.16) proteinlerin yaygin
olarak hiicresel siirecler (% 30.8), lokalizasyon (%15.4) ve biyolojik regiilasyonda
(%15.4) bu proteinlerin yer aldigi goriilmektedir. Bunun yani sira tiirler arasinda
etkilesimde yer alan biyolojik siire¢, uyarana tepki, hareket, metobolik ve bagisiklik

sistemi siirecinde siiflandirildig: izlenmektedir.

1) Hiicresel Siiregler. 2) Bagisiklik Sistemi Siireci.3) Lokalizasyon. 4)Hareket. 5)Metabolik Siireg. 6)
Uyarana Tepki. 7) Sinyalleme 8) Biyolojik Siireg. 9)Biyolojik Diizenleme

Sekil 6. 16. Alzheimer Hastalarinin Kontrollere Gore Yiiksek Cikan Uyku Sonrasi
Plazma Proteinlerinde Panther Siniflandirma Sistemi ile Biyolojik Siiregleri.
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Protein smiflandirma analizlerinde daha yaygin bir sekilde sitoskletal protein
(%33.3) ve destek/adaptor proteini (%22.2) olarak goérev alirken bir diger kisimda da
hiicrei¢i sinyal molekiilii, protein modifiye edici enzim, RNA metabolizmasi protein

ve membran traffic proteini olarak ayrica siniflandirilmistir.

1) Sitoskletal Protein.2) Hiicrei¢i Sinyal Molekiilii. 3) Membran Traffic Proteini. 4) Protein Modifiye
Edici Enzim. 5) Destek/Adaptor Protein. 6) RNA Metabolizma Proteini

Sekil 6. 17. Alzheimer Hastalarinin Kontrollere Gore Yiiksek Cikan Uyku Sonrasi
Plazma Proteinlerinde Panther Siiflandirma Sistemi Ile Protein Siiflandirilmasi
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Pathway analizinde esit dagilim olarak ¢entik sinyal yolak (%25), Huntington
hastaligi (%25), Rho GTPaz ile sitoiskelet regiilasyonu (%25) ve son olarak

Alzheimer hastaligi-amiloid sekretaz yolu (%25) siniflandirilmistir.

1) Alzheimer Hastaligi-Amiloid Sekretaz Yolu. 2) Rho Gtpaz ile Sitoiskelet Regiilasyonu. 3)
Huntington Hastalig1. 4) Centik Sinyal Yolak

Sekil 6. 18. Alzheimer Hastalarinin Kontrollere Gore Yiiksek Cikan Uyku Sonrasi
Plazma Proteinlerinde Panther Siniflandirma Sistemi le Yolak Analizleri.
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6.7.1.2 Yash saglhkl kontrollerin Alzheimer hastalarina gore fazla bulunan uyku
sonrasi plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Protein analizleri sonucunda yasl saglikli kontrollerin Alzheimer hastalarina
gore yiiksek ¢ikan Uyku sonrasi proteinlerinde PANTHER siniflandirma sistemi ile
molekiiler fonksiyonlar1 (Sekil 6.19), pathway (yolaklari) (Sekil 6.22), biyoloijk
stirec  (Sekil 6.20), ve protein sinflandirmalart (Sekil 6.21), analizleri
gerceklestirilmistir. Buna gore molekiiler fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin daha
¢ok baglanma (%35.3) ve katalitik aktivitesi (%29.4) bunun yaninda transkripsiyon
regiilatorii aktivitesi, ATP'ye bagl aktivite, fonksiyon regiilatorii, sitoskeletal motor

aktivitesi ve tastyici aktivitede gorevli olduklar1 goriilmiistiir.

1) Baglanma. 2) Katalitik Aktivite. 3) Sitoskeletal Motor Aktivite. 4) Molekiiler Fonksiyon
Diizenleme. 5) Transkripsiyon Regiilator Aktivite 6) Tasiyic1 Aktivite 7) ATP' ye Bagli Aktivite

Sekil 6. 19.Yash Saglikli Kontrollerin Alzheimer Hastalarina Gore Yiksek Cikan
Uyku Sonrasi Proteinlerinde PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Molekiiler
Fonksiyonlari.
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Biyolojik siireglerin analizlerine baktigimizda proteinlerin yaygin olarak
hiicresel siiregler (% 30.8), ve lokalizasyonda (%15.4) ve bir diger kismi da biyolojik
regiilasyonda (%11.5), uyarana tepki, gelisimsel siire¢, ¢ok hiicreli organizma siireci,
hareket, metobolik siire¢ ve biiylimede baghklar1 altinda smiflandirildig:

izlenmektedir.

1) Hiicresel Siireg 2) Gelisimsel Siire¢ 3) Biiylime 4) Lokalizasyon 5) Hareket 6) Metabolik Siire¢ 7)
Cok Hiicreli Organizma Siireci 8) Uyarana Tepki 9) Biyolojik Diizenleme

Sekil 6. 20. Yasli Saglikli Kontrollerin Alzheimer Hastalarina Gore Yiiksek Cikan
Uyku Sonrasi Proteinlerinde PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Biyolojik
Siirecleri
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Protein smiflandirma analizlerinde daha yaygin bir sekilde sitoskletal protein
(%25) metabolit interkonversiyon enzimi (%16.7) ve hiicre dis1 matriks proteini
(%16.7) gorev alir. Digerleri kalsiyum baglayici protein, destek/adaptdr proteini,
tastyici, gen-spesifik transkripsiyonel diizenleyici, protein modifiye edici enzim

olarak simiflandirilmistir.

1) Sitoskletal Protein 2) Hiicre Dis1 Matriks Proteini 3) Gen-Spesifik Transkripsiyonel Diizenleyici 4)
Metabolit Interkonversiyon Enzimi 5) Protein Modifiye Edici Enzim 6) Destek/Adaptor Proteini 7)
Tastyic1 8) Kalsiyum Baglayici Protein

Sekil 6. 21. Yagli Saglikli Kontrollerin Alzheimer Hastalarina Gore Yiiksek Cikan
Uyku Sonrasi Proteinlerinde PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Protein
Siiflandirilmasi.
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Yash saglikli kontrollerin Alzheimer hastalarina gore yiiksek c¢ikan uyku
sonrast proteinlerinde PANTHER siniflandirma sistemi ile pathway analizinde esit
dagilim olarak integrin sinyal yolu (%50) ve kan koagiilasyonu (%50)

siniflandirilmastir.

1) Kan Koagiilasyonu 2) integrin Sinyal Yolu

Sekil 6. 22. Yash Saglikli Kontrollerin Alzheimer Hastalarina Gore Yiiksek Cikan
Uyku Sonrasi Proteinlerinde PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Yolak Analizleri.
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6.7.1.3. Alzheimer hastalarinin yash saghkli kontrollere gore fazla bulunan uyku
oncesi plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Protein analizleri sonucunda Alzheimer hastalarinin yasli saglikli kontrollere
gore yiiksek c¢ikan uyku Oncesi plazma proteinlerinde PANTHER siniflandirma
sistemi ile molekiiler fonksiyonlar1 (Sekil 6.23 ), biyoloijk siireg (Sekil 6.24), protein
sinflandirmalart  (Sekil 6.25) ve pathway (yolak) (Sekil 6.26) analizleri
gerceklestirilmistir. Buna gore molekiiler fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin (Tablo
6.10) daha cok baglayici ve geri kalaninda yaklasik esit olarak molekiiler fonksiyon
diizenleme, katalitik aktivitesi ve molekiiler doniistiiriicii aktivitesinde gorevli

olduklar1 izlenmektedir.

Baglayici

Katalitik Aktivite

Molekiiler Fonksiyon Diizenleme
Molekiiler Doniistiiriicti Aktivite

Sekil 6. 23. Alzheimer Hastalarinin Yagl Saglikli Kontrollere Gore Fazla Bulunan
Uyku Oncesi Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Smiflandirma Sistemi ile
Molekiiler Fonksiyonlari
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Alzheimer hastalarinin yasl saglikli kontrollere gore yiiksek ¢ikan uyku oncesi
plazma proteinlerinde PANTHER siniflandirma sistemi ile biyolojik siire¢lerin
analizlerine baktigimizda proteinlerin yaygin olarak hiicresel siire¢ ve biyolojik
diizenlemede rol aldiklarini bunu izleyen diger siireglerde, uyarana tepki, immun
sistem siireci, sinyalizasyon, metabolik siire¢, lokalizasyon, biyolojik adezyon,

hareket ve ¢ok hiicreli organizma siirecinde yer aldigi goriilmektedir.

Biyolojik Adezyon
Biyolojik Siireg
Biyolojik Diizenleme
Hiicresel Siireg
Immun Sistem Siireci
Lokalizasyon
Hareket

Metabolik Siireg

Cok Hiicreli Organizma Siireci
Uyarana Tepki
Sinyalizasyon

Sekil 6. 24. Alzheimer Hastalarinin Yash Saglikli Kontrollere Gore Fazla Bulunan
Uyku Oncesi Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Smiflandirma Sistemi ile
Biyolojik Siirecleri
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Protein siniflandirma analizlerinde daha yaygin bir sekilde savunma/bagisiklik
protein ve destek/adaptor proteini olarak gorev alirken bir diger kisimda da
hiicreleraras1 sinyal molekiilii ve protein modifiye edici enzim olarak ayrica

siniflandirilmastir.

» Savunma/Bagisikhk Proteini
m Hiicreleraras1 Sinyal Molekiilii
= Protemn Modifiye Edici Enzim
B Destek/Adaptér Proteint

Sekil 6. 25. Alzheimer Hastalarinin Yash Saglikli Kontrollere Gore Fazla Bulunan
Uyku Oncesi Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Smiflandirma Sistemi ile
Protein Siniflandirmasi
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Alzheimer hastalarinin yagh saglikli kontrollere gore fazla bulunan uyku
oncesi plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile yolak

Analizi T hiicre aktivasyonu siniflandirilmistir.

© T Hiicre Aktivasyonu

Sekil 6. 26. Alzheimer Hastalarinin Yagli Saglikli Kontrollere Gore Fazla Bulunan
Uyku Oncesi Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Simiflandirma Sistemi ile
Yolak Analizi
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6.7.1.4.Yash saghkl kontrollerin Alzheimer hastalarina gore fazla bulunan uyku
oncesi plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Yagh saglikli kontrollerin Alzheimer hastalarina gore fazla bulunan uyku
oncesi plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sisteminde veritabani
sadece molekiiler fonksiyonlar i¢in siniflandirma (Sekil 6.27) verisi saptamustir.
Buna gore molekiiler fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin (Tablo ) daha ¢ok baglayici

gorevinde olduklart izlenmektedir.

m Baglayic

Sekil 6. 27. Yash Saglikli Kontrollerin Alzheimer Hastalarina Gore Fazla Bulunan
Uyku Oncesi Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siiflandirma Sistemi ile
Molekiiler Fonksiyonlari
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6.7.1.5. Yash saghkli kontrollerde Uyku oncesinin uyku sonrasina gore fazla
bulunan plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Protein analizleri sonucunda yash saglikli kontrollerde uyku oOncesinin uyku
sonrasina gore fazla bulunan plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma
sistemi ile molekiiler fonksiyonlari (Sekil 6.28 ), biyoloijk siire¢ (Sekil 6.29), protein
sinflandirmalart  (Sekil 6.30) ve pathway (yolak) (Sekil 6.31) analizleri
gerceklestirilmistir. Buna gore molekiiler fonksiyonlarinda ilgili proteinlerin
baglayici, yapisal molekiiler aktivite ve katalitik aktivitesinde gorevli olduklar

izlenmektedir.

m Baglayic
w Katalitik Aktivite
B Yapisal Molekiiler Aktivite

Sekil 6. 28. Yash Saglikli Kontrollerde Uyku Oncesinde Uyku Sonrasina Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Smiflandirma Sistemi le
Molekiiler Fonksiyonlari
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Yash saglikli kontrollerde uyku 6ncesinde uyku sonrasina gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile biyolojik siireclerin
analizlerine baktigimizda proteinlerin yaygin olarak cogalma siireci, ¢ok hiicreli
organizma slireci, biyolojik diizenlemede rol aldiklarin1 bunu izleyen diger
stiregclerde, uyarana tepki, immun sistem siireci, sinyalizasyon, metabolik siirec,
lokalizasyon, biyolojik adezyon, hareket ve ¢ok hiicreli organizma siirecinde yer

aldig1 goriilmektedir.

Biyolojik Diizenleme
Hiicresel Siireg

Gelisimsel Stireg
Lokalizasyon

Metabolik Siireg

Cok Hiicreli Organizma Siireci
Cogalma

Cogalma Siireci

Uyarana Tepki

Sekil 6. 29. Yash Saglikli Kontrollerde Uyku Oncesinin Uyku Sonrasina Gére
Fazla Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi Ile
Biyolojik Siirecleri
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Yaslt saglikli kontrollerde uyku 6ncesinin uyku sonrasina gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile hiicre iskeleti

proteini, tagiyici ve protein modifiye edici enzim olarak siniflandirilmistir.

Hiicre Iskeleti Proteini
Protein Modifiye Edici Enzim
B Tasiyic

Sekil 6. 30. Yash Saglikli Kontrollerde Uyku Oncesinde Uyku Sonrasina Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi Ile Protein
Siniflandirmasi
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Yash saglikli kontrollerde uyku dncesinde uyku sonrasina gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile yolak analizinde
Alzheimer hastaligi-presenilin yolagi ve Rho-Gtpaz tarafindan hiicre iskeleti

diizenleme yolaklar1 ile siniflandirilmastir.

Alzheimer Hastaligi-Presenilin Yolagi
Rho-Gtpaz Tarafindan Hiicre Iskeleti
Diizenlemesi

Sekil 6. 31. Yash Saglikli Kontrollerde Uyku Oncesinde Uyku Sonrasina Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi Ile Yolak
Analizi
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6.7.1.6. Yash saglhkl kontrollerde Uyku sonrasinda uyku oncesine gore fazla
bulunan plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Yash saglikli kontrollerde Uyku sonrasinda uyku oncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile molekiiler
fonksiyonlar1 (Sekil ), biyoloijk siire¢ (Sekil .), protein sinflandirmalar1 (Sekil ) ve
pathway (yolak) (Sekil ) analizleri gerceklestirilmistir. Buna gdére molekiiler
fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin daha c¢ok baglayici, katalitik aktivitesi ve

transkripsiyon diizenleyici aktivitesinde gorevli olduklar1 izlenmektedir.

m Baglayic
Katalitik Aktivite
m Transkripsiyon Diizenleyici Aktivite

Sekil 6. 32. Yaslh Saglikli Kontrollerde Uyku Sonrasinda Uyku Oncesine Gére Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile
Molekiiler Fonksiyonlari

98



Yasli saglikli kontrollerde uyku sonrasinin uyku dncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile biyolojik
siire¢lerinde daha yaygin olarak biyolojik diizenleme ve hiicresel siirecte digerleri de
metabolik siireg, uyarana tepki ve son olarak sinyalizasyonda siniflandirildig:

izlenmektedir.

@ Biyolojik Diizenleme

m Hiicresel Siireg

m Metabolik Siireg
Uyarana Tepki

W Sinyalizasyon

Sekil 6. 33. Yaslh Saglikli Kontrollerde Uyku Sonrasinin Uyku Oncesine Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile
Biyolojik Siirecleri
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Yash saglikli kontrollerde uyku sonrasinda uyku 6ncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile protein
siniflandirilmasinda  esit oranda RNA metabolizma proteini, gene 0Ozgi
transkripsiyonel diizenleyici, metabolit interkonversiyon enzimi ve son olarak

transmembran sinyal reseptorii siniflandirilmistir.

RNA Metabolizma Proteini

B Metabolit Interkonversiyon Enzimi
Transmembran Sinyal Reseptorii

Sekil 6. 34. Yash Saglikli Kontrollerde Uyku Sonrasinda Uyku Oncesine Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Protein
Siniflandirilmasi
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Yash saglikli kontrollerde uyku sonrasinin uyku dncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile yolak analizinde
Alzheimer hastaligi-presenilin yolak, gonadatropin salgilatict hormon reseptdr yolu

ve integrin sinyal yolu saptanmuistir.

Alzheimer Hastaligi-Presenilin Yolak
B Gonadotropin Salgilatici1 Hormon Reseptér Yolu
Integrin Sinyal Yolu

Sekil 6. 35. Yasl Saglikli Kontrollerde Uyku Sonrasinin Uyku Oncesine Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi Ile Yolak
Analizi
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6.7.1.7. Alzheimer hastalarinin uyku éncesinde uyku sonrasina gore fazla
bulunan plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz

edilmesi

Alzheimer hastalarinin uyku oOncesinde uyku sonrasina gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz edilmesinde
molekiiler fonksiyonlar1 (Sekil 6.36), biyoloijk siire¢ (Sekil 6.37.), protein
sinflandirmalar1 (Sekil 6.38) analizleri gerceklestirilmistir. Yolak analizi bu grup
plazma proteinleri i¢in siniflandirmast olugmamistir. Buna goére molekiiler
fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin daha ¢ok baglayici ve transkripsiyon diizenleyici

aktivitede gorevli olduklar: bulunmustur.

M Baglayici
B Transkripsiyon Diizenleyici Aktivite

Sekil 6. 36. Alzheimer Hastalarmim Uyku Oncesinde Uyku Sonrasina Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile
Molekiiler Fonksiyonlari
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Alzheimer hastalarinin uyku 6ncesinde uyku sonrasina gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile biyolojik
Siireglerinde en yaygin hiicresel siireclerde ve daha sonra biyolojik diizenleme,

lokalizasyon ve metabolik siirecinde siniflandirildig: izlenmektedir.

Biyolojik Diizenleme
Hiicresel Siireg
Lokalizasyon
Metabolik Siireg

Sekil 6. 37. Alzheimer Hastalarmin Uyku Oncesinde Uyku Sonrasina Gére Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile
Biyolojik Siirecleri
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Alzheimer hastalarinin uyku Oncesinin uyku sonrasina gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin  PANTHER siniflandirma sistemi ile protein
siniflandirimasinda gene 6zgii transkripsiyonel diizenleyici, membran trafik proteini

ve destek/adaptor proteini saptanmustir.

m Gene Ozgii Transkripsiyonel Diizenleyici
@ Membran Traffic Proteini
m Destek/Adaptér Protein

Sekil 6. 38. Alzheimer Hastalarmin Uyku Oncesinin Uyku Sonrasina Goére Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siiflandirma Sistemi ile Protein
Siniflandirimasi
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6.7.1.8. Alzheimer hastalarinin uyku sonrasinda Uyku énesine gire fazla bulunan

plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile analiz edilmesi

Alzheimer hastalarinin uyku sonrasinin uyku dncesine gore fazla bulunan plazma
protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sisteminde molekiiler fonksiyonlar
(Sekil 6.39), biyoloijk siire¢ (Sekil 6.40), protein sinflandirmalar1 (Sekil 6.41) ve
pathway (yolak) (Sekil 6.42) analizleri gerceklestirilmistir. Buna gore molekiiler
fonksiyonlarinda ilgili proetinlerin daha c¢ok baglayici ve katalitik aktivitesi ve
kalaninda molekiiler fonksiyon diizenleme aktivitesinde gorevli olduklar

izlenmektedir.

m Baglayic
Katalitik Aktivite
m Molekiiler Fonksiyon Diizenleme

Sekil 6. 39. Alzheimer Hastalarmin Uyku Sonras1 Uyku Oncesine Gére Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Smiflandirma Sistemi ile
Molekiiler Fonksiyonlari
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Alzheimer hastalarinin uyku sonrast uyku Oncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile biyolojik
siireclerinde daha ¢ok hiicresel siireg, biyolojik diizenleme ve uyarana tepki olarak
siiflandirilmig, kalaninda da sinyalizasyon, ¢ok hiicreli organizma siireci ve

metabolik siire¢ saptanmustir.

Biyolojik Diizenleme
Hiicresel Siireg

Metabolik Siireg

Cok Hiicreli Organizma Siireci
Uyarana Tepki

Sinyalizasyon

Sekil 6. 40. Alzheimer Hastalariin Uyku Sonras1 Uyku Oncesine Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile
Biyolojik Siirecleri
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Alzheimer hastalarinin Uyku sonrasi uyku Oncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER smiflandirma sistemi ile protein
siiflandirilmast hiicre iskeleti proteinin yaygin olarak yer aldigi bunu metabolit
interkonversiyon enzimi, protein modifiye edici enzim ve son olarak da protein

baglayici aktvite modikatorii izlemektedir.

Hiicre Iskeleti Proteini

B Metabolit Interkonversiyon Enzimi
Protein Modifiye Edici Enzim

B Protein Baglayic1 Aktivite Modiilatorit

Sekil 6. 41. Alzheimer Hastalarmim Uyku Sonrasi Uyku Oncesine Gére Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi ile Protein
Siniflandirilmasi
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Alzheimer hastalarmin uyku sonrasinda uyku oncesine gore fazla bulunan
plazma protein analizlerinin PANTHER siniflandirma sistemi ile yolak analizinde
Alzheimer hastaligi-presenilin yolak, FAS sinyal yolu, hetorotrimerik G-protein

sinyal yolu Gq alfa ve Go alfa aracil1 yolag1 siniflandurlmstir.

m Alzheimer Hastaligi-presenilin Yolak
FAS Sinyal Yolu

m Heterotrimerik G-protein Sinyal Yolu-Gq

Alfa Ve Go Alfa Aracili Yolak

Sekil 6. 42. Alzheimer Hastalariin Uyku Sonras1 Uyku Oncesine Gore Fazla
Bulunan Plazma Protein Analizlerinin PANTHER Siniflandirma Sistemi Ile Yolak
Analizi
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6.7.2 STRING veritabani ile protein-protein etkilesim analizi

Alzheimer ve kontrol gruplarinin uyku oOncesi ve sonrasit alinan plazma
orneklerinde Protein-protein etkilesimleri (PPI) hiicrenin kontrolii, iletisimi,
metaboliksel gelisimi gibi biyolojik siireglerinin tayini STRING veritabani

kullanilarak analiz edilmistir.

6.7.2.1 Alzheimer hastalarimin yash saghkli kontrollere giore uyku oncesi ve
sonrast fazla bulunan plazma proteinlerinde STRING veritabant kullanilarak

protein-protein etkilesimi

Alzheimer hastalarinin yasli saglikli kontrollere gore fazla bulunan uyku
sonrasi plazma proteinlerinde STRING veritaban1 Kullanilarak PPI zenginlestirilmis
p degeri (0.08) olarak bulunmustur, (20 diigiim, ortalama yerel kiimeleme katsayisi
453). Protein etkilesimleri agisindan bu degerin uyku sonrasi alinan plazma

proteinlerinde anlamli etkilesim bulunmamustir (Sekil 6.43).
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Sekil 6. 43. Alzheimer Hastalarinin Yaslt Saglikli Kontrollere Goére Fazla Bulunan
Uyku Sonras1 Plazma Proteinlerinde STRING Veritaban1 Kullanilarak Protein
Protein Etkilesim Analizi
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Alzheimer hastalarinin uyku oncesi plazma proteinlerinin kontrollere gore
STRING veritaban1 Kkullanilarak PPI zenginlestirilmis p degeri (0.051) olarak
bulunmustur, (13 digim, ortalama yerel kiimeleme katsayisi .538). Protein
etkilesimleri agisindan bu degerin uyku Oncesi alinan plazma proteinlerinde anlamli
etkilesim bulunmamis (Sekil 6.44) fakat LRG1 ve LBP arasinda protein-protein

etkilesimi gosterilmistir.

PPP6R3

ANKRD31

"

Sekil 6. 44. Alzheimer Hastalarinin Yagh Saglikli Kontrollere Gore Fazla Bulunan
Uyku Oncesi Plazma Proteinlerinin STRING Veritabani Kullanilarak Protein-Protein
Etkilesimi
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6.7.2.2 Yash saghkli kontrollerin Alzheimer hastalarina gore uyku oncesi ve
sonrast fazla bulunan plazma proteinlerinde STRING veritabant kullanilarak

protein-protein etkilesimi

Yaslt saglikli kontrollerin Alzheimer hastalarina gore fazla bulunan uyku
sonrasi plazma proteinlerinde STRING veritaban1 kullanilarak (Sekil 6.45) PPI
zenginlestirilmis p degeri (0.03) olarak bulunmustur, (15 diigiim, ortalama yerel
kiimeleme katsayisi .333). Bu proteinlerin (Tablo 6.9) kendi aralarinda, genomdan
alinan ayn1 boyut ve derece dagilimindaki rastgele bir dizi protein i¢in beklenenden
fazla etkilesimde oldugunu géstermektedir. Boyle bir zenginlestirme, proteinlerin bir

grup olarak en azindan kismen biyolojik olarak bagl oldugunu gosterir.
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Sekil 6. 45. Yash Saglikli Kontrollerin Uyku Sonrast Plazma Proteinlerinde STRING
Veritaban1 Kullanilarak Protein-Protein Etkilesimi

STRING veri analizinde uyku sonrasi plazma proteinlerinde yasli saglikli

kontrollerin LTBP1’in FN1, S100A8’in FN1 ve F13A1’in kuvvetli bir sekilde FN1
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ile etkilesimde oldugu ve buna ek olarak NUMAI1 ve KIF20A’nin da birbirleri ile
etkilesimde oldugu bulunmustur (Sekil 6.45).

Yasl saglikli kontrollerin Alzheimer hastalarina gore fazla bulunan uyku
oncesi plazma proteinlerinde STRING veritaban1 kullanilarak PPI zenginlestirilmis p
degeri (1.0) olarak bulunmustur, (4 diigiim, ortalama yerel kiimeleme katsayisi= 0).
Bu, proteinlerin kendi aralarinda, genomdan alman aymi boyut ve derece
dagilimindaki rastgele bir dizi protein i¢in etkilesimin anlamli bulunmamasi1 mutlaka
biyolojik olarak anlamli bir protein se¢imi olmadigr anlamia gelmez sadece bu
proteinlerin ¢ok fazla calisilmamis olmasi ve etkilesimlerinin heniiz STRING

tarafindan bilinmemesi seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 6. 46. Yasl Saglikli Kontrollerin Alzheimer Hastalarinda Uyku Oncesi Plazma
Proteinlerinde STRING Veritaban1 Kullanilarak Protein-Protein Etkilesimi

Yash saglikli kontrollerin uyku oncesinin uyku sonrasmna gore fazla oldugu
protein tanimlamalarinda, yasl saglikli kontrollerin uyku sonralarinin uyku dncesine
gore fazla oldugu protein tanimlamalarinda, Alzheimer hastalarinin uyku 6ncesinin
uyku sonrasina gore fazla oldugu protein tanimlamalarinda ve son olarak Alzheimer
hastalarinin uyku sonralarinin uyku Oncesine gore fazla oldugu protein
tanimlamalarinda Protein-protein etkilesimleri (PPI) hiicrenin kontrolii, iletigimi,
metaboliksel gelisimi gibi biyolojik siireglerinin tayini STRING veritabani
kullanilarak analiz edildiginde bir dizi protein igin etkilesimin anlamli

bulunmamistir. Proteinlerin kendi aralarinda, genomdan alinan ayni boyut ve derece
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dagilimindaki rastgele bir dizi protein i¢in etkilesimin anlamli bulunmamasi mutlaka
biyolojik olarak anlamli bir protein se¢imi olmadigr anlamina gelmez sadece bu
proteinlerin ¢ok fazla calisilmamis olmasi ve etkilesimlerinin henliz STRING

tarafindan bilinmemesi seklinde yorumlanabilir.

113



7. TARTISMA

Diinya niifus oraninin biiyiikk ¢cogunlugunun Amerika Birlesik Devletleri'nde
oldugu bilinmektedir ve yapilan bir ¢alismada 2020 yilinda 65 yas ve istii tahmini
6.07 milyon yetigkin klinik AH sahip kisilerin varligi belirtilmis ve bu sayinin 2060'
ta iki katna ¢ikacagi Ongorilmistir (103). Bu c¢aligmalar 1s1iginda Alzheimer
hastaliginin ilerleyen yillarda artan vakalar ile ¢6zlime kavusmasi gereken onemli
bir problem haline doniisecegi tahmin edilmektedir. Calismamiz, Alzheimer
hastalarinin uyku oncesi/sonrasi plazma proteom profillerinin kalsiyum gériintiileme
kullanilarak fare hipokampal Kkiiltiirlerinde noronal aktivite tizerindeki etkilerinin
arastirilmasini konu alarak ilgili literatiirlerin taranmasiyla bu alanda katki saglayacak

ilk ve 6zgiin ¢alisma olmasi bakimindan 6nemlidir.

Kalsiyum goriintiileme, noronal aktiviteyi dolayli olarak dlgmeyi saglar (52).
Bireysel veya noronal popiilasyonlar, floresan kalsiyum gostergeleri uygulanarak
etiketlenir, bdylece hiicre i¢i kalsiyum gecisleri optik yollarla 6lgiilebilir duruma
gelir. Kalsiyum goriintiilleme yontemi ile hiicre i¢i kalsiyum iyon seviyesinin néronal
uyarilabilirlik diizeyinin Slglilmesine olanak saglar. Yapilan bir ¢alismada ortaya
cikan ndbet aktivitesi, genetik olarak kodlanmis bir kalsiyum sensorii (GCaMP6F)
kullanilarak kaydedilmistir (104). Sunulan doktora tezinin ndronal aktivite kismi i¢in
plazma 6rneklerinin kendi aktivitesine bagl olarak ayrica uyarict ndrotransmiter olan
glutamat kullanilarak hipokampal kiiltiirlerdeki etkisi agiklanmaya ¢alisilmustir.
Hiicre ici kalsiyum girisinin varlig1 noronal uyarilabilirlik agisindan dolayli olarak
yorumlandigindan floresan degisim olaylari, stiresi, genligi, frekans ve aktif hiicre
varliginin uyku 6nce ve sonrasinda alinan plazma Orneklerinde nasil farklilagtigini
incelemek Alzheimer hastalik siirecinde anlayisimizi ilerletmek icin 6nemli bir

zemin hazirlamaktadir.

Uyku eksikligi ile beraber sirkadian ritim bozukluguna isaret eden ¢alismalar
yer almaktadir (105). Alzheimer hastalarmin da uyku problem varligi hastaligin
semptomlar1 arasinda bilinmektedir. Alzheimer hastalarinda uyku bozukluklarinin
yaygin oldugu gozlemine dayanarak, Xie ve arkadaslar1 (106) subaraknoid bosluk

tizerine floresan izleri asilayarak uyaniklik ve uyku halindeki farelerde glimfatik
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sistemi Olgme calismalar1 yapmislardir. Bu Olglimlerde uyanik durumda akisin
miktarinin bozuldugunu bulmuslardir ve bunu, anestezi kaynakli uyku sirasinda
interstisyel hacmin %60'a kadar arttigin1 bulduklar1 i¢in hiicre dist bosluk
degisikliklerine baglamiglardir. Daha sonra radyoaktif olarak etiketlenmis AP'nin
Klirensini test edip ve uyuyan farelerde klirenste iki kat artig1 saptamiglardir (106).

Insanlarda glimfatik sistemin varhigmna isaret eden az sayida calismalar
mevcuttur (107, 108). Norodejeneratif hastaliklardan biri olan idiopatik normal
basingli hidrosefali hastalarinda glimfatik ol¢iilmistir (109). Bu hastalarda,
lomber’den BOS alinarak hastanin tedavi edilmesi gerekligine dayanir. Bu hastalik
ile yapilan bir ¢alismada, verilen kontrast madde gadobutarol intratekal olarak
uygulandiginda hem hasta hem de saglikli kontrol gruplarinda leptomeningeal
arterler boyunca kontrast girisini gdzlemlediler (107). ilging bir sekilde, giiclendirme
gece boyunca zirve yapmistir. Bu, uykunun glimfatik fonksiyonun bir gelistiricisi
oldugu kemirgenlerde bildirilen gdzlemlerle uyumludur (106). Insanlarla yapilan bu

caligma, insan glimfatik sistem galismalarini aydinlatmada fayda saglamistir.

Memelilerde BOS, kafa boslugu icindeki toplam sivi hacminin %10'unu
meydana getirir (110). BOS akis1 kanallar veya foramaneler yoluyla baglanan dort
ventrikiilden geger. Nakada ve arkadaglari (39) beyin omurilik sivisinin (BOS)
klasik dolasim modelinin artik gecerli olmadigini belirtmislerdir. BOS iiretimi sadece
koroid pleksusa degil, ayn1 zamanda peri-kapiller (Virchow Robin) bosluktaki su
akigina da baghdir. Virchow Robin boslugu boyunca gecen BOS akisi, ISF olarak
bilinmektedir. Virchow-Robin, 6zellikle de merkezi sinir sistemi noral aktiviteleri
islevselligi i¢in onemlidir. Bu bosluga su akisi ve dolayisiyla interstisyel akis,
astrositlerin hiicre i¢i sitozolik s1vi boslugunu ve Virchow Robin boslugunu birbirine
baglayan astrositlerin uglarinda lokalize olan AQP-4 tarafindan diizenlenir.
Interstisyel akis, beta-amiloid Klirensinin biiyiik &lgiide bagimli oldugu sistemik
lenfatiklere esdeger bir islevsellige sahiptir. (39). Yapilan bu c¢aligmalar
dogrultusunda bu su kanalinin glimfatik sistem islevselligini agiklamada yardimci
olabilecegi kuvvetle bildirilmektedir. Aquaporin-4 su kanali proteininin beyin
homeostazi ve glimfatik fonksiyonun korunmasindaki roliinii gosteren ¢ok sayida

kanitla birlikte, bu su kanalinin arastirilmasi, insan beynindeki glimfatik fonksiyonu
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ve bu sistemdeki olasi bozulmalar1 6lgmek igin vekil bir 6l¢iim saglar. Hastalik
fizyolojisini anlamaya yardimci olmak ve yeni bakis agisiyla bilime yol gosterici
katkis1 Alzheimer gibi yikicti semptomlari olan hastaliklarin  anlagilmasin
kolaylastirmas1 bakimindan onemlidir. Ek olarak, Iliff ve ark. (38) yaptiklar1 bir
caligmada astrositlerde su kanali AQP4’ten yoksun hayvanlar, bu sistem yoluyla
yavaglamig BOS akis1 ve interstisyel ¢oziinen klirensinde ~%70'lik bir azalmaya
varan bir bozulmayi bildirmislerdir. Bu, anatomik akis ve akis yollar1 arasindaki
toplu sivi akisinin astrositik ug¢ ayaklar araciligiyla su tasimasi tarafindan glial su
kanali AQP4'iin, bu sivi degisim agini kolaylastirmada dnemli bir sorumluluga sahip
oldugunu gostermistir. Sistemin beyin lenfatik drenaj ile ilgili olmas1 ve glial temele

dayanmasindan dolay1 “glimfatik” terimi ortaya ¢ikmustir (38).

Beyinde metabolik atiklarin temizlenme siirecinin Uyku esnasinda artis
gosterildigi bulunmustur. Bu dogrultuda bulgular ele alindiginda ¢alismamamizin da
uyku odakli olmasi ve uyku 6nce ve sonra plazma kalsiyum aktivite degisimlerinin in
vitro ortamda g¢aligilmasi bu zamana kadar insan ¢alismalarindaki sinirli glimfatik
sistem c¢alismalarina katki saglayacak kanitlara dayanak olusturacaktir. Bizim
calismamiz da uyku Oncesi plazmalarinda kalsiyum aktivitelerinin bazi grup ici ve
gruplar arasi degisimlerde farklar oldugu gézlemlenmistir. Uyku sonrasinda yapilan
analizlerin anlamli bulunmamas1 uykunun isleyisine bagl olarak uyku sonrasi alinan
plazma orneklerinde plazmanin bir¢ok atik icerigine sahip olabilecegi diisiiniilerek
herhangi bir kalsiyum aktivite varliginin olmamasina yorumlanmaktadir. BALB/c
k1 farelerden elde edilen hipokampal ndronlarda uyku oncesi alinan plazmalarin
etkin hiicre sayis1 yashi saglikli kontrollerde Alzheimer hastalarina gore fazla
bulunmustur. Etkin hiicre sayis1 kiiltir kabinda yer alan kalsiyum aktivitesinin
maksimum 150 ROI se¢ildigi parametre olarak ele alinmistir. Buna gore kalsiyum
olay aktivite sayisi kontrollerde daha yiksektir. Alzheimer hastalarinda daha az
olmasi oncesinde yapilan glimfatik sistem ¢alismalarina atifta bulunma kaidesiyle
hastaligin patojenitesindeki durum sebebi ile yorumlanabilir. Hipokampal néronlarda
kalsiyum aktivitesine bagli olaylarin frekansina da bakilmistir. Birden fazla olaym
yasandigi kalsiyum aktivitelerinin sayimi esas alinarak yapilan analizlerde uyku
Oncesi Alzheimer hastalarinda daha fazla bulunmustur. Fakat bu fazlalik standart

hatanin bu grupta fazla ¢ikmis olmasi sebebiyle kontrol grubunun lehine bir sonug
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olarak yorumlanmaktadir. Kalsiyum olay aktivite siirelerine bakildiginda yine uyku
oncesinde iki grupta anlamli fark bulunmus bu farkin kontrol grubunda fazla oldugu
saptanmustir. Kontrol grubunun kalsiyum aktivite siiresi fazla olmus olup kalsiyumun
icerde kalma siiresinin daha uzun siirdiiglinii gozlemlemekteyiz. Uykudan 6nce
alinan plazma 6rneklerinin analizinde, beyinde giin boyu biriken maddelerin mevcut
oldugu buna karsin periferik kanda giin boyu atiklarin beyin klirensinin gece oldugu
varsayilarak toksik olmadig1 yoniinde hipotez bakimindan yorumlamaya gidilmistir.
Bu bulgu da uykunun glimfatik fonksiyonun galistiginin gosteren kemirgenlerde
yapilan deney sonuglart ile uyumlu oldugunu goéstermektedir (106). Bu bulguyu
giiclii sekilde destekleyen bir diger sonucumuz da yash saglikli kontroller arasinda
yapilan uyku Oncesi ve sonrasi plazma kalsiyum aktivitelerindeki olay siireleri
arasinda bulunmustur. Buna gore uyku Oncesi plazma olay siiresi daha uzun
sirmustiir. ~ Aktivitenin ~ devamliligi  noktasinda uykunun etkili  oldugu
disiiniilmektedir. Olay genligi kalsiyum aktivitesinin siddetine dair bilgi
vermektedir. Alzheimer ve yash saglikli kontrollerin uyku 6ncesi alinan kalsiyuma
bagli noral aktivitede kalsiyumun biiyiikliigiintin uyku 6ncesi yash saglikli kontrolde
artt1ig1 bulunmustur. Bu mekanizmanin Alzheimer iizerindeki etkisinin klirense dayali
bir degisim  gostermedigini, dalgamin  biyiikligline etki  yapmadigim

diistindiirmektedir.

Sunulan bu tezde, glutamat eksitotoksisitesinin hipokampal noéronlar iizerine
olas1 etkisini arastirildi. Eksitotoksisite, uyarici glutamatin hiicre dis1 boslukta asiri
birikmesi merkezi sinir sisteminde néronal bozulmayla karakterize bir terimdir (111).
Inme, hipoglisemi, travma ve epilepsi gibi akut rahatsizliklar ve Huntington hastalig:,
Alzheimer hastaligi gibi kronik ndrodejeneratif durumlarin patogenezinde glutamat
uyarict amino asitlerden biri olan glutamatin asir1 uyarilmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir igin reseptorlerin asirt uyarilmasindan kaynaklanabilir (112).
Glutamat beyindeki baslica uyarici nérotransmiterdir ve spesifik membran reseptorleri
ile etkilesimleri, bilis, hafiza, hareket ve duyum gibi bir¢ok norolojik fonksiyondan
sorumludur. Uyku Oncesi ve sonrasi alinan plazma deneylerinde hipokampal
noronlar1 plazma maruziyetini takiben 1 saat sonunda glutamata 1 saat boyunca
maruz birakarak yapilan deneylerde kalsiyuma bagli etkin hiicre sayisinin noéronal

aktiviteleri incelendi. Buna gore etkin hiicre sayisinda kontrol grubunun uyku
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oncesinde plazmanin kalsiyum aktivitesini arttirdigi goriiliirken glutamata maruz
birakilan kalsiyum aktivitesinin azaldig1 gézlemlenmektedir. Alzheimer grubunda da
etkin hiicre sayisinda uyku oncesi plazma verildigi durumda kalsiyum aktivitesinin
yaklasik %10 arttig1 izlenirken, glutamatin aktiviteyi %3 civarinda azalttig
gbozlemlenmistir. Bu diislistin  glutamat eksitotoksisitesine bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Glutamata maruziyetin kalsiyum aktivitesinde etkin hiicre sayisini
diisiirmede noronlar sigirip aktivitelerinin yanip parlak sekilde kalmasi1 goriintiileri
alinan aktivitelerde de saptanmistir. Bu azalmay1 eksitotoksisiteye bagl olabilecegi

yoniinde destekler niteliktedir.

Paravenoz akis yoluyla temizleme, norodejeneratif kosullarla ilgili proteinlerin
hiicre dis1 seviyelerini de diizenleyebilir, bunun bozulmasi, belki de ¢Oziiniir
proteinlerin yanlis birikmesine sebebiyet verebilir. Protein tiiretimi ve klirens
arasindaki dengesizlik, proteinopatiler sirasinda agregasyona katkida bulunan
potansiyel bir mekanizma olarak klirensin bozulmasina neden olmustur (113). Yakin
zamanda AQP4 ve AH ile ilgili ¢alismalarda (114) bozulmus glimfatik fonksiyonun
yaslanan beyni anormal protein birikimine kars1 savunmasiz hale getirmede bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle, glimfatik degisiklikleri ve sivi
hareketine yonelik AQP4 kaynakli diizensizlikleri gorsellestirme yetenegi, AH
beyninde protein birikiminden Onceki degisiklikler hakkinda 6nemli bilgiler
saglayabilir. Daha Onceki caligmalar genetik bilimi lizerine yogunlagmistir. AH'li
insan  deneklerde yapilan genetik caligmalar, AQP4'teki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP), AH biyobelirtegleri ile anlamli iligkiler gosterdikleri igin
AQP4'lin astrositik u¢ ayaklart iizerinde ¢alismak AH durumunu 6ngorebilecegini
ortaya koymustur (115). Boyle bir aday, AQP4'i membrana baglayan distrobrevin’i
(DTNA) ilgi c¢ekici bir gen kilmaktadir. Yakin zamanda yapilan genetik ve
ekspresyon calismalari, DTNA'nin AQP4'e benzer bir gelisimsel ekspresyon profili
paylastigini (116) ve DTNA'nin Alzheimer hastalarinda hipokampal ekspresyonunun
yiikseldigini, bu yiikselmenin DTNA'daki P-tau patolojisi ile iligkili oldugunu ortaya
koymustur. Bu calismalar 1s18inda protein c¢alismalart hastaligin aydinlatilmasi
konusunda 6nemli bir yer tutmaktadir. Proteomiks caligsmalar1 son zamanlarda

bilimde ragbet goren protein tanimlamalarini agiga cikaran yeni ilgici ¢ekici bir
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alandir. AH tedavisi i¢in yeni fikirler gelistirmede proteomiks calismalarinin

genisletilmesi i¢in ihtiyatli bir alan haline gelmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, LC-MS/MS yo6ntemi ile uyku dncesi ve sonrasi plazma
protein analizleri gergeklestirilmistir. Protein tanimlar1 gruplar aras1 uyku oncesi ve
sonrasi karsilagtirmalarinda 800’den fazla protein bulunmustur. Fakat ¢alismanin
analizlerinde protein sayilari t-testine bagli olarak anlamli olan ve ayni zamanda
maksimum katlanma degisiminin 1.4 ten biiyiikk oldugu proteinler dahil edilmistir.
Anlamli olan proteinlerde beyinde ekspresyonun varligi, anatomik agidan bir bolgeye
Ozgiil olmasi ve tek bir hiicreye 6zgiil bir protein olup olmamasi bakimimdan The
Human Protein Atlas sitesinden (https://www.proteinatlas.org/) bu o6zellikler
dogrultusunda arastirildi. Kontrol grubunun uyku 6ncesinde uyku sonrasina gore
daha fazla bulunan proteinler incelendiginde profilin-1 proteinin ayni zamanda
Alzheimer hastalarinin kontrollere gore uyku sonrasinda fazla olan protein listesinde
de ortak olarak varligi bulunmustur. Glutamate-rich protein 6’nin da Alzheimer
hastalarinin uyku sonrasi uyku dncelerine gére fazla olan protein listesinde ve ayni
zamanda Alzheimer uyku sonrasi proteinlerinin kontrollere gore fazla oldugu listede
var oldugu bulunmustur. Zinc finger protein 713 Alzheimer hastalarinda hem uyku
oncesi hem de uyku sonrasi protein listesinde bulunmustur. Bu proteinin Alzheimer

hastaligi ile iligkili oldugu ¢aligmalar mevcuttur (117).

Proteomiks sonuglar1 sonrasi protein siniflandirmalarina olanak veren bazi veri
tabanlart ile bulgularimizi daha detayli arastirma firsati bu yontem ile saglanmustir.
Protein analizleri sonucunda Alzheimer hastalarinin kontrollere gore yiiksek ¢ikan
uyku sonrasi plazma proteinlerinde PANTHER simiflandirma sistemi ile molekiiler
fonksiyonlarinda daha ¢ok baglanma ve katalitik islevlerde gorev aldigi bulunmustur.
Bu veri tabani biyolojik siireclerin de analizlerine olanak vermistir. Uyku sonrasi
plazma proteinlerinde yaygin olarak hiicresel siiregler, lokalizasyon ve biyolojik
regiilasyonda ilgili proteinler yer almaktadir. Protein siniflandirmada da yaygin bir
sekilde sitoskletal protein ve destek/adaptor ptoteini olarak smiflandirilmaktadir.
Hiicre i¢i sinyal molekiili ve RNA metabolizmast proteini olarak ayrica
siiflandirilmistir. Bu veritabaninin ¢aligmalara sagladigi en iyi fonksiyonlardan biri

yolak analizi gostermesidir. Yolak analizinde kendi ¢alismamizin sonuglari ile
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uyumlu bir sekilde nérodejeneratif hastaliklar karsimiza ¢ikmaktadir. Huntington ve
Alzheimer hastaligi-amiloid sekretaz yolu uyku sonrasi plazma proteinlerinde
bulunmustur. Bu ¢alismalar birlikte, AD ve diger tauopatileri dnlemeye yonelik bir
miidahale olarak saglikli bir uyku-uyaniklik dongiisiiniin Onemini arastirmamiz

gerektigini onermektedir.

Protein analizleri sonucunda Alzheimer hastalarinin kontrollere gore yiiksek
c¢ikan uyku sonrast plazma proteinlerinde PANTHER smiflandirma sistemi ile
molekiiler fonksiyonlarinda daha ¢ok baglanma ve katalitik islevlerde gorev aldigi
bulunmustur. Bu veri tabani1 biyolojik siireglerin de analizlerine olanak vermistir.
Uyku sonras1 plazma proteinlerinde yaygin olarak hiicresel siiregler, lokalizasyon ve
biyolojik regiilasyonda ilgili proteinler yer almaktadir. Protein siniflandirmada da
yaygin bir  sekilde sitoskletal protein ve  destek/adaptér ptoteini olarak
siniflandirilmaktadir. Hiicre i¢i sinyal molekiilii ve RNA metabolizmasi proteini
olarak ayrica siniflandirilmistir.  Bu veritabaninin g¢alismalara sagladigi en iyi
fonksiyonlardan biri yolak analizi gostermesidir. Yolak analizinde kendi
calismamizin sonuglart ile uyumlu bir sekilde nérodejeneratif hastaliklar karsimiza
¢ikmaktadir. Huntington ve Alzheimer hastaligi-amiloid sekretaz yolu uyku sonrasi
plazma proteinlerinde bulunmustur. Bu c¢alismalar birlikte, AD ve diger tauopatileri
onlemeye yonelik bir miidahale olarak saglikli bir uyku-uyaniklik dongiisiiniin

Oonemini aragtirmamiz gerektigini 6nermektedir.
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8. SONUC

Bu tezde sunulan ¢alisma, Alzheimer hastalig1 biyolojisinde yeni bir arastirma
koluna odaklanmaktadir. Alzheimer hastalarinin uyku Oncesi ve sonrasi farkli
bulunan plazma proteom profillerinin primer hipokampal hiicre kiiltiir deneylerinde
kalsiyuma bagli degisen noronal aktivitede farkliliklar saptanmistir. Kalsiyuma bagli
noronal aktivitedeki glutamata maruziyetin bu farkliliga neden olabilecek glutamat
eksitotoksisitene dair sonuglar elde edilmistir. Bu baglamda, Alzheimer hastaliginin
arastirilmasinda proteomiks biliminin ilerleyen yillarda 6nemli bir tan1 aract olma
yoniinde 6nem kazacaktir. Calismamizin LC-MS/MS analizlerine gore ¢ikan Zinc
finger proteinin Alzheimer ile iliskili oldugu bulunmustur. Sunulan bu tezde, ¢ikan
ylizlerce proteinin detayli arastirilmasi sonucunda biyobelirte¢ bulunabilecegi
yoniinde sonuglar saptanmistir. Kalsiyuma bagli noronal aktivedeki degisimin iki
farkli zamanda alinan plazma orneklerine gore degismesi 6zellikle aktivitenin uyku
oncesinde alinan plazmalarda anlamli farklar bulunmasi litaratiirde az karsilagilan
insan glimfatik caligmalara yol gosterici olacagi disiiniilmektedir. Glimfatik
aragtirmalari, sinirbilim aragtirma alaninda yeni fakat hizla gelisen bir konudur. Bu
sistemin yeni ¢agin Onemli yontemlerinden biri olan proteomiks biliminden
yararlanilarak hem klinik hem de temel bilim arastirmalarinin beraber yapilmasi gibi
translasyonel c¢alismalarla arastirmanin ilerlemesi agisindan faydali olacagi
ongoriilmektedir. Ileri ki calismalarda geng saglikli kontrol, hafif bilissel bozukluk
tanil1 hastalarla ayn1 zamanda diger norodejeneratif hastaliklarda uyku once ve
sonrast plazma proteom profillerinin in vitro ndronal aktivite lizerindeki etkilerini
incelemek nérodejeneratif hastaliklarin temelinde yatan prognozun anlagilmasina 1s1k

tutacaktir.

121



9. KAYNAKLAR

1. Cass SP. Alzheimer's Disease and Exercise: A Literature Review. Curr Sports
Med Rep. 2017;16(1):19-22.

2. Yu TW, Lane HY, Lin CH. Novel Therapeutic Approaches for Alzheimer's
Disease: An Updated Review. Int J Mol Sci. 2021;22(15).

3. Baharudin AD, Din NC, Subramaniam P, Razali RIBph. The associations
between behavioral-psychological symptoms of dementia (BPSD) and coping
strategy, burden of care and personality style among low-income caregivers of
patients with dementia. 2019;19(4):1-12.

4, Hansen NJFin. Brain stimulation for combating Alzheimer’s disease.
2014:5:80.

5. Duncan MJ, Veasey SC, Zee P. Editorial: Roles of Sleep Disruption and
Circadian Rhythm Alterations on Neurodegeneration and Alzheimer's Disease. Front
Neurosci. 2021;15:737895.

6. Uddin MS, Tewari D, Mamun AA, Kabir MT, Niaz K, Wahed M|, et al.
Circadian and sleep dysfunction in Alzheimer's disease. Ageing Res Rev.
2020;60:101046.

7. Wang C, Holtzman DMJN. Bidirectional relationship between sleep and
Alzheimer’s disease: role of amyloid, tau, and other factors. 2020;45(1):104-20.

8. Sun BL, Wang LH, Yang T, Sun JY, Mao LL, Yang MF, et al. Lymphatic
drainage system of the brain: A novel target for intervention of neurological diseases.
Prog Neurobiol. 2018;163-164:118-43.

9. Jessen NA, Munk AS, Lundgaard I, Nedergaard M. The Glymphatic System:
A Beginner's Guide. Neurochem Res. 2015;40(12):2583-99.

10.  Hippius H, Neundorfer G. The discovery of Alzheimer's disease. Dialogues
Clin Neurosci. 2003;5(1):101-8.

11. Crous-Bou M, Minguillén C, Gramunt N, Molinuevo JLJAsr, therapy.
Alzheimer’s disease prevention: from risk factors to early intervention. 2017;9(1):1-
9.

12.  Weller J, Budson A. Current understanding of Alzheimer's disease diagnosis
and treatment. F1000Res. 2018;7.

13. Niikura T, Tajima H, Kita Y. Neuronal cell death in Alzheimer's disease and
a neuroprotective factor, humanin. Curr Neuropharmacol. 2006;4(2):139-47.

14.  Gilman S. Alzheimer's disease. Perspect Biol Med. 1997;40(2):230-45.

15. Szarka A. [THE ROLE OF beta-AMYLOID AND MITOCHONDRIAL
DYSFUNCTION IN THE PATHOGENESIS OF ALZHEIMER'S DISEASE].
Ideggyogy Sz. 2015;68(7-8):222-8.

16. Eratne D, Loi SM, Farrand S, Kelso W, Velakoulis D, Looi JC. Alzheimer's
disease: clinical update on epidemiology, pathophysiology and diagnosis. Australas
Psychiatry. 2018;26(4):347-57.

17. Buchanan H, Mackay M, Palmer K, Tothova K, Katsur M, Platt B, et al.
Synaptic Loss, ER Stress and Neuro-Inflammation Emerge Late in the Lateral
Temporal Cortex and Associate with Progressive Tau Pathology in Alzheimer’s
Disease. Molecular Neurobiology. 2020;57(8):3258-72.

18.  Counil H, Krantic S. Synaptic Activity and (Neuro)Inflammation in
Alzheimer’s Disease: Could Exosomes be an Additional Link? Journal of
Alzheimer's Disease. 2020;74:1029-43.

122



19.  van Duijn CM, Tanja TA, Haaxma R, Schulte W, Saan RJ, Lameris AJ, et al.
Head trauma and the risk of Alzheimer's disease. American journal of epidemiology.
1992;135(7):775-82.

20.  Vogt BA, Vogt LJ, Hof PR. 10 - Patterns of Cortical Neurodegeneration in
Alzheimer's Disease: Subgroups, Subtypes, and Implications for Staging Strategies.
In: Hof PR, Mobbs CV, editors. Functional Neurobiology of Aging. San Diego:
Academic Press; 2001. p. 111-29.

21. Sheppard O CM. Alzheimer’s Disease: Etiology, Neuropathology and
Pathogenesis. Sheppard O, Coleman M Alzheimer’s Disease: Etiology,
Neuropathology and Pathogenesis In: Huang X, editor Alzheimer’s Disease: Drug
Discovery [Internet] Brisbane (AU): Exon Publications; 2020 Dec 18 Chapter 1.
2020.

22. Hunsberger HC, Pinky PD, Smith W, Suppiramaniam V, Reed MN. The role
of APOE4 in Alzheimer's disease: strategies for future therapeutic interventions.
Neuronal signaling. 2019;3(2):Ns20180203.

23.  Schrijvers EM, Verhaaren BF, Koudstaal PJ, Hofman A, Ikram MA, Breteler
MM. Is dementia incidence declining?: Trends in dementia incidence since 1990 in
the Rotterdam Study. Neurology. 2012;78(19):1456-63.

24. Masters CL, Bateman R, Blennow K, Rowe CC, Sperling RA, Cummings JL.
Alzheimer's disease. Nature Reviews Disease Primers. 2015;1(1):15056.

25.  Talwar P, Sinha J, Grover S, Rawat C, Kushwaha S, Agarwal R, et al.
Dissecting Complex and Multifactorial Nature of Alzheimer’s Disease Pathogenesis:
a Clinical, Genomic, and Systems Biology Perspective. Molecular Neurobiology.
2016;53(7):4833-64.

26.  Cuyvers E, Sleegers K. Genetic variations underlying Alzheimer's disease:
evidence from genome-wide association studies and beyond. The Lancet Neurology.
2016;15(8):857-68.

27.  FanL, Mao C, Hu X, Zhang S, Yang Z, Hu Z, et al. New Insights Into the
Pathogenesis of Alzheimer's Disease. 2020;10.

28.  Glenner GG, Wong CW. Alzheimer's disease: initial report of the purification
and characterization of a novel cerebrovascular amyloid protein. 1984. Biochem
Biophys Res Commun. 2012;425(3):534-9.

29. Chen GF, Xu TH, Yan Y, Zhou YR, Jiang Y, Melcher K, et al. Amyloid beta:
structure, biology and structure-based therapeutic development. Acta Pharmacol Sin.
2017;38(9):1205-35.

30.  Weingarten MD, Lockwood AH, Hwo SY, Kirschner MW. A protein factor
essential for microtubule assembly. Proc Natl Acad Sci U S A. 1975;72(5):1858-62.
31.  Wood JG, Mirra SS, Pollock NJ, Binder LI. Neurofibrillary tangles of
Alzheimer disease share antigenic determinants with the axonal microtubule-
associated protein tau (tau). Proc Natl Acad Sci U S A. 1986;83(11):4040-3.

32.  Woerman AL, Aoyagi A, Patel S, Kazmi SA, Lobach I, Grinberg LT, et al.
Tau prions from Alzheimer's disease and chronic traumatic encephalopathy patients
propagate in cultured cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(50):E8187-E96.
33. Poorkaj P, Bird TD, Wijsman E, Nemens E, Garruto RM, Anderson L, et al.
Tau is a candidate gene for chromosome 17 frontotemporal dementia. Ann Neurol.
1998;43(6):815-25.

34.  Hanoglu LA, B. Alzheimer Hastaliginin Klinik Tanis1 Bak 1 rkdy Ruh ve
Sinir Hastal 1 klar1 Hastanesi 1 Noroloji Klinigi.

123



35. McKhann G, Drachman D, Folstein M, Katzman R, Price D, Stadlan EM.
Clinical diagnosis of Alzheimer's disease: report of the NINCDS-ADRDA Work
Group under the auspices of Department of Health and Human Services Task Force
on Alzheimer's Disease. Neurology. 1984;34(7):939-44.

36.  American Psychiatric Association (APA). Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders. Arlington, VA. 2013;Fifth Edition.

37. Knierim JJ. The hippocampus. Curr Biol. 2015;25(23):R1116-21.

38. Iiff JJ, Wang M, Liao Y, Plogg BA, Peng W, Gundersen GA, et al. A
paravascular pathway facilitates CSF flow through the brain parenchyma and the
clearance of interstitial solutes, including amyloid B. 2012;4(147):147ral 1-rall.
39. Nakada T. Virchow-Robin space and aquaporin-4: new insights on an old
friend. Croat Med J. 2014;55(4):328-36.

40. Nakada T, lgarashi H, Suzuki Y, Kwee I. Alzheimer Patients Show
Significant Disturbance in Water Influx into CSF Space Strongly Supporting -
amyloid Clearance Hypothesis (S58. 001). AAN Enterprises; 2014.

41. BuzsAk GJJosr. Memory consolidation during sleep: a neurophysiological
perspective. 1998;7(S1):17-23.

42.  Xiel, Kang H, Xu Q, Chen MJ, Liao Y, Thiyagarajan M, et al. Sleep drives
metabolite clearance from the adult brain. 2013;342(6156):373-7.

43. Bower NI, Hogan BM. Brain drains: new insights into brain clearance
pathways from lymphatic biology. J Mol Med (Berl). 2018;96(5):383-90.

44.  Zisapel N. New perspectives on the role of melatonin in human sleep,
circadian rhythms and their regulation. Br J Pharmacol. 2018;175(16):3190-9.

45. Lowrey PL, Takahashi JS. Mammalian circadian biology: elucidating
genome-wide levels of temporal organization. Annu Rev Genomics Hum Genet.
2004;5:407-41.

46.  Abbott SM, Zee PC. Irregular Sleep-Wake Rhythm Disorder. Sleep Med
Clin. 2015;10(4):517-22.

47. Rijo-Ferreira F, Takahashi JS. Genomics of circadian rhythms in health and
disease. Genome Medicine. 2019;11(1):82.

48. Holth JK, Fritschi SK, Wang C, Pedersen NP, Cirrito JR, Mahan TE, et al.
The sleep-wake cycle regulates brain interstitial fluid tau in mice and CSF tau in
humans. 2019;363(6429):880-4.

49, Musiek ES, Bhimasani M, Zangrilli MA, Morris JC, Holtzman DM, Ju Y-
ESJJn. Circadian rest-activity pattern changes in aging and preclinical Alzheimer
disease. 2018;75(5):582-90.

50.  Vosko AM, Colwell CS, Avidan AY. Jet lag syndrome: circadian
organization, pathophysiology, and management strategies. Nat Sci Sleep.
2010;2:187-98.

51. Rahmati V, Kirmse K, Markovic D, Holthoff K, Kiebel SJ. Inferring
Neuronal Dynamics from Calcium Imaging Data Using Biophysical Models and
Bayesian Inference. PLoS Comput Biol. 2016;12(2):e1004736.

52. Grienberger C, Konnerth A. Imaging calcium in neurons. Neuron.
2012;73(5):862-85.

53. Dulhunty AF. Excitation-contraction coupling from the 1950s into the new
millennium. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2006;33(9):763-72.

54. Orrenius S, Zhivotovsky B, Nicotera P. Regulation of cell death: the calcium-
apoptosis link. Nat Rev Mol Cell Biol. 2003;4(7):552-65.

124



55. Berridge MJ, Bootman MD, Roderick HL. Calcium signalling: dynamics,
homeostasis and remodelling. Nat Rev Mol Cell Biol. 2003;4(7):517-29.

56.  Gobel W, Helmchen F. In vivo calcium imaging of neural network function.
Physiology (Bethesda). 2007;22:358-65.

57. Luo L, Callaway EM, Svoboda K. Genetic dissection of neural circuits.
Neuron. 2008;57(5):634-60.

58. Paredes RM, Etzler JC, Watts LT, Zheng W, Lechleiter JD. Chemical
calcium indicators. Methods. 2008;46(3):143-51.

59. Kao J, TSIEN RYJBJ. Ca2+ binding kinetics of fura-2 and azo-1 from
temperature-jump relaxation measurements. 1988;53(4):635-9.

60.  Jezek P, Hanus J, Semrad C, Garlid KDJJoBC. Photoactivated azido fatty
acid irreversibly inhibits anion and proton transport through the mitochondrial
uncoupling protein. 1996;271(11):6199-205.

61. Gee KR, Brown K, Chen WU, Bishop-Stewart J, Gray D, Johnson 1JCc.
Chemical and physiological characterization of fluo-4 Ca2+-indicator dyes.
2000;27(2):97-106.

62.  Zhong C, Schleifenbaum J. Genetically Encoded Calcium Indicators: A New
Tool in Renal Hypertension Research. 2019;6.

63.  Ashley C, Ridgway EJN. Simultaneous recording of membrane potential,
calcium transient and tension in single muscle fibres. 1968;219(5159):1168-9.

64.  Arun K, Kaul C, Ramarao PJJop, methods t. Green fluorescent proteins in
receptor research: an emerging tool for drug discovery. 2005;51(1):1-23.

65. Dombeck DA, Harvey CD, Tian L, Looger LL, Tank DWJNn. Functional
imaging of hippocampal place cells at cellular resolution during virtual navigation.
2010;13(11):1433-40.

66. Nakai J, Ohkura M, Imoto KJNb. A high signal-to-noise Ca2+ probe
composed of a single green fluorescent protein. 2001;19(2):137-41.

67.  Tian L, Hires SA, Mao T, Huber D, Chiappe ME, Chalasani SH, et al.
Imaging neural activity in worms, flies and mice with improved GCaMP calcium
indicators. 2009;6(12):875-81.

68. Dong X-x, Wang Y, Qin Z-h. Molecular mechanisms of excitotoxicity and
their relevance to pathogenesis of neurodegenerative diseases. Acta pharmacologica
Sinica. 2009;30(4):379-87.

69. Olloquequi J, Cornejo-Cordova E, Verdaguer E, Soriano FX, Binvignat O,
Auladell C, et al. Excitotoxicity in the pathogenesis of neurological and psychiatric
disorders: Therapeutic implications. Journal of psychopharmacology (Oxford,
England). 2018;32(3):265-75.

70.  Scott DB, Ehlers MD. Glutamate Receptors, lonotropic. In: Lennarz WJ,
Lane MD, editors. Encyclopedia of Biological Chemistry. New York: Elsevier; 2004.
p. 213-9.

71. Choi DWJJoN. lonic dependence of glutamate neurotoxicity. 1987;7(2):369-
79.

72. Hara MR, Snyder SHJARPT. Cell signaling and neuronal death.
2007;47:117-41.

73. Mattson MP. Chapter 11 - Excitotoxicity. In: Fink G, editor. Stress:
Physiology, Biochemistry, and Pathology: Academic Press; 2019. p. 125-34.

125



74.  Abramov AY, Duchen MRJBeBA-B. Mechanisms underlying the loss of
mitochondrial membrane potential in glutamate excitotoxicity. 2008;1777(7-8):953-
64.

75. Prentice H, Modi JP, Wu J-Y. Mechanisms of Neuronal Protection against
Excitotoxicity, Endoplasmic Reticulum Stress, and Mitochondrial Dysfunction in
Stroke and Neurodegenerative Diseases. Oxidative medicine and cellular longevity.
2015;2015:964518-.

76.  Agrawal GK, Sarkar A, Righetti PG, Pedreschi R, Carpentier S, Wang T, et
al. A decade of plant proteomics and mass spectrometry: translation of technical
advancements to food security and safety issues. Mass Spectrom Rev.
2013;32(5):335-65.

77.  Wilkins MR, Sanchez JC, Gooley AA, Appel RD, Humphery-Smith I,
Hochstrasser DF, et al. Progress with proteome projects: why all proteins expressed
by a genome should be identified and how to do it. Biotechnol Genet Eng Rev.
1996;13:19-50.

78. Holman JD, Dasari S, Tabb DL. Informatics of protein and posttranslational
modification detection via shotgun proteomics. Methods Mol Biol. 2013;1002:167-
79.

79. Al-Amrani S, Al-Jabri Z, Al-Zaabi A, Alshekaili J, Al-Khabori M.
Proteomics: Concepts and applications in human medicine. World J Biol Chem.
2021;12(5):57-609.

80.  Vercauteren FG, Bergeron JJ, Vandesande F, Arckens L, Quirion R.
Proteomic approaches in brain research and neuropharmacology. Eur J Pharmacol.
2004;500(1-3):385-98.

81.  Wolters DA, Washburn MP, Yates JR, 3rd. An automated multidimensional
protein identification technology for shotgun proteomics. Anal Chem.
2001;73(23):5683-90.

82.  Cutler P. Protein arrays: the current state-of-the-art. Proteomics. 2003;3(1):3-
18.

83. Yoithapprabhunath TR, Nirmal RM, Santhadevy A, Anusushanth A,
Charanya D, Rojiluke, et al. Role of proteomics in physiologic and pathologic
conditions of dentistry: Overview. J Pharm Bioallied Sci. 2015;7(Suppl 2):S344-9.
84. Hartmann C, Smeyers-Verbeke J, Massart DL, McDowall RD. Validation of
bioanalytical chromatographic methods. J Pharm Biomed Anal. 1998;17(2):193-218.
85.  Castano EM, Maarouf CL, Wu T, Leal MC, Whiteside CM, Lue LF, et al.
Alzheimer disease periventricular white matter lesions exhibit specific proteomic
profile alterations. Neurochem Int. 2013;62(2):145-56.

86. Begcevic I, Kosanam H, Martinez-Morillo E, Dimitromanolakis A,
Diamandis P, Kuzmanov U, et al. Semiquantitative proteomic analysis of human
hippocampal tissues from Alzheimer's disease and age-matched control brains. Clin
Proteomics. 2013;10(1):5.

87.  Seyfried NT, Dammer EB, Swarup V, Nandakumar D, Duong DM, Yin L, et
al. A Multi-network Approach Identifies Protein-Specific Co-expression in
Asymptomatic and Symptomatic Alzheimer's Disease. Cell Syst. 2017;4(1):60-72 e4.
88. Bereczki E, Branca RM, Francis PT, Pereira JB, Baek JH, Hortobagyi T, et
al. Synaptic markers of cognitive decline in neurodegenerative diseases: a proteomic
approach. Brain. 2018;141(2):582-95.

126



89. Drummond E, Wisniewski T. Using Proteomics to Understand Alzheimer's
Disease Pathogenesis. In: Wisniewski T, editor. Alzheimer's Disease. Brisbane
(AU)20109.

90. Braun P, Gingras AC. History of protein-protein interactions: from egg-white
to complex networks. Proteomics. 2012;12(10):1478-98.

91.  Yan C, WuF, Jernigan RL, Dobbs D, Honavar V. Characterization of
protein-protein interfaces. Protein J. 2008;27(1):59-70.

92. Morris JC. The Clinical Dementia Rating (CDR): current version and scoring
rules. Neurology. 1993;43(11):2412-4.

93.  Gungen C, Ertan T, Eker E, Yasar R, Engin F. [Reliability and validity of the
standardized Mini Mental State Examination in the diagnosis of mild dementia in
Turkish population]. Turk Psikiyatri Derg. 2002;13(4):273-81.

94.  Bostan S. Mikro Elektrot Diizenegi Ve Optogenetik Araglar Kullanilarak
Hipokampal Néronlarda Bellek Olusumunun Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi
Istanbul Medipol Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul. 2020:18-22.

95. Louis KS, Siegel AC. Cell viability analysis using trypan blue: manual and
automated methods. Methods Mol Biol. 2011;740:7-12.

96.  Croce N, Bernardini S, Di Cecca S, Caltagirone C, Angelucci F.
Hydrochloric acid alters the effect of L-glutamic acid on cell viability in human
neuroblastoma cell cultures. J Neurosci Methods. 2013;217(1-2):26-30.

97. Li Y, Chen X, Dzakpasu R, Conant K. Dopamine-dependent effects on basal
and glutamate stimulated network dynamics in cultured hippocampal neurons. J
Neurochem. 2017;140(4):550-60.

98.  Schindelin J, Arganda-Carreras I, Frise E, Kaynig V, Longair M, Pietzsch T,
et al. Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. Nat Methods.
2012;9(7):676-82.

99.  Cantu DA, Wang B, Gongwer MW, He CX, Goel A, Suresh A, et al.
EZcalcium: Open-Source Toolbox for Analysis of Calcium Imaging Data. Front
Neural Circuits. 2020;14:25.

100. Beker MC, Caglayan B, Caglayan AB, Kelestemur T, Yalcin E, Caglayan A,
et al. Interaction of melatonin and Bmal1l in the regulation of PISBK/AKT pathway
components and cellular survival. Sci Rep. 2019;9(1):19082.

101. Sibai M, Altuntas E, Suzek BE, Sahin B, Parlayan C, Ozturk G, et al.
Comparison of protein expression profile of limb regeneration between neotenic and
metamorphic axolotl. Biochem Biophys Res Commun. 2020;522(2):428-34.

102. Cohen J. Statistical power analysis for the behavioral sciences. 2nd ed.
Hillsdale, N.J.: L. Erlbaum Associates; 1988. xxi, 567 p. p.

103. Rajan KB, Weuve J, Barnes LL, McAninch EA, Wilson RS, Evans DA.
Population estimate of people with clinical Alzheimer's disease and mild cognitive
impairment in the United States (2020-2060). Alzheimers Dement.
2021;17(12):1966-75.

104. Rosch RE, Hunter PR, Baldeweg T, Friston KJ, Meyer MP. Calcium imaging
and dynamic causal modelling reveal brain-wide changes in effective connectivity
and synaptic dynamics during epileptic seizures. PLoS Comput Biol.
2018;14(8):€1006375.

105.  Arnardottir ES, Nikonova EV, Shockley KR, Podtelezhnikov AA, Anafi RC,
Tanis KQ, et al. Blood-gene expression reveals reduced circadian rhythmicity in
individuals resistant to sleep deprivation. 2014;37(10):1589-600.

127



106. Xie L, Kang H, Xu Q, Chen MJ, Liao Y, Thiyagarajan M, et al. Sleep drives
metabolite clearance from the adult brain. Science. 2013;342(6156):373-7.

107. Ringstad G, Vatnehol SAS, Eide PK. Glymphatic MRI in idiopathic normal
pressure hydrocephalus. Brain. 2017;140(10):2691-705.

108. Eide PK, Vatnehol SAS, Emblem KE, Ringstad G. Magnetic resonance
imaging provides evidence of glymphatic drainage from human brain to cervical
lymph nodes. Sci Rep. 2018;8(1):7194.

109. Eide PK, Ringstad G. Delayed clearance of cerebrospinal fluid tracer from
entorhinal cortex in idiopathic normal pressure hydrocephalus: A glymphatic
magnetic resonance imaging study. J Cereb Blood Flow Metab. 2019;39(7):1355-68.
110. Thrane AS, Rangroo Thrane V, Nedergaard M. Drowning stars: reassessing
the role of astrocytes in brain edema. Trends Neurosci. 2014;37(11):620-8.

111. Michaels RL, Rothman SM. Glutamate neurotoxicity in vitro: antagonist
pharmacology and intracellular calcium concentrations. J Neurosci. 1990;10(1):283-
92.

112. Lipton SA, Rosenberg PA. Excitatory amino acids as a final common
pathway for neurologic disorders. N Engl J Med. 1994;330(9):613-22.

113. LimJ, Yue Z. Neuronal aggregates: formation, clearance, and spreading. Dev
Cell. 2015;32(4):491-501.

114. Zeppenfeld DM, Simon M, Haswell JD, D'Abreo D, Murchison C, Quinn JF,
et al. Association of Perivascular Localization of Aquaporin-4 With Cognition and
Alzheimer Disease in Aging Brains. JAMA Neurol. 2017;74(1):91-9.

115. Burfeind KG, Murchison CF, Westaway SK, Simon MJ, Erten-Lyons D,
Kaye JA, et al. The effects of noncoding aquaporin-4 single-nucleotide
polymorphisms on cognition and functional progression of Alzheimer's disease.
Alzheimers Dement (N Y). 2017;3(3):348-59.

116. Simon MJ, Murchison C, Iliff JJ. A transcriptome-based assessment of the
astrocytic dystrophin-associated complex in the developing human brain. J Neurosci
Res. 2018;96(2):180-93.

117. BuS,LvY,LiuY, Qiao S, Wang H. Zinc Finger Proteins in Neuro-Related
Diseases Progression. Front Neurosci. 2021;15:760567.

128



10.EKLER

BILGILENDIRILMIiS ONAM FORMU

Bu aragtirmanin amaci, Alzheimer hastaligi (demans/bunama) altinda yatan
mekanizmalarin laboratuvar ortaminda arastirilmasi ve hastaligin altinda yatan olasi
sebeplerin agiklanarak yeni tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi i¢in kaynak
olusturmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda invitro diizeyde hedef ndrotoksik B amiloid
proteininin meydana getirdigi etki hem gilindiiz hem de gece olmak iizere iki farkli

zaman agisindan incelenecektir.

Arastirmaya katilmay1 kabul ettiginiz takdirde sizlerden hem giindiiz hem de gece
olmak iizere iki farkli zaman agisindan 10 mililitre kan 6rnegi alinacaktir. Isminiz

tamamen gizli tutulacaktr.

Ayrica hastalarin kognitif diizeylerini degerlendirmek acisindan hastalara uzman
noropsikolog tarafindan noropsikolojik testler uygulanacaktir. Noropsikolojik
degerlendirmeyi iceren testler, hasta- hasta olmayan kisilerin noropsikolojik
potansiyellerin agiga cikarilmasi ve tantya yonelik ¢ikarim yapilmasina yonelik
olacaktir. Uygulanan noropsikolojik  testlerin  herhangi bir yan etkisi

bulunmamaktadir.

Yapmak istedigimiz arastirmanin Size risk getirmesi beklenmemektedir. Kan
aldirmanin genelde higbir zarari olmamasina karsin, nadiren ve ¢ok az kanama ve

morarmaya yol agabilir.

Sizden alman 6rnek ileride baska calismalar icin de Kullanilabilir. Istediginiz zaman
calismaya katilmaktan vazgecebilirsiniz. Bu durumda sizden almis oldugumuz 6rnek
imha edilecektir. Ayn1 sekilde noropsikolojik test sonuglarnizda tigiincii sahislarla

paylasilmayacaktir.

Bu calismada yer almak tamamen sizin iste§inize baghdir. Sizden veya giivence
alinda bulundugunuz herhangi bir kurum ve kurulus tarafindan Odeme
alinmamaktadir ve size herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Arastirmada yer almay1
reddedebilir ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum

herhangi bir cezaya ya da sizin yarariniza engel duruma yol ac¢mayacaktir.
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Arastirmaci bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda sizi arastirmadan ¢ikarabilir.
Arastirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢galismadan ¢ekilmeniz ya da
arastirmaci tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse
bilimsel amagla kullanilabilecektir. Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli
tutulacaktir. Arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak
aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar, ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde tibbi bilgilerinize

ulasabilirsiniz.
Calismaya Katilma Onay1

Yukarida goniilliiye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri okudum. Aklima
gelen tiim sorulari arastirmaciya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tim
aciklamalar1 ayrintiyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay: isteyip
istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda,
bana ait tibbi bilgilerin gézden gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda
arastirma yliriitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan
katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik igerisinde

kabul ediyorum. Goniilliiniin:

Ad1 Soyad:

Adresi:

Tel:

Tarih ve imza :

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin:
Ad1 Soyad:

Adresi:

Tel:

Tarih ve imza :

Arastirma yapan arastirmacinin :
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Adi1 Soyad:
Gorevi:
Adresi:

Tel:

Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

/gdriigme taniginin:
Adi Soyadi:

Gorev :

Adresi:

Tel:

Tarih ve Imza:
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ISTANBUL MEDIPOL UNiVERSITES|
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR

ETiK KURULU KARAR FORMU
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a FORMU R
Tiirkge [X] Ingilizce D Diger D
Karar No: 352 Tarih: 27/06/2018
. 5 |Yukarida bilgileri verilen Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu bagvuru dosyasi ile ilgili
E % | belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve arastirmanin
¥ & etk ve bilimsel yonden uygun olduguna “oybirligi” ile karar verilmistir.
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% MEDIPOL
% UNV &5, 1

T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhin

E-Imzaludur

Say - 3882BT770-604.01 01-E 17481 20/0672018
Komu : Etik Kurulu Karan

Savin Fadime CADIRCI

Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulma yapms oldufumz “B-Amiloid
Proteinin Néronal Uyanlabilirlik Uzerme Etkilerinin Glimfatik Déngii Esash Araghnlmas™
1simli bagvurumuz incelenmis olup. etik kumiln karan ekte sumulmugtur.

Bilgilerinize rica ederim
Prof Dr. Hanefi OZBEK
Hayvan Deneylen Yerel Etik Eurulu
(IMU-HADYEK) Bagkam
EK
-Karar Formu (1 sayfa)

Bu belze 3070 sayih e Imza Kamomma gore Prof. Dr. Hanefi OFBEE tarafindan 20.06 2018 tarihinde e-imezalanmighr.
Evragmmz hiips-/ebys medipol edu trie-imea linkinden 1080B026%3 kodn ile dogrulayabilitsiniz.

Istanbul Medipel Universitesi . Tel: 444 85 44
Emvack Mah. Ekinciler Cad Moc19 Eavank Eavsag 34810 Ayrmth Bilgi Igin : bilgiimedipo] edo fr
Beykoz ISTANBUL
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TG,
ISTANBUL MEDiPOL UNiVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Imii-Hadyek) Karari

Toplant: Tarihi | Karar No ilgi Proje Yiiriitiiciisii

20/06/2018 38 Fadime CADIRCI

“B-Amiloid Proteinin Néronal Uyarilabilirlik Uzerine Etkilerinin Glimfatik Déngii Esasli
Aragtirilmas™ baslikli bilimsel arastirma etik kurulumuzda goriigtilmiis olup, ¢alismanin etik
kurallara uygun olduguna “Oybirligi” ile karar verilmistir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 24 ay

GOREVI ADI SOYADI iMzA

Bagkan Prof. Dr. Hanefi OZBEK
Uye Prof. Dr. Mustafa OZTURK
Uye Dr. Ogr. Uyesi Turan DEMIRCAN
Uye Dr. Ogr. Uyesi Sultan Sibel ERDEM
Uye Dr. Ogr. Uyesi Mehmet OZANSOY | —
Uye Dr. Ogr. Gér. Taha KELESTEMUR o
Uye Uzm.Vet. Hek. Ekrem Musa OZDEMIR T
Uye Ozge Seyda DURGUT
Uye Fahriye SENBAHCE
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< MEDIPOL
U NV ji'-f;fii:m T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESE
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanhg

Sayr : E-10840098-772.02-3031 12402/2021
Eomn : Enk KEumoln Karan

Saym Fadime CADIRCT TUNGAC

Universitemizin Girisimsel Olmayan Klinik Arastrmalar Etik Kurnho'ndan 27/06/2018
tarihli 352 karar no ile onay verilen “P-Amiloid Proteinin Néronal Uyanlabilirlik Uzerine
Etkilerinin Glimfatik Dongii Esash Araghnlmas:™ isimli cahsmamzm merkez ksmunm “Fatih
Sultan Mehmet Egitim ve Aragtirma Hastanesi™ olarak defistirilmesi isteginiz uygun bulunmusg
olup kayt altina ahmmigtir.

eilerinise rica ederi
Dr. Ogr. Uyesi Mahmut TOKAG

Girigimsel Olmayan Elinik Aragtrmalar
Etik Enrulu Bagkam

Ba belge, givenli elekironik imza ile imzs lanmm g
Evragmmz hitips-//ebys medipol edu frie-imea linkinden 15A27TBET 1 kodu ile dogrulayabilirsiniz.

ipol Umiversitesi Eavacik Yerogkes (Ana Yerlopke Rakiorkik) Ayrmtih Bilgi Igin: Bilgs EAYA
Eaacik mmmﬁmﬁmmumm Erie i Bl .
T: 444 85 44 F: 0212 531 75 35 i =
E-Posta: hilgifmedipol edu i Inbamet Adve: s medipol adu it

‘Eap Adrosi: medipohumivaritesi@hsl3 kap ir
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MEDIPOL
UNV-ISTANBUL

14 SR HUL R LR RS T 25 T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
Girisimsel Olmavan Klinik Arastwmalar Etik Kurulu Baskanhi

Say1 : E-10340098-772.02-2827 12/05/2022
Eomn Enk Eurulu Karan

Saym FADIME CADIRCI TUNGAC

Universitemizin Girigimsel Olmayan Klinik Araghrmalar Etik Kurabu'ndan 27/06/2018
tarihli 352 karar no ile omay verilen “B-Amiloid Proteinin Néronal Uvyanlabilirlik Uzerine
Etkilerinin  Glimfatik Déngii Esash Arastnlmasi”™ isimli ¢abgmamz igin asafida verilen
degisiklikler uyzun bulunmmng ohap kayit altma alimmugtr.

Bilgilenmize rica ederim.

» Yukanda ismi belirtilen arastuma acik ach verine “Alzheimer Hastalanmm Uyku Once ve
Sonrasi Plazma Proteom Profillerinin In Vitro Néronal Aktivite Uzerindeki Etkilen™ olarak
defistinhmesi istefn.

Dr. Ggr. Uyesi Mahmut TOKAC
Ginzimsel Olmayan Elinik Aragtirmalar
Etik Kurulu Bagkam

Bu belge, pivenli elektronik imza ile imzslanmm s
Evragmnz hitps-mrkiye gov tr'istanbul-medipol-imiversitesi-elyys linkinden 6124DB4EXE kodn ile dogrulaysbilirsiniz.

Mdipol Univarsitesi Eavack Yerlugkesi (Ana Yarlopke Rakttclak) Ayrmih Bilgi lgis: Bilgs KAYA
Eovacsk Mah Fincilar Cad No: 18, Kavank Kregajn, 34810 Baykor Istanbul T .
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EDIFOL
UNY-ISTANBUL

1% UL R B LR RS T 25 T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
Hayvan Denevleri Yerel Etik Kurulu Baskanhi

Sayr : E-3B328770-772.02-231% 12/05/2022
Eomn- Enk Eurulu Karan

Saym FADIME CADIRCI TUNGAC

Universitemiz Hayvan Denevleri Yerel Etik Kurulu'ndan 20.06.2018 tarihli 38 karar no
ile onay venlen “f-Amuloid Protemin Néronal Uyanlabilirik Uzenne Etkilermin Glimfatik
Diéngili Esash Arastmlmast™ 1simli cahsmamz 1¢im azafida venlen defigiklikler uyzun bulumnms
olup kayit altma almmmstir.

Bilgilerinize rica ederim.

* Yukanda ismi belirtilen arastrma acik ad: yerine “Alzheimer Hastalanmm Uyku Once ve
Somrasi Plazma Proteom Profillennin In Vitro Néronal Aktivite Uzenndeki Etkilen™
olarak degistinlmesi istegn.

Prof. Dr. Ertmgrul KILIC
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK) Bagkann)

Bu belge, pivenli elekironik imzs ile imzalanmghr.
Evragmz hitps-//tarkiye gov ivistanbnl-medipol-umiversitesi-ebys linkinden C36E 108433 kodu ile dogrulayabilitsiniz.

Medipol Universitesi Kavaak Yerlakesi ‘erlecke Rektarl Ayrmsh Bilgi Tgs: EAYA
Kavank Mah. Ekinciler Cad. Moc 19, KamkmfaKnsagLHEIDBey)hﬂsmﬂml Tel: s
'[‘444&5441? 0212531 75 55

sta: bilzimedinol edy it Internet Adresi- pryw medipel e it
K@Aﬂrmmdwhmmmmmmn
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