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1. OZET

ALZHEIMER HASTALIGINDA UYKUNUN BEYIN LENFATIK DRENAJ
SISTEMi UZERINDEKiI ETKIiSININ PLAZMA PROTEOM PROFIiLi VE
NOROTOKSISITE ACISINDAN ARASTIRILMASI

Alzheimer hastaligi (AH), yash niifus arasinda oldukca sik goriilen yaygin biligsel ve
islevsel yeteneklerde azalma ile seyreden noérodejeneratif bir hastaliktir. AH
patogenezinde rol oynayan pek ¢ok faktor olmakla birlikte en belirgin ndropatolojik
Ozellik protein toksisitesi olarak tanimlanmaktadir. AH'de ¢esitli nedenler protein
toksisitesini tetiklese de uyku sirasinda aktive oldugu bilinen beyin drenaj
sistemindeki fonksiyon kaybi son yillarda dikkatleri iizerine cekmistir. Bu tez
kapsaminda AH ve saglikli yash yetiskinlerden uykuya bagl olarak iki farkli zaman
da  (uyku oOncesi/sonras1i) alinmis olunan periferal kan plazmasimin primer
hipokampal hiicre ortamina eklenmesinden sonra ortaya ¢ikan norotoksik etkisi ve
LC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen proteom profili biyoinformatik araglarla
gruplar arasinda karsilastirilmistir. Calismada 6zetle saglikli yaslilardan uyku sonrasi
alimmis plazmanin, uyku Oncesi alinmig olan plazmaya gore in vitro hipokampal
ndron kiiltiirinde artan hiicre 6liimii ile kanitlanan daha toksik etkiye sahip oldugu
izlenmistir. Bu sonugla uyumlu olarak proteom profili agisindan saglikli yaglilarda
uyku sonrasi plazmasinda uyku Oncesine gore immiin yanit ile iliskilendirilen
trombosit degraniilasyonu ve mikroglia patojen fagositoz yolaklarinin zenginlestigi
goriilmiistiir. Ote yandan AH’de ise hastalifa 6zgiil iz olarak kabul edilebilecek
kompleman koagiilasyon kaskad aktivasyonu ile ilgili siirecin uyku sonrasinda
zenginlestigi  gorilmistiir.  Sonuglarimiz, uykuya bagli  protein  yolak
zenginlesmesinin dolayli olarak her iki grup i¢in beyin drenaj sisteminin islevini
yansittigint ve buna bagli olarak beyin klirens islevi hakkinda fikir verdigini

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer, hipokampal néron, LC-MS/MS, nérotoksisite,

proteomiks



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SLEEP ON BRAIN LYMPHATIC
DRAINAGE SYSTEM IN ALZHEIMER'S DISEASE CONCERNING
PLASMA PROTEIN PROFILE AND NEUROTOXICITY

Alzheimer's disease (AD) is a common neurodegenerative disease among the elderly
population which shows a decrease in cognitive and functional abilities in the
patients. Although many factors play a role in the pathogenesis of AD, the most
prominent neuropathological feature can be defined as protein toxicity. Although
various reasons induce protein toxicity in AD, the loss of function in the brain
drainage system, which is known to be active during sleep, has attracted attention
over the last decades. In this thesis, the neurotoxic effect of peripheral blood plasma
in AD and healthy elderly adults were measured at two different time points (before
and after sleep) by adding them to the primary hippocampal cell environment and the
proteome profile was analyzed with LC-MS/MS. In summary, my results showed
that plasma taken from healthy elderly adults after sleep had a more toxic effect on in
vitro hippocampal neuron culture compared to plasma taken before sleep evidenced
by increased cell death. Consistent with this result, proteome profile of platelet
degranulation and microglia pathogen phagocytosis pathways, which are associated
with immune response, were found to be enriched in after sleep plasma in healthy
elderly subjects compared to before sleep plasma. On the other hand, it has been
observed that the process of complement coagulation cascade activation, which can
be considered a disease-specific trace, is enriched after sleep plasma in AD. My
result implicates the enrichment of the protein pathways that change due to sleep and
indirectly reflects the function of the brain drainage system for both groups,

suggesting an important role in the brain clearance.

Key words: Alzheimer, hippocampal neuron, LC-MS/MS, neurotoxicity, proteomics



3. GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklar, vyash yetiskinlerde morbidite ve kognitif
bozuklugun yaygin bir nedenidir (1). Alzheimer hastalig1 (AH) geri doniisii olmayan
noron ve biligsel yetenek kaybma yol agan beynin en yaygin progresif
ndrodejeneratif hastaligidir ve diger demanslar ile birlikte 6liim sebepleri arasinda 7.
sirada yer almaktadir (2). AH en yaygin demans sekli olarak giiniimiizde tiim demans
vakalarinin %60-80’nin olusturmakta ve diinya ¢apinda 55 milyondan fazla demans

hastas1 bulunmaktadir ve bu saymin 2030 yilina kadar 78 milyona ulagacagi tahmin
edilmektedir (3).

AH’de ortaya ¢ikan kortikal noronlarin segici hasarlanmasinin altinda yatan
temel mekanizma tam olarak netlestirilememis olsa da hastaligin klinik karakteristigi
ile ayirt edici bazi spesifik noropatolojik siirecler iligkilendirilmistir. Bunlar
ekstraselliiler alanda noéritik plak olusumu ve intraselliiler diizeyde norofibriler
yumaklar olarak karsimiza c¢ikmaktadir (4). Norofibriler yumaklar ve noritik
plaklarin noroanatomik dagilimi Braak ve Braak tarafindan hastaligin kendi

karakteristik prognozu igerisinde tanimlanmstir (5).

AH’de yukarida belirtilen noropatolojik bozulmanin altinda yatan temel
mekanizmanin ne oldugu konusunda ¢ok fazla aday olmakla birlikte merkezi sinir
sisteminde glialara (astrosit) bagimli perivaskiiler ag olan glimfatik sistem’in
kesfedilmesi dikkatleri iizerine ¢ekmistir (6). Norodejeneratif hastaliklarin altinda
yatan temel patofizyolojinin bu sistemdeki bozuklukla iligskilendirilebilecegi yapilan

hayvan ¢aligmalari ile desteklenmistir (7).

Glimfatik sistem, organ sistemlerinde var oldugu bilinen interstisyel metabolik
atik Uriinlerinin uzaklastirilmasina yardimci olan lenf damarlan ile benzer islevi
gormekte olup (8) dongii igerisindeki serobrospinal sivi ile interstisyel sivinin (ISF)
stirekli olarak degistigi ve bu degisimin periarterial alan boyunca serobrospinal

stvinin konvektif akisi ile kolaylastirildigi bilinmektedir (9).

Bu dongii’niin bozulmasi saglikli kisilerde de var olan metabolik atik
irtinlerinin  ekstraselliiler ve intraselliller ortamda agregatlarinin olusmasi ile
sonuclandig diisiiniilmektedir. AH’ye bu agidan bakacak olursak glimfatik dongiide

meydana gelen islev kaybina paralel olarak hastaligin hedef proteini olan beta



amiloid, diger metabolik atiklar ve bu sistemde anahtar kilit islevi géren AQP4
reseptorlerinde meydana gelen degisimin hastaligin altinda yatan neden olabilecegi

hipotetik olarak kabul gérmektedir (9).

Glimfatik dongii kendi icerisinde ritmisiteye sahip olup 6zellikle uyku boyunca
daha aktif bir sekilde c¢alistigi (10) ve AH’de uykuda meydana gelen bozulmalarin
glimfatik sisteme bagli ¢alisan amiloid temizleme mekanizmasinda bozulmaya sebep
oldugu goriisii 6ne ¢ikan yaklasimlardandir (11). Bu goriisii kognitif bozuklugu
olmayan saglikli kisiler lizerinde yapilan uyku deprivasyonu calismalar1 sonucunda
glimfatik sisteme bagli serebrospinal sivida azalan amiloid beta orani destekler
niteliktedir (12). Ayrica AH’nin kendi dogas1 geregi ilerleyen yas ile birlikte daha
cok goriiliiyor olmas1 glimfatik dongii ¢alismasinda yasa paralel olarak dramatik
islev kaybmin goriilmesi ile iligkilendirilmistir (13). Bu da yaslanma ile birlikte
arteriyel pulsatilitede azalmaya neden olan arter duvarinda sertlesmenin meydana
gelmesi ile — arteriyel pulsalite glimfatik akis siiriiciilerinden biridir — yasa bagh
gozlemlenen glimfatik sistem fonksiyonundaki azalmada rol oynadigi

diistinilmektedir (14, 15).

Caligmanin ana amaci; uyku ve AH olmak iizere iki temel degisken etrafinda
sekillenmistir ve bu baglamda hipokampal néronlarin AH plazma maruziyetine
cevabinin norotoksik agidan ele alinmasi ve bu yanitin hastaliga karakteristik 6zgiil

paterninin in vitro ve proteom profili agisindan degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calismanin amaci dogrultusunda c¢alisma siiresince belirlenmis birden fazla yan
amag vardir ve hepsi AH’de periferal kan plazma 6rneklerinin norotokisite ve genis
protein g¢esitliligi acisindan incelenip beyin lenfatik drenaj sisteminin g¢alisma
prensibi ile birlikte hastaligin altinda yatan noropatolojiyi biitinciil agidan

degerlendirmektir. Daha spesifik olarak amaglar sunlari igermektedir:

1. Uykuya bagh olarak (uyku dncesi/uyku sonrasi) alinmis olan periferal kan
plazma orneklerinin primer hipokampal néronlar iizerindeki ndrotoksik
etkisini incelemek;

2. beyin lenfatik drenaj sistemini, AH ve saglikli yasl yetiskin kan plazmasi

ile norotoksisite agisinda degerlendirmek;



3. beyin lenfatik drenaj sistemi temel alinarak AH’yi ayirt etmede
kullanilmak tizere hedef protein ve/veya fonksiyonel yolaklar aramak ve
kiitle spektrometresi teknigi kullanilarak hastaligin protein izinin
tanimlanmasi;

4. uyku Oncesi ve sonrasi kosuluna bagli olarak, gruplar arast ve grup i¢inde
kan plazma orneklerinde tespit edilen protein miktarinin nasil degistiginin

gosterilmesi.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastaligi (AH), yash niifus arasinda yaygin bilissel ve islevsel
yeteneklerde azalma ile seyreden norodejeneratif bir hastaliktir (16). Etkilenen
bireylerde tipik olarak hafiza bozuklugunu takip eden yiiriitiicii islevler, dil ve diger
biligsel alanlar da izlenen ilerleyici gerileme ile tanimlanan nihai demans
semptomlari izlenir (4). Hastalik ilk olarak 1907 yilinda Alois Alzheimer’in senil
demans ile iliskili semptomlar gdsteren 55 yasindaki Auguste Deter’in otopsisinde
saptamis oldugu yogun ndron kaybi, hiicre i¢i ndrofibriler yumaklar ve hiicre dist
senil plaklarinin varligi ile tanimlanmigtir (17). Daha sonra Alman psikiyatrist Emil
Kraepelin psikiyatrik tani siniflandirilmalarin yer aldigi ders kitabinda bu ve diger
birka¢ vakayr “Alzheimer hastalig1” adi altinda yeni bir baslik altinda tanimlamistir
(18). Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmis olan belirte¢ler hala AH’nin temel
noropatolojik  Ozellikleri olarak degerlendirilmesiyle birlikte genel baglamda
patolojik olarak hastalik amiloid plaklarin olusumu, noérofibriler yumaklar, néronal

kayip, sinaptik kayip, beyin atrofisi ve enflamasyon ile karakterize edilmektedir (19).

Hastaligin altinda yatan patofizyolojinin erken amiloid-p birikimi ile baslayip
ardindan tau birikimi ve norodejenerasyon ile devam eden oldukc¢a kompleks ve
dinamik bir siire¢ oldugu konusunda artan bir anlayis vardir (20). Bu patolojik
degisiklikler beyin omurilik sivist (BOS) analizi, pozitron emisyon tomografisi
(PET) ve manyetik rezonans goriintileme (MRI) kullanilarak in vivo olarak tespit
edilebilmektedir (21). Biitiin bu teknikler klinik olarak faydali olmasina karsin
girisimsel, pahali ve zaman alic1 olmasi sebebi ile klinikte kullanim alanlar1 oldukca
kisithdir (22). Bu nedenle son yillarda AH patolojilerini saptamak igin kolay
erisebilir ve uygun maliyetli klinik arastirmalarda yaygin olarak kullanilabilecek kan

bazli biyobelirte¢ ¢alismalarinda artis goriilmektedir.

4.1.1. Alzheimer hastaliginda kan bazh belirtecler

Kan bazli biyobelirtegler s6z konusu oldugunda AH ve diger norodejeneratif
hastaliklar i¢in klinik teshisin iyilestirilmesi ve etkili hastalik modifiye edici ilag
tedavilerinin gelistirilmesi ve izlenmesi amaciyla son zamanlarda olaganiistii

ilerleme kaydedilmistir (23). Biyobelirte¢lerin yakin zamanda gelistirilmesiyle olasi



bir doniim noktas1 gecilmis olup AH’yi ayirt etmekte plazmada Olgiilebilen
APB42/AB40, f-tau (treonin 181 veya treonin 217'de fosforilize edilmis), NfL, glial
aktivasyon ve kan-beyin bariyeri islevi yiiksek tanisal performans gostermistir (23,
24).

4.1.1.1 Amiloid B

Glenner ve Wong 1984 yilinda AH’de goriilen senil plaklar1 izole edip
saflagtirdiklarinda ana bilesenin Amiloid beta peptidi (AB) oldugunu tespit
etmigslerdir (25). AP, bir transmembran proteini olan amiloid prekiirsér proteinin
(APP) proteolitik B- ve y-sekretaz enzimleri tarafindan parcalanmasi yoluyla
iretilmektedir (26). Geleneksel olarak merkezi sinir sisteminde bulunan bir protein
olarak kabul edilmesi ile birlikte periferal dokularda veya hiicrelerde de iiretilerek

kan dolasimina salindig1 bilinmektedir (27).

AP peptidi, y-sekretaz tarafindan boliinmeye bagh olarak tipik olarak 37-43
amino asit igerir ve AB40 en yaygin izoformdur. Daha uzun izoformlar (AB42 ve
AP43), daha kiiciikk agregatlar (oligomerler olarak adlandirilir) ve daha biiyiik
¢cozlinmeyen fibriller olusturarak toplanmaya egilimlidir (23). AP fibrilleri, AH olan
beyinde hiicre dis1 plaklarin ana bileseni olmakla birlikte oligomerlerin olusumunu
katalize eder ve bu sekilde toksik oldugu diisiiniilen Ap varyantint olusturur (28). Bu
da genel kabul gormiis olan amiloid kaskad hipotezinin temelini olusturur ve AP
patolojisi AH’de neokortikal tau patolojisi ve nodrodejenerasyon siireclerini

tetikleyerek hastaliga 6zgiil siirecin ortaya cikisinin sebebi olarak gosterilmektedir
(29).

Farkli AP isoformlari, kan bazli analizler ile giivenli bir sekilde oSlgiilebilir.
APB42°nin AP40'a (AP42/40 orani) konsantrasyon oraninin AH’yi ayirt etme de daha
basarili oldugu bilinmektedir (30, 31). Bununla birlikte serebral AP patolojisi olan
bireylerde plazma AP42/40 konsantrasyon oraninin BOS’da izlenen %40-60’1ik
orana kiyasla sadece %10-20 azaldig1 bilinmektedir (32-35). Bu durum plazma A
konsantrasyonunun periferal A {liretiminden de etkilendiginin gostergesi olarak
aciklanmaktadir (36). Bu sebeple tek basina kullanilan bir belirteg olmaktan ziyade
bu boliimde agiklamis oldugumuz diger belirtecler ile birlikte kullanilarak hastaligi

tespit etmekteki duyarliliginin artacagi diistiniilmektedir.



4.1.1.2. Tau

Tau, taupati olarak adlandirilan bir grup noérodejeneratif hastalik sinifinin
patolojisinde merkezi rol oynayan mikrotiibiil ile iliskili néronal proteindir (37).
Tauopatiler, hiperfosforile edilmis tau proteininden olusan hiicre i¢i norofibriler
yumaklar ve mikrotiibiil organizasyonunun ve aksonal tagima gibi mikrotiibil ile
iliskili fonksiyonlarin bozulmasi ile karakterize edilmektedir (38). Bu hastalik grubu
icerisinde en yaygin olarak AH gorilmektedir. Kan bazli AH patolojisini ayirt

etmede Ozellikle fosforilize olmus tau (f-tau) 6ne ¢ikan belirtegler arasindadir.

Plazma f-taul81 ve f-tau217'nin AH’de karsilasilmis olunan ndropatolojik
degisikligi diger taupatiler de dahil olmak iizere nérodejeneratif bozukluklardan
kesin olarak ayirt edebildigi ve hastaligin klinik siireci boyunca da tanimlanabilir

oldugu otopsiye dayali calismalarda dahil olmak iizere agikga gosterilmistir (39-41).

Fosforilize olmus tau o6zellikle plazma f-tau217, AH’de yapilan BOS ve tau-
PET goriintilleme caligmalarinda oldugu kadar yiiksek dogrulukta ayrigtirmakla
beraber hafif kognitif bozukluk (HKB) durumunda yiiksek f-tau seviyesinin ilerleyen
sliregte artan kognitif azalma ve AH demansina doniisiimii ile iligskilendirilmistir (39,

41).
4.1.1.3. Norofilament hafif zincir

Norofilament hafif zincir (NfL) sadece noronlarda eksprese edilip, nérolojik
durumu ve tedavi takibini kandaki noronal hasar1 6lgmesi ile saglayan hiicre iskeleti
proteinidir (42). Kandan olgiilen NfL hastaliga 6zgiil bir biyobelirte¢ olmamakla
birlikte uzunlamasina ¢aligmalarda Multiple skleroz, travmatik beyin hasari, atipik
parkinsonizm, ALS, FTD ve inme gibi norolojik durumlarda uzun siire kanda yiiksek
konsantrasyonda bulunabilir (42-44). AH’de de saglikli kontrollere kiyasla artmis
NfL konsantrasyonu ve norodejeneratif siire¢ ile iliskisi yapilan g¢aligmalar ile
gosterilmistir (45, 46). Fakat her ne kadar noronal hasar ve norodejeneratif siireci
ifade eden bir biyobelirte¢ olsa da hastaliga spesifik olarak degisiklik gostermemesi
ve yas, hamilelik, diyabet, viicut kitle indeksi, kardiyovaskiiler risk ve taninmayan
kafa tramvasi gibi ek karigtirict faktorler tarafindan etkileniyor olmasi sebebi ile

bireysel hastalarda degerlendirilirken dikkatli olunmasi gereklidir (42).



4.1.1.4. Glial aktivasyon ve kan beyin bariyeri fonksiyonu

Glial fibriler asidik protein (GFAP), astroglial aktivasyon ve astrositozu
gosteren bir belirtectir (47). AH’de plazma GFAP oraninin AP patolojisi ve hastalik
siddeti ile iligkisi ortaya koyulmustur (48). Benzer sekilde AH riski tagiyan bilissel
olarak normal yasl yetiskinlerde artmis plazma GFAP oran1 ve HKB’li hastalarda

AH patolojisinin saptanmasi ve AH demansina doniisiimii ile iliskilendirilmistir (47).

Kan beyin bariyeri yar1 gegirgen yapisal ve kimyasal bir bariyer gérevi gorerek
beynin i¢ ortamini korudugu bilinmektedir. Bu yapida meydana gelen bozukluk
AP’nin periferal dolasima aktarilmasin1 engelleyerek beyinde AP birikimini
indiikledigi bunun da bilissel bozulma ve AH demansina yol agan bir patogenez
olarak degerlendirildigi ve beraberinde bu fonksiyon kaybinin tau patolojisi ile de
korelasyon gosterildigi raporlanmistir (49). Bununla birlikte amiloid patolojisi ve AH
icin risk faktorii olarak degerlendirilen Apo E genotipi olmaksizin kan beyin bariyeri
gecirgenligini gosteren albiimin BOS/plazma orani pek ¢ok demans bozuklugunda da
arttigr gosterilmistir (50). Bu da demansiyel siirecin AH patolojisinden bagimsiz

olarak beyin mikrovaskiiler hasari ile de iliskili oldugunu gostermektedir.

4.2. Beyin Drenaj Sistemleri

Aktif ¢alisma hizina ragmen beynin metabolik atik iiriinler ve toksik ajanlari
uzaklagtirmaya yardimci olan 6zel bir lenfatik sistemi bulunmadigi ve bagisiklik
agisindan ayricalikli bir organ oldugu yaygin bir sekilde kabul gérmekteydi (51).
Giintimiizdeyse merkezi sinir sistemi (MSS) hastalik patogenezlerinin beyin klirens
sistemi ile iligskilendirilmesi son yillarda hizla genisleyen bir arastirma alani haline
gelmistir, AH’de bunlardan biridir (52, 53). Su anda literatiirde 6nerilen iki beyin

drenaj yolu vardir: glimfatik sistem ve meningeal lenfatik sistem (54, 55).

4.2.1. Glimfatik sistem

2012 yilinda beyinin ekstraselliiler ¢ozlinenlerinin BOS’a nasil hareket ettigi
sorusundan hareketle aragtirmacilar, farelere enjekte edilen fliioresan izleyiciler ile
beyin ¢apinda yaygin gozlemlenen bir yolak tanimladi ve bunu glimfatik (glia-
lemfatik) sistem olarak adlandirdilar (9). Insanda da benzer sekilde glimfatik sistem

aktivitesi, difiizyon tensor manyetik rezonans goriintii analizi ile beyin atik



tirtinlerinin BOS’un perivaskiiler bosluk boyunca hareketi ile nasil uzaklastirdigi

gosterilmistir (56, 57).

Beyin capinda yaygin olarak bulunan bu sistem birka¢ kritik bilesenden
olugmaktadir, bunlar; BOS, interstisyel sivi (ISF), perivaskiiler bosluk,
serebrovaskiiler yapi, glial hiicreler ve astrosit aquaporin 4 (AQP4) kontrollii su
kanallar1 (58). Sistemin ¢alisma prensibi temelde su sekildedir:  Subaraknoid
bosluktan BOS arteriyel pulsatilite, solunum ve BOS basing gradyani gibi bir takim
sebepler dahilinde Virchow-Robin bosluklarina yonlendirilir. Buradaki gevsek fibroz
matrisden meydana gelen perivaskiiler bosluk, BOS akisi i¢in uygun alan1 saglayarak
perivaskiiler bosluklarin sinirin1 olusturan AQP4 eksprese eden astrositik vaskiiler
ayaklar, BOS’un beyin parenkiminden metabolitleri tasimasini kolaylastirip ISF’nin
doku ig¢indeki perivendz bosluklara dogru BOS akisi ile karismasint ve hizli
konvektif sivi akigini saglar (6). Sonunda BOS-ISF sivisinin tasimis oldugu kii¢iik
boyutlu ve hidrofilik atiklar meningeal lenfatik damarlara (MLVs) ve periferal kan

dolasimina aktarilir (58).

Glimfatik akis1 kontrol eden birden fazla faktér vardir. Bunlardan ilki
periarteryal bosluklarda ¢ift yonlii akist ve perivendz bosluklarda tek yonlii BOS-ISF
toplu akigini1 kolaylastiran arteriyel pulsasyondur (14). Pulsatil olan bu BOS akiginin
esas olarak kardiyak dongii tarafindan yonlendirildigi bilinmektedir (59). Kardiyak
pulsasyona ek olarak yakin zamanda saglikli kisilerde BOS akisini etkileyen
solunum ve diisiik frekansli pulsasyonun da glimfatik akisa katkida bulundugu
gosterilmistir (60). BOS ve ISF arasindaki konvektif akis1 etkileyen bir diger faktor
ise uyku uyaniklik dongiisiidiir (10). Uyku veya uyku benzeri anestezi durumunda
interstisyel bosluk hacmindeki genisleme ile uyanikliga gore ¢oziiniir metabolitler
direncin azalmas ile birlikte daha kolay beyin parenkiminden perivendz dolasima
aktarildig1 ve uykunun da bu baglamda glimfatik akis iizerinde siiriicii etkisi oldugu

gosterilmistir (10).

Tanimlanmis olan glimfatik sistem igerisinde yer alan yapilarin olas1 yapisal ve
fonksiyonel degisikligi sebebi ile atik {irlinlerin ortamdan uzaklastirilamamasi
sonucunda homeostatik beyin metabolizmasi ve BOS dinamiginin bozulmasi ve

beraberinde beyin saglig1 acisindan yikici bir etkiye sahip olabilecegi diisiincesi pek
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¢ok agidan kabul gérmektedir. Bu baglamda baktigimizda ise sistem igerisinde kritik
isleyise sahip olan AQP4’lin 6ne c¢iktig1r goriilmektedir. AQP4 su kanallarinin,
perivendz yol boyunca ISF'nin temizlenmesini saglarken, periarteryal boslukdan
BOS akisin1 kolaylastirarak BOS-ISF'nin toplu akisini biiyiik 6lgiide destekledigi
bilinmektedir (9, 61). AQP4 eksikligi olan farelerde, intrasisternal enjekte edilmis
floresan izleyicili AP temizliginin azalmasi ile glimfatik klirensin bozuldugu ve bu
sekilde AQP4’iin glimfatik drenajin korunmasindaki rolii ve AP klirensindeki 6nemi
gosterilmistir (9). Yine benzer sekilde yaslanan beyinde AQP4'iin depolarizasyonu,
yanlis yerlesimi ve silinmesi ile birlikte perivaskiiler BOS devir daimindeki bozulma
sonucunda beyinde AP proteini ve Tau proteinlerinin birikimine katkida
bulunabilecegi (62), perivendz bosluga ilerlemesi gereken AP akisinin interstisyel
boslukta zayifladig1 ve bununda proteinlerin hiicre dis1 konsantrasyonlarinin artmasi

ile sonuglandig1 ve AH ile iligkili patogenizin ortaya ¢ikisini agiklamaktadir (63).

4.2.2. Meningeal lenfatik sistem

Lenfatik damar sistemi, siirekli bir endotelyal hiicre tabakasi ile sarilmis bir
damar agi ile klasik olarak antijen sunucu hiicrelerin lenf diigiimlerine tasinmas,
gastrointestinal organlarda diyet yaginin emilmesi, arter basincinin diizenlenmesi ve
ters kolesterol taginmasinda rol oynarken gorece daha yakin tarihte tanimlanmis olan
yeni fonksiyonu ile dokular arasindaki hiicre dis1 bosluktan protein agisindan zengin
siviyr uzaklastirip vendz sisteme geri dondirmek suretiyle sivi homeostazini
saglamaktadir (64, 65). Uzun yillar bu fonksiyonlara sahip lenfatik damar
sisteminden merkezi sinir sisteminin yoksun oldugu disiiniilmistiir ta ki 2015
yilinda iki ayrt grup tarafindan fare meninkslerinde lenfatik damarlarin varlig
tanimlanana kadar (66, 67). Beyni ve omuriligi kaplayan meninkslerde tespit edilmis
olunan bu lenfatik damarlar meningeal lenfatik damar sistemi (mLV) olarak
adlandirilmig ve yillarca kabul goren nodroimmiinoloji dogmasint tamamen
degistirerek bu zamana kadar MSS’de eksik olan lenfatik isleyisi ile ilgili acig1
kapatmigtir. Meningeal lenfatik damar sistemi dura mater yerlesimli olup superior
sagital siniis ve transvers siniise paralel olarak yayilim gostererek kafatasinin
tabanindan  kafatasimin  dorsal kismina uzanan kan damarlari boyunca
geniglemektedir (67). Dural siniislere ve meningeal arterlere yakin bu 6zel konumu

nedeniyle meningeal lenfatik sistem, beyin parenkiminde bulunan metabolitler
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ve/veya atik irilinlerin glimfatik akis ile BOS-ISF degisimi sonucunda perivaskiiler
yollar boyunca ortak bir beyin drenaj yolu olarak islev gordiigii bilinmektedir. Buna
ek olarak normal fizyolojik kosullar altinda meninkslerden, parankimden ve BOS'tan
farkl1 tipte bagisiklik hiicrelerini ve kiiclik molekiilleri derin servikal lenf
diigiimlerine bosaltarak beyin parankimini periferik bagisiklik sistemine baglar ve

MSS i¢in benzersiz bir bagisiklik gorevi tstlenir (67).

Beyin parenkimindeki AP gibi hiicresel kalinti ve toksik molekiilleri
uzaklastirmakta gorevli olan glimfatik akisin, mLV’de meydana gelen patolojik
degisiklikler sonucunda BOS-ISF degisimi ile taginan atik triinlerin derin servikal
lenf diiglimiine drenajin1 bozabilir bu da fonksiyonel olarak iki sistemin birbiri ile
iliskili oldugunu gosterir (68). AH noropatolojisinde yer alan AP i¢in de temel
klirens yollarindan biri olan mLV’nin hasarinin da AH ile iliskili oldugu sonucuna
varilabilir. Son ¢alismalar da yaslanmaya paralel olarak azalan mLV fonksiyonu
beyin ve meningeal amiloidin patolojik durumunu kétiilestirebilecegini
diistindiirmektedir (58).

AH’de BOS drenaj yollariin bozulmus olmasmin AP klirensini etkileyecegi
ve boylece beynin amiloid yiikiinli artiracagi varsayilmaktaydi. Yapilan hayvan
caligmalar1 da mLV’nin bu isleyisteki yerini daha net ortaya koymaktadir. Soyle ki
artmis AP birikim oranlarina sahip iki transgenik fare modelinde, dorsal dura
materdeki lenfatik damarlarin kapsami ve morfolojisi etkilenmemis ve servikal lenf
diigiimlerine drenajin normal oldugu goriilmistiir buna karsin AH fare modellerinde
dorsal dural lenfatiklerin ablasyonu veya derin servikal lenf diiglimlerinin ligasyonu,
hem beyinde hem de meninkslerde artan Ap ve tau yiikiine yol a¢tig1 izlenmistir (69).
Bu nedenle meningeal lenfatikler ve servikal lenfatiklere dogru BOS c¢ikisi AP
klirensi i¢in 6nemlidir ve birbirine bagli bu ¢ikis yollarinin bozulmasi, beyinde Af
birikimi i¢in bir risk faktorii olarak degerlendirilebilir ve belki de hastaligin daha

erken baglamasina veya daha hizli seyrine yol agabilir (70).
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4.3. Uyku
4.3.1. Uykuda yasa bagh degisiklikler

Ozellikle geriatrik arastirmalar sonucunda bozulmus uyku ile pek ¢cok olumsuz
saglik sonucunun iligkilendiriliyor olmasi 6rnegin bilissel bozulma, uykuya artan
ilginin temel sebebi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Yaglanma ile birlikte degisim
gosteren diger pek cok fizyolojik 6zellikler de oldugu gibi yaslanmaya paralel olarak
uyku dilizeninde de degisim izlenir. Bu degisiklik daha ¢ok gelismis uyku
zamanlamasi, azalan gece uyku siliresi ve uyku verimliligi, giindiiz sekerleme
sikliginin artmasi, gece uyanmalarinin artmasi ve yavas dalga uykusunun azalmasi
ile iligkilidir (71). Biitiin bu degisiklikler yaglanma ile birlikte sirkadiyen ritim ve
uyku homeostazinin daha kirilgan hale geldigini gostermektedir. Ek olarak
noroendokrin fonksiyonundaki yasa bagli degisiklik ve uykuyla iliskili hormon
salgisinin miktar ve diizeninin degisimi uyku kalitesi ve uyku mimarisindeki
degisikliklerle iliskili oldugu ve/veya katkida bulundugu bilinmektedir (72). Diger
yandan kotii uyku kalitesi ve beraberinde getirmis oldugu saglik sorunlarmi tek
basima yashlikla iligkilendirilmesi dogru degildir. Diger faktorlerinde yash
yetiskinlerde uykuyla iligkili sorunlara katkida bulunacagi diistiniilmelidir, 6rnegin

beyin lenfatik drenajindaki bozulmalar.

4.3.2. Beyin drenaj sistemleri ve uyku iliskisi

Beyinde glimfatik sistem, hiicre dist metabolitlerin ve atik maddelerin
temizlenmesinde 6nemli rol oynar. Uyku her ne kadar ilk olarak bedensel dinlenme
ile iliskilendirilse de uyku sirasinda glimfatik sistem aktivitesinin uyanikliga goére
belirgin sekilde arttifi ve beyin parenkiminden iki kat daha fazla protein klirensi

gerceklestigi bilinmektedir (6).

BOS ve ISF'nin konvektif akisi iizerinde uyarilma diizeyinin de 6nemli roli
vardir ve bas modiilatorii norepinefrindir. Uyudugumuz esnada merkezi norepinefrin
seviyeleri diiserek hiicre dis1 boslugun genislemesine, direncin azalmasina ve sonug
olarak BOS-ISF akiginin artisina sebep olmaktadir (8). Bu bulgular anestezi
uygulanmis farelerde de benzer sekilde goriilmiis olup uyaniklik sirasinda interstisyel
bosluk hacim fraksiyonunun hem uyku hem de anestezi esnasina gore daha diisiik
olmasi, uykunun konvektif sivi akigini kolaylastirdigin1 diisiindiirmiistiir (6). Ek

olarak, norepinefrin reseptdr antagonistlerinin glimfatik klirensi indiikledigi ve

13



bunun da uyaniklikta norepinefrin saliniminin interstisyel bosluk miktarin1 azaltarak
klirensi baskilayabildigini diisiindirmektedir (73). Sonug¢ olarak tiim calismalari
topluca ele aldigimizda glimfatik fonksiyonun uykuya bagli olarak artmasi,
interstisyel boslugunun genislemesi ile iliskilendirildigi ve bu genislemenin de

norepinefrin modiilasyonundan kaynaklandigi diistintilebilir (10).

BOS-ISF konvektif akisi ozellikle yavas dalga uykusunda artis gosterdigi
bilinmektedir. Noron demetlerinin 20-30 saniye boyunca diizenli ve senkronize
depolarizasyonu ile iligkilendirilen delta osilasyonunun, beynin 6nemli fizyolojik
restorasyonu ve kan oksijenasyonunu yansittigi bilinmektedir. Benzer sekilde yavas
dalga uykusunda izlenen delta osilasyonunun, glimfatik aktiviteyi arttirmak igin
interstisyel bosluklara BOS akigini arttirarak soliit klirensini artirdigi diisiincesi ile

eslesmektedir (6).

In vivo hayvan calismalar1 ile tanimlanmis olan uyku ve beyin drenaj
sistemlerinin iliskisi, kan oksijen diizeyine bagli fonksiyonel manyetik rezonans
goriintiileme (Bold fMRI), elektroensefalografi ve BOS akis olgiimiiniin birlikte ele
alindig1 in vivo insan ¢alisma sonucuyla da kanitlanmistir. Calisma sonucunda derin
uyku esnasindaki (NREM3) yavas noral aktivite ile BOS akisinin baglantili oldugu
ve derin uyku sirasinda her 20 saniyede bir biiyiikk BOS salimimminin meydana
geldiginin, bunun da BOS dinamikleri ile néral ve hemodinamik ritimlerin baglantili

olabilecegi diisiincesini destekledigi 6ne siirtilmiistiir (74).

Bununla birlikte glimfatik sistemin yasla birlikte bozulmasi, norodejeneratif
demanslarda izlenen uyku bozuklugu ile semptom gelisimi arasinda bir baglanti
oldugu fikrini 6ne c¢ikarmaktadir. Hiicre disi metabolitlerin ve atik maddelerin
uzaklastirilma kapasitesi farelerde yaslanmaya bagl olarak zamanla azalir (6). Bu
durum yash farelerde glimfatik klirenste %80-90'lik bir azalma ile kanitlanmistir ve
yasli beyinlerde artan AP birikiminin en azindan bir kismini agiklayabilecegi

diistiniilmektedir (75).
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Uykuyla iligkili olarak glimfatik klirens iizerinde etki gosteren bir diger faktor
de AQP4 kanallaridir. AQP4'lin perivaskiiler polarizasyonu dinlenme fazinda en
fazladir ve AQP4 kanali silinen fare modellerinde gece ve giindiiz arasindaki
glimfatik klirens farkin1 ortadan kalktigi gorilmistir (8). Uyku yoksunlugu
durumunda da benzer sekilde AQP4 kanallarinin mevcut polarizasyonunu kaybettigi
ve AQP4 ekspresyonunda degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (73). Ek olarak
AQP4 genetik varyasyonunun insanlarda uyku kalitesi ve A yiikii agisindan 6nemli
oldugu ve tamimlanan genetik varyasyonun beyin klirens islevini bozabilecegi 6ne
stirilmektedir (76).

4.3.3. Alzheimer hastaliginda uyku ve beyin klirensi arasindaki iliski

Yaslanma beynin boyutunu kiigiiltme, vaskiiler yapisini bozma ve hatta bilissel
olarak ¢esitli sekilde etkiler (77). Demans ve diger bilissel bozukluklar ileri yaslarda
yaygin olmakla birlikte, demans tanis1 konmamis kisilerde de yaslanma ile iliskili
olarak biliste azalma olabilir (78). Bu kayip bellek, islem hizi, mantiksal akil
yuriitme gibi yasa bagli olarak diislis gosteren farkli bilissel alanlarda izlenmektedir
(79).

Uyku, 6grenmeyi ve hafizayr destekledigi, sinaptik plastisiteyi diizenledigi ve
beyindeki atiklarin temizlenmesini arttirdiginda dolay1 beyin i¢in ¢ok nemlidir (10).
Yaslanmayla birlikte uyku da bozulmalar oldukga sik goriiliir ve uyku yoksunlugu
caligmalar1 ile de bilissel performansi akut olarak etkiledigi bilinmektedir. Ortaya
¢ikan kanitlar, kronik uyku problemlerinin biligsel gerileme ve muhtemelen bunama
riskini artirabilecegini diisiindirmektedir (80, 81). Uyku, AH’nin patolojik bir
ozelligi olan AP temizlenmesinde rol oynadigindan dolay1 uyku ve demansiyel siire¢
iligkisi biyolojik olarak da desteklenir (10). Uykunun beyin drenaj sistemi ile iliskisi
yan1 sira demans riskini etkileyebilecegi diger onemli mekanizmalar; sinaptik
homeostazin diizenlenmesi, ateroskleroz, hipokampal alanlardaki ndéroenflamasyon
seviyelerinin etkilenmesi veya uykuda solunum bozuklugunda meydana gelen
inflamatuar veya oksidatif yollarda hipoksi ile iliskili artan aktivitedir (81-84). Biitiin
bu nedenler dahilinde uyku bozukluklar: demans ile iligkilendirilmistir ve bu nedenle
potansiyel bir risk faktorii, bir prodromal hastalik 6zelligi veya klinik 6ncesi beyin

patolojisinin varliginin sinyali olarak kabul edile bilinmektedir (80).
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AH patogenezinde rol oynayan pek cok faktér olmakla birlikte tanimlanmis
olan en belirgin noéropatolojik 6zellik protein toksisitesi ile karakterize edilir. AP
plaklarinin birikimi ve hiperfosforile tau'nun norofibriler yumaklari, AH de
tanmimlanmis olan bilissel gerilemede 6nemli rol oynar (20). Daha once de belirtildigi
gibi mevcut anlayis, uykudaki bozulmanin A ve tau gibi toksik etkiye sahip protein

birikimini arttirarak AH patogenezini hizlandirdig1 diisiiniilmektedir.

Perivaskiiler drenaj yollar, interstisyel AP basta olmak iizere beyin
parankiminden atik temizleme ig¢in bir lavabo islevi goriir ve anormal bir
perivaskiiler bosluk, bozulmusg glimfatik klirens ve dahasi1 Alzheimer patolojisi ile
iliskilendirilmistir (6). Perivaskiiler boslugun anormal genislemesi AH ve saglikli
kontroller arasinda siklikla gozlenen bir farktir ve hastali§a 6zgiin patolojik 6zellikler
ile iliskilidir, ancak bu genislemenin mekanizmalar1 ve etkileri belirsizdir (85).
Sasirtict bir sekilde perivaskiiler bosluk genislemesi ile uyku bozukluklar1 arasinda
da korelasyon izlenmektedir (86). Baska bir caligmada bu goriisii destekler nitelikte
artan perivaskiiler bosluk sayisi ile uyku yoksunlugu arasinda bir baglanti oldugu

gosterilmistir (87).

Ozellikle bellek fonksiyonlar1 i¢in énemli olan NREM3 uyku dénemi yasa
bagli olarak hem niceliksel hem de kalite agisindan azalir ve yasl insanlarin daha
diisiik oranda yavas dalga aktivitesine sahiptir oldugu bilinmektedir (71). Diger
yandan AH’ler saglikli yaglilarla karsilagtirildiginda glimfatik sistem siiriiciilerinden
biri olan NREM3 sirasinda meydana gelen yavas dalga aktivitesinde belirgin azalma
goriiliir ve bu da AH patolojisi ile iliskilendirilmektedir (88). Sonug olarak hayvan
caligmalarinda oldugu gibi klinik caligmalarda da uyku sirasinda meydana gelen
yavas dalga aktivitesi ile artan glimfatik akis ve amiloid klirensi arasindaki iligki
gosterilmistir ve derin uykunun ozellikle beyin temizligi i¢in gerekli oldugunu

diistincesi kanitlanmistir.

Beyin i¢ine ve digina protein giris ve ¢ikisini kolaylastirmada hayati bir rol
oynayan perivaskiiler astroglial yerlesimli AQP4 kanallar1 yaslanma ve beyin
hasarina bagl polarizasyonunun degistigi bilinmektedir (6). Postmortem AH vaka
serilerinde de, saglikli yashilara kiyasla AH'lilerin frontal kortikal gri maddesinde

AQP4'iin perivaskiiler lokalizasyonunun azaldigi goriilmiistiir (89). AH kaydedilen
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bu azalma, artan AP ve norofibriler patolojik yiik ve demans baslangicindan once

biligsel diisis ile iliskilendirilmistir.

Serebral kan akimi, glimfatik fonksiyonun bir diger itici giictidiir ve
diizensizligi ile iliskili olarak demans gelisiminde rol oynadig: diistiniilmektedir (14).
AH'de en erken gelisen fizyolojik degisikligin serebral kan akisinda izlenen azalma
oldugu one siiriilmektedir ve bunun da muhtemelen oligomerik AB’nin perisitler
araciligi ile kilcal damarlar1 daraltmasindan kaynaklandigi diistintilmektedir (90).
Serebral akis hizi periyodikliginin uyku ile iligkili amplifikasyonu, uyku sirasinda
serebral atik temizleme sisteminin aktivasyonunu yansittigi disiiniilmektedir (91).
Saglikli kisilere kiyasla bozulmus olan serebral akis hizi ayn1 zamanda AH patolojisi
olup uyku bozuklugu yasayan ve yasamayan AH’ler arasinda da farklilagmaktadir.
SPECT goriintiilleme analizi sonucunda uyku bozuklugu bulunan AH’ler de uyku
bozuklugu olmayan AH’lere gore frontal ve temporal lobda belirgin perflizyonda
azalma izlenmistir (92). Bu da AH patolojisinin varligina karsin uykunun glimfatik

akis stiriiciisii olan serebral akis hiz1 lizerinde etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak AH ve glimfatik aktivasyon ile iliskili olas1 fonksiyon kayiplarin
topluca ele aldigimizda, Tau ve AP agregatlar1 basta olmak tizere atik Giriinlerin beyin
disina hareketinden glimfatik klirensin sorumlu oldugu, AH’de glimfatik klirensin
bozuldugu ve uykunun da bu siirecte son derece Onemli katkisi oldugu

diistiniilmektedir.

4.4. Klinik ve Translasyonel Alzheimer Calismalarinda Kan Bazh Belirteclerin
Yeri

Proteomiks, birgok proteinin es zamanli olarak analizine izin veren ve gesitli
hastaliklar i¢in yeni biyobelirte¢leri tanimlamada one c¢ikan metodolojik bir
yaklagimdir (93). Kan plazmasi veya serumdan insan biyolojisi hakkinda 6nemli
miktarda klinik ve biyolojik bilgi elde edilebildigi igin proteomik g¢alismalarda
merkezi bir rol oynadigi goriilmektedir. Ek olarak kolay erisilebilir ve minimal
invaziv bir girisim olmasi1 sebebi ile gerek kisisellestirilmis tip uygulamalarinda
gerekse tedaviye verilen terapotik yanitin izlenmesi ve hastaliga 6zgli yeni
biyobelirteglerin kesfini hizlandiriyor olmasi agisindan son zamanlarda pek c¢ok

arastirmada kullanima yonelik ilgi artmigtir (94).
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Plazma proteomikleri, cok sayida protein analizi i¢in kiigiik bir hacimde 6rnek
kullanmast ve Ozellikle hastaliklarla ortaya ¢ikabilecek protein ifadesindeki
degisiklikleri tanimlayabildiginden dolay:1 avantajli ve popiiler hale gelmistir (94).
Ote yandan kan bazli plazma proteomik belirteglerin, AH’de oldugu gibi diger
yontemlere gore hastaligin teshisi, prognozu ve siniflandirilmasi agisindan daha az
invaziv ve uygun maliyetli bir yaklagim oldugu i¢in de tercih edilmektedir (95). Bu
gelismelere ragmen bireysel c¢alismalarda kan biyobelirteg gecerliliginde biiyiik
degiskenlik gézlemlenmektedir. Bu sebeple yakin zamanda bu alandaki uzman grup
tarafindan, AH’de kan biyobelirtegleri i¢in uygun kullanim oOnerileri varilan

konsensiis sonucunda yayinlanmistir (96).

Alzheimer hastalig: siireklilik agisindan {i¢ asamadan meydana geldigi kabul
edilir: normal bilissel yetenek ile karakterize edilen klinik 6ncesi asama, hafif bilissel
bozulma ile karakterize edilen prodromal asama ve nihayetinde klinik olarak belirgin
demans (97). Hastaligin klinik belirtilerinin heterojenikligi sebebi ile belirtilmis
olunan bu 3 asamal siireklilik 2018 yilina kadar ya postmortem degerlendirme ya da
beyin biyopsisi ile yapilabilirdi. 2018 yilinda Ulusal Yaslanma ve Alzheimer
Derneginin yapmis oldugu arastirma sonucunda, AH’de postmortem inceleme veya
in vivo biyobelirtegler tarafindan belgelenebilen altta yatan patolojik siirecler
yeniden tanimlamistir (98). Bu da AH ile iligkili biligsel bozulmaya yol agan olaylar

dizisi ve demansin heterojenik etiyolojisinin daha dogru ele alinmasini saglamistir.

Gilinimiizde AH’ye bagli demans teshisi basta klinik olmak {izere
noropsikolojik ve biyobelirte¢ 6lgiimlerinin kombinasyonlari ile gergeklesmektedir.
AH teshisi i¢in onay almig biyobelirtegler BOS’da AB42, t-tau ve f-tau birikimi, Ap
ve tau PET taramas1 ve plazma f-tau, kisa biligsel testler ve APOE genotipleme gibi
erigilebilir biyobelirteclerin kombinasyonudur (41, 99). Her ne kadar BOS ve
PET'teki mevcut gelismeler AH tani siirecini daha kesin kilsa da invaziv ve
maliyetleri g6z Oniinde bulunduruldugunda tarama ve birinci basamak tani araci
olarak kullanmak i¢in kan bazli biyobelirtegler kadar tercih edilebilir degillerdir. Bu
sebeple AH’de kan bazli biyobelirte¢ adaylarinin var olan BOS ve PET belirtecleri

ile dogrulayarak daha fazla arastirilip gelistirmesi gerekmektedir.
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Alzheimer hastaligi siirekliligini géz Oniinde bulundurdugumuzda plazma
biyobelirteglerinin biligsel bozuklugu olmayan, hafif kognitif bozukluk ve AH
demansimi ayirt etmede klinik performansi artirmak icin birbirleriyle veya diger

kolay erisilebilir testlerle birlestirilmektedir (96).

Biligsel bozuklugu olmayan ve hafif kognitif bozukluk asamasinda olan
kisileri ayirt etmede daha ¢ok kullanilan belirtecin serebral amiloid yiikii temsil ettigi
diistiniilen plazma AB42/AB40 oranidir (23). Fakat genelde bu ¢alismalarda AH igin
dogustan gelen bir risk faktorii olan APOE genotipi ile AP42/AB40’ 1 gostermis
oldugu tutarlilik, serebral AP patolojisinin APOE genotipinden ayr1 mekanizmaya

sahip olmasi sebebi ile tartismalidir (96).

AH’yi teshis etmede tek aday belirtegten ziyade belirte¢ paneli kullanmanin
hastalig1 karakterize etmede daha iyi performans gosterecegi de diistintilmistiir
(100). Bu nedenle AH ve prodromal asama olan Hafif kognitif bozuklugu ayirt etmek
icin bir dizi kan bazli biyobelirte¢ paneli kullanilmistir. Her ne kadar AH’yi bilissel
bozuklugu olmayan gruptan %90 dogrulukla ayirt edip 5 yillik siire¢ igerisinde hafif
kognitif bozukluktan AH’ye ilerlemeyi tanimladigini sdyleyen 18 plazma proteini
tespit edilmis olsa bu bulgular diger arastiricilarin tekrarlamis oldugu arastirmalarda
basarili sonu¢lanmamustir (101, 102). Diger yandan AH demansini tek basina ayirt
etmede basarili olan f-tau217 ile preklinik Alzheimer bilissel bilesik (PACC)
skorunun birlestirilmesi ile HKB’den AH demansina ilerleme riskinin gii¢lii bir
sekilde ayristirila bilindigi gosterilmistir (103). Buna ek olarak yiiksek performansli
testler kullanildiginda plazma f-taul81, f-tau231 ve GFAP’in HKB’si olan
semptomatik hastalarda gelecekte AH demans1 gelisimini tahmin etmek i¢in tutarh

belirtegler oldugu gosterilmistir (23, 33, 47).

AH demansini diger demans tiirlerinden ayirt etmede de belirgin sekilde dnce
¢ikan plazma biyobelirteci olarak f-tau testleri karsimiza ¢ikmaktadir (41). Diger
demanslardan BOS ve PET belirtegleri kadar yiiksek performansla tek basina AH
demansini ayirt etmede basarilidir, f-tau217 testi diger tau varyantlarina gore one
cikmaktadir (96). Plazma f-tau varyantlarinin aynt zamanda AP42/Ap40 ve
norofilament hafif zincir ile kombine edildiginde biligsel bozuklugu olmayan

bireylerin global bilissel diisiislerini tahmin etmede de, f-tau ve norofilament hafif
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zincir birlestirildigi durumda ise HKB den global bilissel diislise gidisi tahmin
etmede basarili oldugu goriilmistiir (23, 104).

Sonug olarak tiim gilincel bilgileri ele aldigimizda kan bazli biyobelirteglerin
AH patolojisi ve hastaliin farkli evrelerini ayirt etmede basarili oldugu goriilmiistiir.
Fakat uygulanabilirlik konusunda hala BOS ve PET taramalar1 ile dogrulama ve
farkli kohort ¢alismalari ile tutarli sonuglar elde etmesi agisindan var olan arastirma

bosluklarinin kapatilmas1 gerekmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

Tez calismas1 kapsaminda iki farkli etik kurula bagvurulmus olup sirasiyla
Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 27.06.2018 tarihli 351 karar no ve istanbul Medipol Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 20.06.2018 tarihli 39 karar no ile onay
alimmistir (Boliim 11).

Calismaya dahil edilen tiim katilimcilardan “Katilimci bilgi ve onam formu”
alimmistir. Vesayet altinda bulunan katilimcilarin onam formlar1 vasileri tarafindan
onanmustir (Ek-1).

Calisma kapsaminda kullanilan tiim hayvanlar Istanbul Medipol Universitesi
Saglik Bilim ve Teknolojileri Aragtirma Enstitiisii (SABITA) biinyesinde hizmet
veren T1bbi Arastirma Merkezi’nden (MEDITAM) temin edilmis olup tiim deneyler
Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalar1 Merkez (REMER) laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

5.1. Katihmeilar

Bu arastirmaya; Istanbul II’inde 6zel yasli bakim merkezinde kalan 5
Alzheimer hastasi ve Bir Egitim ve Arastirma Hastanesi fiziksel tip ve rehabilitasyon
kliniginde yatarak tedavi goren, hastalarla yas ve cinsiyet bakimindan eslesmis 5

saglikli yasli kontrol dahil edilmistir.

Katilmeilarin -~ gerekli  norolojik muayenesi uzman hekim tarafindan
gerceklestirilmistir. Hasta grup i¢in detayli 6zgegmis ve aile dykiisii sorgulanmistir.
Kognitif diizeyin belirlenmesi i¢in hasta ve saglikli yasli gruba egitim durumlarina

gore uygun Standardize Mini Mental Testi uygulanmistir.

5.1.1. Alzheimer hastalarimin dihil edilme ve dislama oélgiitleri
Belirtilmis olunan dahil edilme ve dislama Ol¢iitlerine uygun olarak bireyler
degerlendirilmis ve Alzheimer grubuna dahil edilmistir. Dahil olma ve dislama

Olctitleri;

- DSM-1V ve NINCDS-ADRDA o6lg¢iitlerine gore tant almig olmasi
- Kolinerjik monoterapi veya memantin ile kombine edilmis kolinerjik
tedavi altinda olmast

- Standardize Mini Mental Testinden 20 ve altinda puan almis olmak
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- Kafa travmasi oykiisii ve diger norolojik bozukluk dykiisii olmamasi

- Alkol ve madde bagimliliginin bulunmamasi

5.1.2.Saghkh yash kontrollerin dahil edilme ve dislama olgiitleri
Belirtilmis olunan dahil edilme ve diglama o6l¢iitlerine uygun olarak bireyler

degerlendirilmis ve kontrol grubuna dahil edilmistir. Dahil olma ve diglama olgiitleri;

- Standardize Mini Mental Testinden 25 ve iizerinde puan almis olmak

- Inme, epilepsi ya da bilissel islevleri etkileyen nérolojik ve/veya
psikiyatrik bozuklugun bulunmamasi

- Merkezi sinir sistemini aktif olarak etkileyen ila¢ kullanilmamasi

(benzodiazepin vb.)

5.2. Plazma Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Kriterleri saglayan hasta ve saglikli kontrol grubunda yer alan bireylerden,
HEPARIN’li tiiplere uyumadan hemen &nce aksam kani ve uykudan hemen sonra
sabah kan1 olmak tizere iki farkli zaman diliminde aclik sonras1 10 ml periferal kan
ornegi almmustir. Ornekler alindiktan sonra takip eden 1 saat igerisinde sogutmali
santrifiijde 1500 g’de 15 dakika santrifiij edilerek plazma elde edilmistir. Elde edilen

plazma numuneleri alikotlanarak -80 °C’de analiz edilene dek saklanmuistir.

5.3. Primer Hipokampal Noron Kiiltiirii
5.3.1. Materyal
5.3.1.1. Deney hayvani

Tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde postnatal 0-3 giinliik Balb/c

fareler kullanilmistir.
5.3.1.2. Noéron kiiltiirii icin kullanilan reaktif ve sarf malzemeleri

Noron kultiirti i¢in kullanilan cihaz, reaktif ve sarf malzemeleri tablo 5.3.1’de

detayl sekilde agiklanmistir.
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Tablo 5.3 1 Noron kiiltiirii i¢in gerekli cihaz, reaktif ve sarf malzeme listesi

Reaktif ve Sarf Malzemeler Firma Katalog/Model No
Poly-D-lisin Sigma P7280
Hibernate-A Gibco A1247501
Leibovitz L-15 Multicell 323-050-CL
Neurobasal-A Gibco 10888-022
Antibiyotik Multicell 450-115-EL
GlutaMAX Gibco 35050-061
B27 Gibco 17504-044
Papain Sigma P4762
DNaz Sigma D4513

Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma F4135
DPBS Gibco 14190-094
96 kuyulu plaka (siyah) Corning 3904

Petri kab1 35 mm TPP 93060
Santriftij tiipti 15 mL CAPP 5100015C
Mikrosantrifiij tipii 1.5 mL CAAP 5101500C

Inkiibator Thermo Scientific ~ Forma Steri-Cycle
Santrifiij Thermo Scientific ~ SL 16R

Laminar Akimh Kabin Thermo Scientific  Safe 2020

Stereo mikroskop ZEISS SteREO Discovery
Saf Su Cihazi Milipore Direct-Q"™8

5.3.1.3. Vasatlarin hazirlanmas:i

Vasatlar, kiiltiiriin hemen 6ncesinde hazirlanmis olup vasat icerikleri asagida
belirtildigi gibidir.

- Diseksiyon vasati; Hibernate-A igerisine %1 Antibiyotik ve %]l
GlutaMAX eklenerek hazirlanmistir. Diseksiyon asamasina kadar
4°C’de bekletilmistir.

- Kiiltiir vasati A; 990 pL L-15 igerisine %]1 Antibiyotik, %]l
GlutaMAX, %2 B27, %]1 Papain ve %1 DNaz eklenerek hazirlanmistir.
Kullanim stiresine kadar 4°C ‘de bekletilmistir.

- Kiiltiir vasat1 B; L-15 icerisine %1 Antibiyotik, %1 GlutaMAX, %?2
B27 ve %10 FBS eklenerek hazirlanmistir. Kullanim siiresine kadar 4°C
‘de bekletilmistir.

- Yasam vasati; Neurobasal-A igerisine %1 Antibiyotik, %1 GlutaMAX
ve %2 B27 eklenerek hazirlanmistir. Hiicrelerin ekim asamasina

kadar 37°C’de %5 CO2’li ortamda bekletilmistir.
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5.3.1.4. Kiiltiir petri kaplarinin kaplanmasi

Diseksiyon giiniinden 1 giin dnce petri kaplari, steril ddH20O igerisinde 1:10
oraninda seyreltilmis poly-D-lisin soliisyonu ile kaplanmistir. Kaplanan petriler gece
boyunca 37°C’de bekletilmistir. Ekim asamasindan 1 saat Once poly-D-lisin
soliisyonu aspire edilerek steril ddH2O ile (3 kez) iyice yikanmis ve kabin icerisinde

kurumaya birakilmistir.

5.3.2. Hipokampiis diseksiyonu

Hipokampal ndron kiiltiirii i¢in yenidogan (PO-P3) fare yavrularinin
hipokampiisii kullanilmigtir. Farelerin steril sartlarda hipokampal diseksiyonu
gerceklesebilmesi i¢in tiim diseksiyon aletleri ve fare %70 EtOH ile yikanmustir.
Laminer kabin icerisinde gerceklestirilen dekapitasyon islemi pesi sira beyin
dikkatlice ¢ikarilip soguk tabla lizerindeki diseksiyon vasati igerisine aktarilmistir.
Her iki hipokampiis Carl Zeiss stereo mikroskobu altinda tanimlandiktan sonra
uygun yontem ile korteksten ayrilmistir. Sonrasinda ise hipokampiisiin biitiinligii

bozulmadan iizerindeki meninkslerden ayristirilmistir.

5.3.3. Hipokampiis hiicrelerinin elde edilmesi

Cikartilmis olan hipokampiisler enzimatik ayrisimin gerceklesecek oldugu
kiiltiir vasatt A igerisine aktarilarak 4°C’de 45 dakika agitatorde bekletilmistir. Siire
sonunda tiip icerisine %1 DNaz eklenerek 6nce 1000 pl pipet ucu sonra ise 200 ul
pipet ucu ile doku homojenize olana dek tritiirasyon islemine tabi tutulmustur. Son
olarak soliisyon insiilin ignesinden gecirilerek mekanik olarak ayristirilma islemi
tamamlanmis olup enzim inhibitorii igeren kiiltiir vasat1 B icerisine 4°C’de 15 dakika
siispanse edilmistir. Stire sonunda 1000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek hiicreler dibe
toplanmistir. Siipernatant atilarak hiicre peleti iizerine yasam vasati eklenmistir.
Hiicre saymmi sonrasinda 96 kuyulu plakaya 100 pl/kuyu igerisinde 4x10* néron
olacak sekilde ekim gergeklestirilirken, 35 mm petri kabina 5x10°/ml noron olacak
sekilde ekim gergeklestirilmistir. Hiicreler yapistiktan sonra (~ 2 saat) 1,5 ml olacak

sekilde yasam vasat1 ile tamamlanmistir.
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5.4. Plazma Hazirlama ve Optimizasyon Calismalari

EDTA, sitrat ve heparin antikoagiilan1 igeren kan tiipleri ile elde edilen plazma
orneklerinin, kullanilan antikoagiilan maddeye gore hipokampal noronlar lizerindeki
etkisinin tamimlanmasi i¢in néron kiiltiiriiniin 5. giiniinde taze hazirlanan yasam
vasat1 igerisine %10 oraninda plazma eklenmistir. Takip eden her ii¢ giinde bir
mevcut yasam vasatinin yarisi taze hazirlanan yasam vasati ile degistirilmistir. Siireg

Carl Zeiss Invert Mikroskop ile 1, 3, 6 ve 9. giin de takip edilmistir.

Plazma orani ve inkiibasyon siiresinin optimizasyonu i¢in primer hipokampal
noronlarin viabilitesi, farkli oranlardaki plazma (%1, %5 ve %10) maruziyetinden
sonra farkli zaman araligi (1 saat, 12 saat ve 24 saat) i¢in CellTiter-Blue testinin nicel
verileriyle birlikte kantitatif olarak degerlendirilmistir. Hiicre ekimini takip eden 3.
giin de (DIV3) yasam vasatlari deney gruplar ile degistirilmistir. Deney gruplari
sirasiyla belirtildigi gibidir; kontrol (plazmaya maruz kalmamis hiicre-100 ul NBA),
%1 uykudan 6nce plazma (99 ul NBA+ 1 ul plazma), %5 uykuda 6nce plazma (95 pl
NBA+ 5 ul plazma), %10 uykuda 6nce plazma (90 pul NBA+ 10 pl plazma), %1
uykuda sonra plazma (99 ul NBA+ 1 ul plazma), %5 uykuda sonra plazma (95 ul
NBA+ 5 ul plazma), %10 uykuda sonra plazma (90 ul NBA+ 10 ul plazma). Her
zaman araligindan (1 saat, 12 saat ve 24 saat) sonra yasam vasatina 1:1000
seyreltilmis Hoechst33342 ve 1:1000 seyreltilmis Propidium Iyodiir (PI) eklenerek
inkiibatorde inkiibe (Hoechst33342 10 dakika; PI 5 dakika) edilmistir (Tablo 5.4.1).
Siire sonunda Spinning Disk Konfokal Mikroskobu (ZEISS) ile 5x5 kare olacak
sekilde alandan goriintli alinmigtir. Canli ve 6lii canli hiicre sayimi Image J yazilimi
aracilifi ile gergeklestirilmistir. Noronal 6liim yiizdesi, 6li hiicrelerin (PI+) toplam

Hoechst boyasi ile isaretlenmis hiicrelere orani ile hesaplanmustir.
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Tablo 5.4.1 Hiicre canliligi degerlendirilmesi i¢in kullanilan cihaz, boya ve reaktif

listesi
Materyal Firma Katalog/Model No
Propidyum iyodiir (PI) Sigma P4170
Hoechst Therr_no I_:|_sher H3570
Scientific
CellTiter-Blue Promega G8081
_ ) Cell Observer SD
Sp_lnnlng Disk Konfokal ZEISS Spinning Disk Time
Mikroskobu i
Lapse Microskop
Invert Mikroskop ZEISS Primovert
Molecular Spectramax i3 Multi-
Mikroplate okuyucu ) Mode Mikroplate
Devices

okuyucu

5.5. Hiicre Canlihg1 Analizi

Uykudan 6nce ve uykudan hemen sonra alinmis olunan plazma orneklerinin
hipokampal néron kiiltiirii lizerindeki sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi adina
CellTiter-Blue reaktifi kullanilmistir (Tablo 5.4.1). Tiim deney gruplari (B6lim 5.4.)
icin 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasina (10x10* hiicre/kuyu) hipokampal néron ekilip
37°C’de %5 CO2 ortamda 72 saat inkiibe edilmistir. Noron kiiltiiriiniin 3. giiniinde
deney gruplar1 i¢in var olan yasam vasati, icerisinde %5 oraninda plazma igeren
yasam vasati ile degistirilmistir. 1 saatlik 37°C’de inkiibasyon sonrasinda tiim
kuyulardaki vasat aspire edilip bir kez PBS ile yikanmistir. Her kuyucuga 100 pl taze
yasam vasatiyla birlikte 20 pl CellTiter-Blue reaktifi eklenmis ve hiicre kiiltiirii
plakalar1 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Ardindan hiicrelerin 560/590 nm’deki
floresan (FL) 1s1ma degerleri Spectramax i3 Multi-Mode Mikroplate okuyucu ile

Olgtilmiistiir.

Canli hiicrelerin yiizdesinin hesaplanabilmesi i¢in deney FL degeri, kontrol FL

degeri ile takip eden denklemi kullanarak normalize edilmistir;

; . Deney FL degeri
Hiucre viabilitesi (%) = Kontrol FL degeri x 100
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5.6. Proteomiks Calismasi
5.6.1. Materyal

Alzheimer hastalar1 ve saglikli yash yetiskinlerden alinan uyku oncesi ve uyku
sonrasi kan 6rneklerinden boliim 5.2. de belirtildigi sekilde plazma elde edilmis ve
alikotlanarak steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmigtir. Ornekler galisilana kadar -

80 °C de saklanmustir.

Proteomiks c¢alismasi i¢in kullanilan cihaz, reaktif ve sarf malzemeleri tablo

5.6.1°de detayl sekilde agiklanmistir.

Tablo 5.6. 1 Proteomiks ¢alismasi i¢in gerekli cihaz, reaktif ve sarf malzeme listesi

Materyal Firma/Model

LC-MS/MS Kiitle Spektrometresi Waters Corporation, Synapt G2Si HDMS
ACQUITY UPLC Symmetry C18 Waters Corporation, ACQUITY UPLC M-

Trap Column Class

ACQUITY UPLC HSS T3 C18 Waters Corporation, ACQUITY UPLC M-
Column Class

Vorteks Benchmark Scientific, H5000-HC

Spin down santrifiij Sprout

Santrifiij Orto Alsera, Biocen22R

Liyafilizator Labconco FreeZone, ABD

-80°C ultra derin dondurucu Thermo Scientific

Qubit™ Protein and Protein Broad
Range (BR) Assay Kits
High-Select™ Top14 Abundant

Invitrogen, Q33211

Protein Depletion Mini Spin Thermo Scientific, A36370
Columns Kit

FASP Protein Digestion Kit EXPEDEON, 44250
LoBind Mikrosantrifiij Tiipleri Eppendorf

Acetonitrile Hypergrade For Liquid

Chromatography Lichrosolv Merck

5.6.2. Kiitle spektrometresi analizi icin 6rnek hazirlama

Calismaya baglamadan 6nce -80 °C saklanmis olan plazma o6rnekleri ¢oziiliip
High Select™ TOP 14 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns Kit
kullanilarak on isleme tabi tutulmustur. Bu sekilde plazma da yiiksek derisimde
bulunan proteinler sirasiyla; albiimin, IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, kappa ve lambda
hafif zincirleri, al-antitripsin, al-asit glikoprotein, a2-makroglobulin, apolipoprotein
Al, fibrinojen, haptoglobin ve transferrin elimine edilmistir. Basitce, 10 ul plazma

ornegi kit protokoliine gére High Select™ TOP 14 Abundant Protein Depletion Mini
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Spin Kit kolonuna (Thermo Fisher Scientific, ABD) yiiklenmistir. Oda sicakliginda
10 dakika boyunca plazma ve regine bulamaci nazikge karistirilarak kolon igerisinde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kolon 2 mL’lik toplama tiipiine
yerlestirilerek 1000 g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Toplanan diisiik derisimli
bilesenler steril bir tlipe aktarilarak aseton ¢oktiirme yontemi ile konsantre edilmistir.
Coken protein pelleti 8M iire ig¢inde ¢oziilerek 6rneklerin protein konsantrasyonu

Qubit protein analiz Kiti kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Her 6rnekten alinan 50 pg protein, filtre destekli numune hazirlama (FASP)
kit protokoliine bagli kalinarak islenmistir. Bunun i¢in her bir 6rnek kit iginde
bulunan filtreli tiiplere aktarilip tizerine 200 pl Tris-HCI igerisinde ¢oziinmiis iire
eklenerek 14,000 g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Bu islem bir kez daha
tekrarlanmigtir. Toplama tiiptindeki sivi kisim atildiktan sonra geriye kalan konsantre
liriin tre tamponu igerisinde 10X iyodoasetamid (IAA) soliisyonu ile 1 dakika
vortekslenip 20 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda
14,000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek IAA ortamdan uzaklastirilmistir.
Ornekler 100 pl iire tamponu ile seyreltilerek 14,000 g’de 15 dakika iki kez daha
santrifiij edilmistir. Daha sonra tiipte biriken sivi kisim atiip 100 pl 50 mM
amonyum bikarbonat ilave edilip 6rnekler 14,000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Ornekler gece boyunca 37 °C’de inkiibe
edilerek tripsin (1 ng/75 ul, 50 MM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi iginde) ile
sindirilmistir. Takip eden gilinde filtre yeni tiiplere aktarilarak tizerine 40 ul 50 mM
amonyum bikarbonat ilave edilip 6rnekler 14,000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Bu iglem bir kez daha tekrarlanmistir ve filtreye 50 pl 0,5 mM sodyiim
kloriir ¢ozeltisi eklenerek 14,000 g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siireg
sonunda filtre ¢ikarildiktan sonra geriye kalan sindirilmis proteinler liyofilize edilip
stvi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizine dek - 80 °C’de
saklanmistir. Liyofilize haldeki ornekler 20 pl %0,1 formik asit iceren ¢ozeltide
¢ozilliip peptid konsantrasyonlari Qubit cihazi ile 6l¢iilmiistiir. 100 ng/ul peptid

konsantrasyouna sahip 6rneklerin cihaz enjeksiyonu gerceklestirilmistir.
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5.6.3. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi

LC-MS/MS  wverileri  SYNAPTG2-Si  yiiksek  ¢oziintrlikli  kiitle
spektrometresinin ACQUITY UPLC M ile birlestirilmesi ile elde edilmistir. Ornekler
standart veri bagimsiz edinim modu ile analiz edilmistir. %97’lik mobil faz A
solventi, %0,1 formik asit iceren yiiksek saflikta su iken; mobil faz B solventi, %0,1
formik asit igeren yiiksek saflikta asetonitrildir. Peptidler (1ug) trap kolona
(Symmetry C18, 5um, 180 um i.d. x 20 mm, Waters) yiiklenmesinin ardindan 55
°C’de %3’ten %40’a kadar degisen gradient ile 0.300 ul/dk akis hizinda tuzak
kolondan analitik kolona (HSS T3 C18, 1.8 um, 75 um i.d. x 250 mm, Waters) 90
dakikalik bir eliisyonla ayrilmistir. MS ve MS/MS fonksiyonlar1 pozitif iyon modu
ile birlikte 0,7 saniyelik araliklar ile 10 volt diisiik enerji ve 30 volt yiiksek enerji
kullanarak peptid kiitle/elektriksel yiik degeri ve beraberinde iyon bilgisi
kaydedilmistir.

5.6.4. Protein tanimlanmasi ve kantifikasyonu

Ham veriler Progenesis-QI for Proteomics (Waters) yazilimi kullanilarak
islenip Homo sapiens Evrensel Protein Kaynagi dizi veri tabaninda taranmistir
(UniProt, Ocak, 2022). Tim proteinler en az 1 benzersiz peptit dizisi ile
tanimlanmistir. Goreceli protein bolluk oranlar1 (kat degisiklikleri) karsilastirilan her
iki grup (Uykudan 6nce plazmasi: AH — Saglikli yasli; Uykudan sonra plazmasi: AH
— Saglikli yash; AH: Uykudan 6nce plazmast — Uykudan sonra plazmasi; Saglikli
yasli: Uykudan 6nce plazmasi — Uykudan sonra plazmasi) arasinda hesaplanmistir.
Her protein orani i¢in ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmis olup bu
Olgtimleri karsilagtirmak igin ¢ift yonlii t-testi kullanilmigtir. Bu testlerden elde edilen
p degerleri kaydedilerek iki bagimsiz deneyden elde edilen p < 0.05 olan protein
oranlarinin anlamli degistigi kabul edilmistir. Grup karsilastirmalart sonucunda
diferansiyel protein ekspresyonu p degeri < 0,05 ve |log2FC | >0.5 kabul edilerek
volkan grafigiyle gorsellestirilmistir ve grup i¢i ve gruplar arasindaki protein

dagilimi1 Venn semasi ile gosterilmistir.

5.6.5. Data analizi
Anlamli  sekilde ekspresyonu degismis olan proteinler, fonksiyonel
zenginlestirme  analizi  i¢in  g:Prolifier aract ile analiz  edilmistir

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) (105). Zenginlestirme analizinde hedef genler ve
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iliskili islevlerin belirlenmesi i¢in kullanilan veri tabanlari asagida belirtildigi gibidir
ve spesifik bir organizma olarak, Homo sapiens (insan) secilmistir. Gen ontoloji
analizleri GO molekiiler fonksiyon (GO: MF), GO hiicresel bilesen (GO: CC) ve GO
biyolojik siire¢ (GO: BP) olarak sirayla gerceklestirilmistir. Kullanilan biyolojik
yolaklar sirasiyla KEGG, Reactome ve WikiPathways veri tabanlaridir. Kullanilan

protein veri tabanlari ise Insan Protein Atlas1 ve CORUM dur.

Ekspresyonu degismis olan protein listelerinin halihazirda bilimsel literatiirde
var olan proteinler arasindaki iliskilere dayanan protein etkilesim ag yapisini
tamimlayabilmek i¢in STRING (Sirim 11.5, https://string-db.org/) araci
kullanilmustir (106).

Cytoscape uygulamasi ise (https://apps.cytoscape.org/) StringApp aracilig ile

metin madenciligine dayali olarak hali hazirda bilimsel literatiirde AH ile iliskili
proteinlere sahip String disease alt ag1 (DOID:10652) ile ¢aligma sonucunda anlamli
sekilde ekspresyonu degismis olan protein listelerinin karsilastirilmast icin

kullanilmigtir (107).

5.7. Istatiksel Analiz

Fonksiyonel zenginlesme analizi i¢in kullanilmis olan g:prolifier analizindeki
anlamlilik esigi g:SCS esigi ve kullanict esigi 0.05 olarak belirlenmistir. Anlamh
olarak degismis tiim yolaklar ve etkilesimler (PPI) i¢in p degeri <0.05 olarak kabul

edilmistir.

Gruplardaki denek sayimiz (n=5) kisith oldugu ve veri normal dagilim
gostermedigi ig¢in non-parametrik testler tercih edilmistir. Bu sebeple gruplar
arasindaki klinik ve demografik 6zelliklerin karsilastirilmasi icin sirasiyla Fisher
Exact testi ve Mann Whitney U testi kullamilmistir. Ug ve daha fazla degiskenin
karsilastirildigi durumda ise Kruskal Wallis H siralamali tek yonlii varyans analizi
uygulanmistir. Ardindan ikili karsilagtirmalar i¢in ise post-hoc Dunn ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilmistir. Tiim istatiksel degerlendirmeler ic¢in anlamlilik

degeri p <0.05 olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Katihmeilarin Klinik ve Demografik Ozellikleri

Calisma kapsaminda belirlenmis olan kriterler dogrultusunda 5 Alzheimer
tanis1 almis olgu ve 5 saglikli yash yetiskin olmak {izere toplamda 10 kisi calismaya
dahil edilmistir. Tiim 6rneklemin 6’s1 (%60) kadin ve 4’1 (%40) erkektir, gruplar
arast kadin ve erkek sayisi birbirine esit olup her iki grup igin cinsiyet faktori
anlaml farklilik gostermemektedir (p < .999). Katilimcilarin ortalama yast 78.60
yildir (SD=6.36) ve yaslar1 70 ila 88 yil arasinda degismektedir. Istatiksel olarak
gruplar arasinda yas faktorii acisindan anlamli farklilik izlenmemistir (U=2.50,
p=.056). Egitim diizeyi 0 ile 15 yi1l arasinda degismektedir ve ortalama 7 (SD = 5.92)
yildir. Gruplar arasinda egitim diizeyi acisindan anlamli farklilik yoktur (U=12,
p=.952). Olgularin ve saglikli yash yetigkinlerin kognitif yeterlilikleri SMMDT ile
degerlendirilmis ve ortalama puanlar1 20.7 (SD = 7.13) oldugu kaydedilmistir.
SMMDT puan ortalamasinin olgularda istatiksel agidan anlamli sekilde daha diisiik
oldugu goriilmistir (U=.00, p=.008). Tiim katilimcilarin gruplar arasi betimleyici

ozellikleri tablo 6.1.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 6.1.1 Calismaya katilan olgularin sosyodemografik bilgileri

Alzheimer Saghkh Yash Yetiskin
N % M SD N % M SD p
Cinsiyet Kadin 3 30 3 30 999°
Erkek 2 20 2 20 '
Yas 5 83 432 5 72 532 .056°
Egitim yili 5 5 584 5 8 6.68 .952°
SMMDT 5 14 427 5 27 1.78 .008°

2Fisher Exact Test > Mann Whitney U testi

6.2. Hipokampal Néron Kiiltiirii ve In Vitro Giin (DIV) Karakterizasyonu

Bir onceki boliimde agiklanmis olunan protokole bagli kalarak Yenidogan
hipokampal ndron izolasyonu gerceklestirilmistir. Hipokampal néronlarin ekimini
takiben hiicrelerin saglikli bir sekilde petri kabma tutundugu goriilmiistir (Sekil
6.2.1). Hiicre ekimini takip eden 2. giinde (DIV 2) ndronlar da nérit gelisimi, diger
hiicrelerle baglantilar1 baslatan lamelliapodia gelisimi ve glial proliferasyon artis
kaydedilmistir. Bu sebeple plazmanin hipokampal ndronlar iizerindeki toksisitesini
degerlendirmek icin ekim giinilinii takip eden 3. giinde (DIV3) ndronlar plazma ile

Muamele edilmistir.
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Sekil 6.2.1 Kiiltiir ortaminda yetistirilen hipokampal néronlarin gelisimi.

A-DIV 0, B-DIV 1, C-DIV 2 ve D-DIV 3'teki kiiltiirlenmis hipokampal néronlarin
mikrograflar: ile kiltirde hipokampal ndron ve glial hiicrelerin bilyiimesi ve

olgunlugu ile artan karmasik kiiltiir ortam1 gosterilmistir. Olgek ¢ubugu = 100um.
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6.3. Plazma Optimizasyon Sonuglari

Hipokampal ndron kiiltiiriine eklenecek efektif plazma orani ve inkiibasyon
siiresinin belirlenebilmesi i¢in bir dizi deneme c¢alismasi yapilmistir. Deneyler
sonucunda elde edilen etkin plazma orami ve inkiibasyon siiresi belirlenerek, tez
calismasi kapsaminda toplanan 6rneklere ait viabilite ¢aligmalarinda optimum kosul

olarak kullanilmistir.

6.3.1. Antikoagiilan seciminin hipokampal noéronlarin in vitro hayatta kalim
iizerindeki etkisi

[k olarak kullanilan antikoagiilan tiiriiniin (EDTA/Sitrat/Heparin) hipokampal
noron kiiltlir ortamindaki olas1 toksik etkisini inceledik. Sonuglar, EDTA ve Sitrat
antikoagiilan igeren kan tiiplerinden elde edilmis olan plazmanin kiiltiire eklenmesi
ile birlikte kiiltiir ortamimi bozarak kiiltiirdeki hipokampal noronlarin canliligt
tizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu goriilmistir. Sekil 6.3.1°de gorildiigii
tizere DIV 1’1 takip eden siiregcte ndronlarin aksonal harabiyeti belirgin sekilde

kaydedilmistir.

Heparin antikoagiilan1 kullanilarak elde edilen plazma Orneginin eklendigi
kiiltiirlerde ise ayn1 olumsuz etki gézlemlenmemistir (Sekil 6.3.1). Ek olarak Heparin
antikoagiilani ile elde edilmis plazmanin eklendigi kiiltiirlerde DIV 3’1 takiben glial

aktivasyonda artis ve proliferasyon izlenilmistir.
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DIV 6 DIV 3 DIV1 KONTROL

DIV Y

DIV 12

Sekil 6.3.1 Antikoagiilan secimine bagli olarak elde edilen plazma O6rneklerinin

primer hipokampal ndron kiiltiirii tizerindeki etkisi

Ekimi takip eden 5. giin itibari ile hipokampal kiiltiir ortamina farkli antikoagiilanlar ile elde
edilen plazma %10 oraninda kiiltiir vasatina eklenmistir. Plazmanin eklenmesini takip eden
1., 3,6, 9. ve 12. giinlerde kay1t altina alinan mikrograflar ile kiiltiirdeki hipokampal néron
ve glial hiicre degisimi gdsterilmistir. Olgek cubugu = 50pum.
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6.3.2. Plazma oram ve inkiibasyon siiresinin noronal hayatta kalim iizerine
etkisi

Saglikli bireyden alinan plazma oranlar1 ve inkiibasyon siirelerinin noron
canlilig1 lizerindeki etkisi ve optimizasyonu i¢in sekil 6.3.2°de goriildiigl tizere 6l
hiicre ¢ekirdeklerini isaretleyen PI ve hem o6lii hem canli hiicreleri isaretleyen
Hoechst boyama yontemi ile 6lii ve canli hiicre sayilari niceleyici olarak mikroskopi
analizi ile degerlendirilmistir. PI ve Hoechst boyamas1 sonucunda 6lii ve canli hiicre

saymmi ImagelJ yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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1 saat inkiibasyon 12 saat inkiibasyon 24 saat inkilbasyon

Hoechst/PI Faz Kontrast Hoechst/PI Faz Kontrast Hoechst/PI Faz Kontrast

Sekil 6.3.2 Plazma oran1 ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hipokampal noronlarin viabilitesi Propidium iyodiir (kirmizi) ve Hoechst 33342 (mavi)

%1 plazma

205 plazma

2910 plazma

boyama ile gosterilmistir.

Olii hiicreler kirmzi ile temsil edilirken canli hiicreler mavi ile temsil edilmektedir. Olgek ¢ubugu = 100 um.
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Sekil 6.3.3’de resmedilen grafikte gorildigii tiizere plazma Orneginin
hipokampal néronlara 3 farkli oranda (%1 — %5 — %10) ve 3 farkli inkiibasyon
siiresince (1 saat — 12 saat — 24 saat) muamelesi sonucunda noronal 6liim yiizdesi,

plazma orani ve inkiibasyon siiresine paralel olarak artig gostermistir.

#
_
#
* *
100 1 ]
1 %1 Plazma
* =
< = % B %10 Plazma
S 60 %
=
b
g 40—
Q
20
O 1 1 1
1 12 24

Inkiibasyon siiresi

Sekil 6.3.3 Plazma oran1 ve inkiibasyon siiresine bagl olarak degisen ndronal 6liim
yiizdesi (n=3).

Her ii¢ inkiibasyon siiresince ortalama Oliim yiizdesinin kiiltiir ortamina
eklenen plazma oranina gore degisimi, boyama sonuglarimin Kruskal Wallis H
siralamali tek yonlil varyans analizi ile degerlendirilmistir (n=3). Her 3 plazma orani
arasinda ndronal 6liim orani agisindan inkiibasyon siireleri igerisinde istatiksel olarak
anlamlh farklilik izlenmistir (1 saat inkiibasyon; p= 0.036, 12 saat inkiibasyon; p
degeri= 0.0117, 24 saat inkiibasyon, p= 0.0216). Uygulanan Dunn c¢oklu
karsilagtirma testi ile inkiibasyon siirelerine gore ortaya ¢ikan anlaml farklilik %1
plazma orani ile %10 plazma orami arasindaki anlaml iligkiden kaynaklanmaktadir.
Sirasiyla, 1 saat inkiibasyon; %1 vs. %10 p= 0.0219, 12 saat inkiibasyon; %1 vs.
%10 p= 0.0338, 24 saat inkiibasyon; %1 vs. %10 p=0.0219.
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Her 3 plazma oranmin inkiibasyon siirelerine gore kendi arasindaki noronal
oliim yiizdesi ise %1 oraninda plazma ve %5 oraninda plazma eklenmis gruplarda
istatiksel olarak anlamli farklilik kaydedilmistir (%1 plazma; p= 0.036, %5 plazma; p
degeri= 0.0107). Uygulanan Dunn ¢oklu karsilastirma testi ile plazma oranlarina
gore ortaya c¢ikan anlamli farklilik %1 plazma orani i¢in 1 saat inkiibasyon vs. 24
saat inkiibasyon (p= 0.0219), %5 plazma orani i¢in 1 saat inkiibasyon vs. 12 saat
inkiibasyon (p= 0.0338) arasindaki anlaml iliskiden kaynaklanmaktadir.

Ayni kisiden alinan plazma O6rneginin hipokampal ndronlar iizerindeki etkisi
CellTiter-Blue viabilite testi ile de 3 farkli oranda (%1 — %5 — %10) ve 3 farkli
inkiibasyon siiresince (1 saat — 12 saat — 24 saat) degerlendirilmis olup metabolik
aktivitenin plazma oranlar1 ve inkiibasyon siiresine gore degisimi sekil 6.3.4’de

gosterilmistir.

Sonug olarak PI ve Hoechst ikili boyama yontemi sonucunda hesaplanmis olan
oliim yiizdesi ile tutarli olarak CellTiter-Blue viabilite testinde de 1 saat inkiibasyon
stiresince %35 plazma oranmin diger inkiibasyon siireleri ve plazma oranlar ile
karsilastirildiginda primer hipokampal kiiltiirii i¢cin optimum deger oldugu
goriilmiistiir. Bu baglam da viabilite testlerine efektif plazma orani ve inkiibasyon
sliresi olarak belirlenmis olan %5 plazma ve 1 saat inkiibasyon kosuluna bagli

kalinarak devam edilmistir.
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Sekil 6.3.4 Hipokampal noronlarin CellTiter-Blue testi ile hiicre canlilig1 analizi.

Metabolik aktivite belirtilen maruziyet kosullarinda 24 saat, 12 saat ve 1 saat sonra

Olgtilmiistiir.
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6.3.2.1. Plazmanmin arka kék gangliyon néronlart iizerinde in vitro

hayatta kalim etkisi

Plazmanin hipokampal noéron kiiltiir ortaminda meydana getirmis oldugu
olumsuz etkinin tanimlanmasi sonucunda periferal arka kok ganglion kiltiir
ortamindaki olas1 toksik etkisi Kalitatif olarak incelenmistir (EK-2). Sonuglar,
plazmanin kiiltiir ortamina eklenmesi ile birlikte dorsal kok ganglion ndronlari
tizerinde kiltiir ortamin1 bozan ve noronlarin canliligini etkileyen herhangi bir

olumsuz etki gézlemlenmemistir (Sekil 6.3.5).

Sekil 6.3.5 Plazmanin arka kok ganglion kiiltiirii {izerindeki etkisi

A. Kontrol, B. %1 plazma, C. %5 plazma ve D. %10 plazma eklenmis kiiltiir ortami.
Ekimi takip eden 5. giin itibari ile periferal arka kok ganglion noron kiiltiirii ortamina
%1, %5 ve %10 oranin plazma eklenmistir. Plazmanin eklenmesini takip eden 7.

giinde kayit altina alinan mikrograflar ile kiiltiir ortam1 gésterilmistir.
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6.4. Hiicre Canlihig1 Analiz Sonuglari

Alzheimer olgular1 ve saglikli yasli yetiskinlerden uykuya bagimli olarak
alian uyku Oncesi ve uyku sonrasi plazmanin hipokampal néron kiiltiirii iizerinde
toksik etkisinin olup olmadigimnin degerlendirilebilmesi igin CellTiter-Blue canlilik
testi yapilmistir. Daha 6nceki boliimde anlatilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda
kiiltiir ortamina % 5 oranda plazma eklenmis ve hiicreler 1 saat boyunca bu ortama

maruz birakilmistir.

Her iki grup arasinda hiicre viabilitesi agisindan hem uyku Oncesi elde edilmis
plazma hem de uyku sonrast elde edilmis plazmanin eklendigi kosulda istatistiki
olarak anlamli farklilik kaydedilmemistir. Buna ek olarak Alzheimer ve saglikli yasl
yetiskin grubu kendi igerisinde (uyku Oncesi/sonrasi) degerlendirdigimizde saglikli
yaslt yetiskin grubun uyku Oncesi ve uyku sonrasi plazmasinin eklendigi kosullar
arasinda istatistiki agidan anlamli farklilik izlenmistir (p = .032). Alzheimer

olgularinda ise ayn1 kosullar i¢in istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmamastir.

120- Alzheimer

Saglikh yash
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Sekil 6.4.1 Alzheimer olgulan ve saghkli yasgh yetiskin grubun uyku Oncesi ve
sonrast elde edilmis olunan plazmasinin hipokampal néron kiiltiirii izerindeki toksik

etkisinin CellTiter-Blue testi ile analizi (n=3).
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6.5. LC-MS/MS ile Plazma Proteom Profilinin Tanimlanmasi

Beyin drenaj sisteminin uykuya bagimli isleyisinin, Alzheimer olgular1 ve
saglikli yash yetigkinlerdeki calisma mekanizmasini anlamak i¢in kan plazma
orneginin iki farkli zamanda (uyku Oncesi/sonrasi) alindigi bir model olusturarak
kantitatif proteomik yaklagim kullanildi. Boliim 5.3’te ayrintili olarak agiklandigi
tizere LC-MS/MS analizi ile kantitatif proteomik ¢aligmasi yapildi. Analiz i¢in ham
veriden iki biyolojik tekrar sonucunda %1 yanlis kesif oran1 ve >1 spektral (MS/MS)

sayimina sahip 790 protein net bir sekilde tespit edilmistir.

6.5.1. Alzheimer olgulart ve saghkh yash arasindaki kan plazma protein
farkhihiklar:

LC-MS/MS analizi sonucunda tespit edilmis 790 proteinin tiimii géz Oniinde
bulunduruldugunda, her iki grupta her iki kosul i¢in benzersiz proteinlerin sayisini
smiflandirmak adina belirlenmis olunan kriter (%1 yanlis kesif oran1 ve MS/MS > 1)
dogrultusunda uykudan 6nce ve uykudan sonra alinmis olunan plazma 6rneklerinde
saglikli yash yetiskin ve AH olgularinda 785 proteinin (%99.4) ortak olarak ifade
edilirken uyku 6ncesi 1 protein (%0.1) ve uyku sonrasi1 4 protein (%0.5) benzersiz
olarak ifade edildigi gorilmistir (Sekil 6.5.1-A). Ayni degerlendirme her grubun
kendi igerisinde iki farkli kosul agisindan degerlendirildigi durumdaysa 786 proteinin
(%99.5) ortak olarak ifade edildigi, saglikli yaslinin; uykudan 6nce/uykudan sonra
karsilagtirilmasinda 1 protein (%0.1) benzersiz ifade edilirken AH olgularinda 3
proteinin (%0.4) benzersiz ifade edildigi goriilmiistiir (Sekil 6.5.1-B).

A, B.
U.sonra: ALZ vs Saglikl Yash Saghkl Yash: U.6nce vs U.sonra

U.bnce: ALZ vs Saglikli Yash ALZ: U.dnce vs U.sonra

Sekil 6.5.1Alzheimer (ALZ) olgularinda ve saglikli yasli yetiskinlerde toplamda 790
proteinin gruplar arast ve 2 farkli kosula (uyku Oncesi; uyku sonrasi) gore

siiflandirilmasi.

42



Farkli sekilde ifade edilen proteinler, g¢esitli ikili karsilagtirmalarda (Uyku
oncesi: Alzheimer vs. Saglikli yasli; Uyku sonrasi: Alzheimer vs. Saglikli yasli;
Saglikli yasli: Uyku 6ncesi vs. Uyku sonrasi; Alzheimer: Uyku oncesi vs. Uyku
sonrasi) ortak ve benzersiz sekilde ifade edilen proteinler agisindan her iki grup
arasinda iki kosul i¢in karsilagtirilarak tanimlanmigtir. Tespit edilen 790 protein
icerisinden gruplar arasinda p degeri <0.05 ve kat degisimi >= 1.4 olanlarin istatiksel
acidan ifadesi anlamli degisen protein olarak tanimlanmistir (Tablo 6.5.1). Anlamli
olarak ifadesi degisen bu proteinler i¢in logaritma 2 tabanina gére alinmis Kkat
degisim degerleri 0,5'ten (JAlog2[>0.5) biiyiik oldugunda proteinlerin farkli sekilde
ifade edildigi (artig/azalig) kabul edilmistir. Sirasiyla; Uyku Oncesi: Alzheimer vs.
Saglikli yash karsilastirmasi icin 15 protein, Uyku sonrasi: Alzheimer vs. Saglikli
yash karsilastirmasi i¢in 36 protein, Saglikli yasli: Uyku 6ncesi vs. Uyku sonrasi
kargilagtirmast i¢in 21 protein ve Alzheimer: Uyku oOncesi vs. Uyku sonrasi
karsilagtirmas1 i¢in 17 protein artis gostermistir. Sekil 6.5.2 da gesitli ikili
karsilastirmalarda proteinler i¢in kat degisimine karsi istatistiksel anlamlilik volkan

grafigi ile gosterilmistir.
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Sekil 6.5.2 Analize dahil edilen tim proteinler i¢in grup karsilagtirmalarini temsil

eden volkan grafikleri.

X ekseni log2 kat degisikliklerini temsil ederken y ekseni ¢ift yonlii t-testi

istatistigiyle iligkili —log10(p-degerini) temsil eder. Dikey noktali ¢izgiler 0,5 veya

—0,5'lik bir log2 kat degisiminde konumlandirilmistir ve yatay noktali ¢izgiler

p=0,05 esdegerine konumlandirilmistir. Kirmizi, p<0.05 ve log2 kat-degisimi>0.5

veya <-0.5'te farkli olarak ifade edilen proteinlerdir. Gri, her iki grup arasinda

anlaml olarak farklilasmamis proteinleri temsil etmektedir.
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Tablo 6.5.1 Alzheimer olgular1 ve saglikli yaslt yetigkin grup arasinda uyku once ve

sonras1 kosuluna bagli olarak p degeri <0.05 ve kat degisimi >= 1.4 kriterini saglayan

protein listesi

Erisim Lo Gen Maksimum Kat
Protein ismi .. o ce
numarasi Sembolii oldugu grup degisimi
Uyku éncesi: Alzheimer vs. Saghkl yash
Q8N7Z5 Ankyrin repeat domain-containing protein 31 ANKRD31 Alzheimer 2.9
AOA804CDA6  Dynactin subunit 1 DCTN1 Alzheimer 2.0
P18428 Lipopolysaccharide-binding protein LBP Alzheimer 2.0
P01266 Thyroglobulin TG Alzheimer 1.7
AOALL0TIW? cHhI;iAn class | histocompatibility antigen, C alpha HLA-C Saghkh yash 16
Q92820 Gamma-glutamyl hydrolase GGH Alzheimer 2.0
P02750 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein LRG1 Alzheimer 1.7
Q8IXS6 Paralemmin-2 PALM2 Saglikli yasgh 15
P61769 Beta-2-microglobulin B2M Alzheimer 1.6
Serine/threonine-protein kinase Sgk3 -
ESRK28 (Fragment) SGK3 Saglikli yash 1.8
AOA087WV90  Dystrophin DMD Saglikli yash 4.9
P02775 Platelet basic protein PPBP Alzheimer 1.7
Serine/threonine-protein phosphatase 6 -
H7BXH2 regulatory subunit 3 PPP6R3 Alzheimer 14
Q7MA4L6 SH2 domain-containing adapter protein F SHF Saglikli yasgh 1.4
HOY781 Transmembrane protein KIAA1109 (Fragment)  KIAA1109  Saglikli yash 1.9
Uyku sonrasi: Alzheimer vs. Saghkh yash
AO0AQU1RQJ2 Dystonin DST Saglikli yasli 1.7
Q8N859 Zinc finger protein 713 ZNF713 Saglikli yash 2.1
Q14766 L_ate_nt-transfgrmlng growth factor beta- LTBP1 Saglikli yash 38
binding protein 1
P02751 Fibronectin FN1 Saglikl yasli 2.0
A4UGR9 Xin actin-binding repeat-containing protein 2 XIRP2 Alzheimer 2.7
AOA0STWWNL Coiled-coil domain-containing protein 122 CCDC122 Saglikli yash 41
(Fragment)
QIBYX7 Putative beta-actin-like protein 3 POTEKP Saglikli yash 31
095235 Kinesin-like protein KIF20A KIF20A Saglikli yash 34
P37802 Transgelin-2 TAGLN2 Alzheimer 3.6
P02775 Platelet basic protein PPBP Alzheimer 1.8
Q72313 pRré?el?rl;"i-llke and GRIP domain-containing RGPD4 Saglikli yasl: 53
Q5T097 Utrophin UTRN Alzheimer 2.3
Q99666 RAN_BPZ-Ilke and GRIP domain-containing RGPD5 Alzheimer 16
protein 5/6
Q8N4Y?2 EF-h_and calcium-binding domain-containing CRACR?2B Alzheimer 38
protein 4A
P05109 Protein S100-A8 S100A8 Saglikl yasli 1.4
Q92966 snRNA-activating protein complex subunit 3 SNAPC3 Alzheimer 1.8
043861 IF;I;Obable phospholipid-transporting ATPase ATPIB Saglikl1 yash 16
P00488 Coagulation factor X111 A chain F13A1 Saglikli yaslt 1.8
075146 FI)-r|cL)Jtneti|:gt|n-mteractmg protein 1-related HIPIR Alzheimer 20
AOALAOTIW? HLA clas§ I histocompatibility antigen, C HLA-C Saglikl1 yash 16
alpha chain
AOA0B4J278 Alpha-1-antitrypsin (Fragment) SERPINAL Alzheimer 2.4
D6REYS Rap guanine nucleotide exchange factor 2 RAPGEE? Alzheimer 98

(Fragment)
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Erisim numarasi Protein ismi Gen Maksimum Kat
$ Sembolii oldugu grup degisimi
Q8N9Z9 Lamin tail domain-containing protein 1 LMNTD1 Saglikli yash 2.0
AOA804CDA6 Dynactin subunit 1 DCTN1 Alzheimer 3.1
HOY755 Loyv affinity immunoglobulin gamma Fc FCGR3A Alzheimer 14
region receptor I11-A
014976 Cyclin-G-associated kinase GAK Alzheimer 2.4
PO7737 Profilin-1 PFN1 Alzheimer 1.8
Q16401 SZUEE]SU r;:])ilrtoéeasome non-ATPase regulatory PSMD5 Saglikli yasl: 19
Q8N725 Ankyrin repeat domain-containing protein 31 ~ ANKRD31 Saglikli yash 3.1
CaJ7L7 Glutamate-rich protein 6 (Fragment) ERICH6 Alzheimer 15
Q14980 Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMA1 Saglikli yash 14
014672 Dlsm_te_grln and _metalloprotelnase domain- ADAM10 Alzheimer 14
containing protein 10
Q6P5X7 Transmembrane protein 71 TMEM71 Saglikli yagh 1.6
Q502W6 von Wlllebrand factor A domain-containing VWA3B Alzheimer 16
protein 3B
Q9UEF7 Klotho KL Saglikli yasl 1.4
075970 Multiple PDZ domain protein MPDZ Alzheimer 2.1
Additional sex combs like 1 (Drosophila), =
Q76L82 isoform CRA_d ASXL1 Saglikli yash 14
Saghkh vash: Uyku oncesi vs. Uyku sonrasi
CaJ7L7 Glutamate-rich protein 6 (Fragment) ERICH6 Uyku dncesi 1.4
13L2X4 Sex hormone-binding globulin SHBG Uyku sonrasi 1.4
Q9BYV9 Transcription regulator protein BACH2 BACH2 Uyku sonrasi 3.1
P04180 Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase LCAT Uyku sonrasi 19
P57740 Nuclear pore complex protein Nup107 NUP107 Uyku 6ncesi 2.0
AOA5S6RJIB7 Receptor protein-tyrosine kinase (Fragment) FGFR2 Uyku 6ncesi 15
Q8N9V7 Protein TOPAZ1 TOPAZ1 Uyku 6ncesi 1.6
AOAOAOMR22 Phospholipid-transporting ATPase ATP9A Uyku sonrasi 14
P08253 72 kDa type 1V collagenase MMP2 Uyku 6ncesi 14
Q5VW36 Focadhesin FOCAD Uyku sonrast 15
von Willebrand factor A domain-containing . .
Q502W6 protein 3B VWA3B Uyku 6ncesi 1.6
Serine/threonine-protein
075460 kinase/endoribonuclease IRE1 ERN1 Uyku sonras: 16
AOA5F9ZHJ2 Non-specific protein-tyrosine kinase TNK2 Uyku 6ncesi 1.7
AO0A087WTU7 Dystrophin DMD Uyku 6ncesi 16.8
D6RIG3 Deoxycytidylate deaminase DCTD Uyku 6ncesi 2.0
AOA494C1F8 Pro-neuregulin-1, membrane-bound isoform NRG1 Uyku sonrast 25
Acyl-CoA-binding domain-containing protein
AOATI2YQE9 5 ACBD5 Uyku sonrasi 3.1
PO7737 Profilin-1 PFN1 Uyku dncesi 1.4
N-terminal EF-hand calcium-binding protein i .
XERCW6 3 (Fragment) NECAB3 Uyku 6ncesi 14
P18206 Vinculin VCL Uyku sonrast 15
AO0A2R8Y5P7 Histidine--tRNA ligase HARS2 Uyku sonrast 7.6
Alzheimer: Uyku 6ncesi vs. Uyku sonrasi
Q8N859 Zinc finger protein 713 ZNF713 Uyku dncesi 2.0
Eukaryotic translation initiation factor 4 .. .
AOA7I2Y1C3 gamma 1 EIF4G1 Uyku 6ncesi 1.5
AOA0B4J278 Alpha-1-antitrypsin (Fragment) SERPINA1  Uyku sonrast 1.7
P53618 Coatomer subunit beta COPB1 Uyku 6ncesi 14
Q8N7Z5 Ankyrin repeat domain-containing protein 31 ~ ANKRD31 Uyku 6ncesi 3.3
A4UGR9 Xin actin-binding repeat-containing protein 2 XIRP2 Uyku sonrast 2.0
CoJ7L7 Glutamate-rich protein 6 (Fragment) ERICH6 Uyku sonrasi 15
Armadillo repeat-containing X-linked protein . .
Q7L311 2 ARMCX2 Uyku 6ncesi 16.6
P08253 72 kDa type 1V collagenase MMP2 Uyku sonrasi 1.7

46



Gen Maksimum Kat

Erisim numaras1  Protein ismi Sembolii oldugu grup deftisimi

Coiled-coil domain-containing protein 122

AOAOS7TWWNI (Fragment) CCDC122 Uyku dncesi 5.0

F8VRK9 Sulfite oxidase, mitochondrial (Fragment) SUOX Uyku 6ncesi 14

P37802 Transgelin-2 TAGLN2 Uyku sonrast 1.8
DNA-directed RNA polymerases 1, 11, and 111 .. .

K7EJ87 subunit RPABC1 POLR2E  Uyku dncesi 15

AOAO0U1RQJ2 Dystonin DST Uyku 6ncesi 1.4
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

075038 phosphodiesterase eta-2 PLCH?Z Uyku sonras: 14

P40121 Macrophage-capping protein CAPG Uyku sonrast 1.5
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor

COIYA4 type 12 (Fragment) PTPN12 Uyku sonrasi 2.2

095267 RAS guanyl-releasing protein 1 RASGRP1 Uyku sonrasi 23

6.5.2. Tanimlanan proteinlerin fonksiyonel zenginlestirme analizi

Kan plazma oOrneklerinde anlamli olarak artan (p degeri <0.05) ve beyinde

eksprese edildigi bilinen proteinler (https://www.proteinatlas.org/), uykuya bagimli
olarak c¢alisan beyin drenaj sistemi fonksiyonunun saglikli yashi ve Alzheimer
olgularinda etkiledigi molekiiler paternleri daha iyi anlasilabilmesi i¢in g:Prolifier
yazilimi ile fonksiyonel zenginlestirme analizi yapilmigtir. Anlamli olarak degisen
hedef proteinler i¢in bilgi ¢ikarimini kolaylastirmak adina saglikli yaslh yetiskinler ve
Alzheimer olgularmin uyku Oncesi ve sonrasi elde edilmis hedef proteinleri ayri

olarak incelenmistir.

Uyku 6ncesi Alzheimer olgular ve saglikli yashlardan alinmis olan kan plazma
orneginde artig gosteren 18 protein i¢in fonksiyonel zenginlestirme analizi, bir¢ok
hiicresel sinyal yolaginin zenginlestigini 0Ozellikle Alzheimer olgulart igin
gostermistir (Tablo 6.5.2) Reactome veritabanina gore dogustan gelen bagisiklik
sistemimizin parcast olan nétrofil degraniilasyonunda yer alan proteinler agisindan
zenginlesme kaydedilmis olup yolak ile iligkili hiicresel bilesen kategorisindeki
(Tersiyer graniil liimen; Spesifik graniil liimen; Salg1 graniil liimen) proteinlerde artis
goriilmistiir. Ek olarak Alzheimer olgularinda Beta-2 Mikroglobulin (B2M) ve
lizozim (LYZ) proteinindeki degisim Insan fenotip ontolojisine (HP) gore yaygin

amiloid birikimi ile iliskilendirilmistir.
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Tablo 6.5.2 Saglikli yash yetiskin ve Alzheimer olgularindan uyku oncesinde
alinmis kan plazma orneklerinde artis gostermis protein listesinden istatiksel olarak

zenginlestirilmis ontolojik terimler.

Alzheimer Saghkh yash

GO: Biyolojik siire¢ p-degeri  GO: Hiicresel bilesen p-degeri
e Bakteriye yamt (GO:0009617) 2.78E-02 e Zarn liimen tarafi (GO:098576) 5.70E-03
GO: Hiicresel bilesen p-degeri
e Tersiyer graniil limen (GO:1904724) 4.04E+07
e Tersiyer graniil (GO:0070820) 1.02E-06
e Spesifik graniil liimen (GO:0035580) 1.87E-06
e Salgi graniil liimen (GO:0034774) 2.96E-05
e Sitoplazmik vezikiil liimeni

(G0:0060205) 3.10E-05
e Vezikiil limen (GO:0031983) 3.19E-05
e Spesifik graniil (GO:0042581) 8.73E-05
o Hiicre dis1 bolge (GO:0005576) 1.79E-03
e Hiicre dis1 bosluk (GO:0005615) 3.50E-03
e Salgi graniilii (GO:0030141) 3.72E-03
e Salgi vezikiilii (GO:0099503) 8.63E-03
e Hiicre dis1 eksozom (GO:0070062) 2.57E-02
e Hiicre dis1 vezikiil (GO:1903561) 2.72E-02
e Hiicre dis1 organel (GO:0043230) 2.73E-02
e Hiicre dist zarla g¢evrili organel

(G0:0065010) 2.73E-02
Reactome p-degeri

e Dogustan Bagisiklik Sistemi  2.56E-03
(REAC:R-HSA-168249)

e Notrofil degraniilasyonu (REAC:R- 8.91E-03
HSA-6798695)

e Bagisiklik Sistemi (REAC:R-HSA- 1.32E-02
168256)

insan Fenotip Ontolojisi p-degeri

e Yaygin amiloid birikimi (HP:0003216)  2.02E-02

Uyku sonrast Alzheimer olgular1 ve saglikli yaghilardan alinmis olan kan
plazma Orneginde artig gosteren 41 protein igin fonksiyonel zenginlestirme analizi,
birgok hiicresel sinyal yolaginin zenginlestigini géstermistir (Tablo 6.5.3). Alzheimer
olgularinin uyku sonrasi plazma 6rneklerinde en fazla temsil edilen yolagin hemostaz
kaskadi altinda yer alan sirasiyla; Trombosit aktivasyonu, sinyalizasyon ve
agregasyonu, Artmis trombosit sitozolik Ca** yanit ve Trombosit degraniilasyonu
oldugu goriilmektedir. Hiicresel bilesenlerdeki en yiiksek artis ise Trombosit alfa
graniil limen, Trombosit alfa graniil ve Hiicre dig1 eksozom igerir bu da diizenlenmis

salg1 proteinlerinin ¢ogunun bu yolak sinyalizasyonu igerisinde yer aldigini gosterir.
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Tablo 6.5.3 Saglikli yash yetiskin ve Alzheimer olgularindan uyku sonrasinda

alinmis kan plazma orneklerinde artig gostermis protein listesinden istatiksel olarak

zenginlestirilmis ontolojik terimler.

Alzheimer

Saghkh yash

GO: Molekiiler Fonksiyon
¢ Hiicre adezyon molekiil baglama

(G0:0050839)
GO: Hiicresel bilesen

e Vezikiil (GO:0031982)

e Trombosit alfa graniil limen
(G0:0031093)

e Trombosit alfa graniilii (GO:0031091)
e Hiicre dis1 eksozom (GO:0070062)
o Hiicre dig1 vezikiil (GO:1903561)

e Hiicre dis1 organel (GO:0043230)

e Hiicre dis1 zarla gevrili organel
(G0:0065010)

e Sinaps (GO:0045202)

e Hiicre korteksi (GO:0005938)

Reactome

e Trombosit degraniilasyonu (REAC:R-
HSA-114608)

e Artmis trombosit sitozolik Ca2+ yanit
(REAC:R-HSA-76005)

e Trombosit aktivasyonu, sinyalizasyon
ve agregasyon (REAC:R-HSA-76002)

p-degeri
4.65E-02
p-degeri
3.90E-03

6.94E-03

1.75E-02
2.06E-02
2.23E-02
2.24E-02
2.24E-02
3.76E-02
4.76E-02
p-degeri
1.63E-04

1.98E-04

5.73E-03

GO: Molekiiler Fonksiyon

o Mikrotiibiil art1 u¢ baglama
(G0:0051010)

GO: Biyolojik siire¢

¢ Kan pihtilagmasi, fibrin pihtisi
olusumu (GO:0072378)

GO: Hiicresel bilesen

¢ Kolajen iceren hiicre dis1 matris
(G0:0062023)

e Hiicre dig1 matris (GO:0031012)

e Endomembran sistemi
(G0:0012505)

o Mikrotiibiil art1 ug (GO:0035371)

o Mikrotiibiil ucu (GO:1990752)

Reactome
¢ ER-Fagozom yolu (REAC:R-HSA-
1236974)

p-degeri
3.22E-02
p-degeri
3.48E-02

p-degeri

2.03E-03
7.96E-03
2.28E-02
2.53E-02
4.99E-02
p-degeri
4.73E-02

Uyku sonras1 saglikli yashlarin plazma oOrneklerinde ise ER Fagozom

yolaginda artmis sinyalizasyon ile birlikte molekiiler fonksiyon ve hiicresel bilesen

acisindan da artigin ilisikli olarak Mikrotiibiil art1 u¢ baglama, Mikrotiibiil art1 ug ve

Endomembran sisteminde oldugu goériilmektedir.

Ozellikle uykuya bagiml olarak her iki grubun kendi igerisinde anlamli olarak

degisiklik gosteren protein (n=18) listesinin fonksiyonel zenginlestirme analiz

sonuglarina gore Alzheimer olgularinda uyku sonrasi plazma 6rneklerinde uyku

oncesine gore KEGG ve Wikipathway’de viicudun savunma mekanizmasinin bir

parcast olan kompleman ve koagiilasyon yolaklarinda artmis sinyalizasyon

goriilmiistiir (Tablo 6.5.4).
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Tablo 6.5.4 Alzheimer olgularindan uyku oncesi ve sonrasinda alinmis kan plazma
orneklerinde artis gostermis protein listesinden istatiksel olarak zenginlestirilmis

ontolojik terimler.

Uyku dncesi Uyku sonrasi
GO: Hiicresel bilesen p-degeri GO: Hiicresel bilesen p-degeri
e Organel zarfi (GO:0031967) 9.90E-03 e Podozom (GO:0002102) 4.38E-02
e Zarf (GO:0031975) 9.90E-03 KEGG p-degeri
e Kompleman ve koagiilasyon )
kaskad: (KEGG:04610) 2.08E-04
Wikipathway p-degeri
o Kompleman ve koagiilasyon )
kaskad1 (WP:WP558) 1.428-04
o Kompleman aktivasyonu )
(WP:WP545) 5.00E-02

Saglikli yaslilar icin fonsksiyonel zenginlesme analizine dahil edilen 48
proteinin uyku Oncesi artig gosterenlerin Sistemik lupus eritematozus yolaginda yer
alan immun sistemle iligskili Fc fragment of 1gG receptor llla (FCGR3B), Fc
fragment of IgG receptor Illb (FCGR3B) ve Actinin alpha I (ACTNI) proteinleri
acisindan artis ve yine bu proteinlerin molekiiler fonksiyonu ile iligkili
Immiinoglobulin baglama reseptoriinde zenginlesme kaydedilmistir. Ek olarak uyku
sonrasi plazma 6rnegin de ise sirasiyla Mikroglia patojen fagositoz yolagi, VEGFA-
VEGFR2 signal yolagi, ERBB4 sinyallesmesinde PI3K olaylar1 ve Trombosit
degraniilasyonu yolaklarinda artmis sinyalizasyon kaydedilmistir. Biyolojik siirecler
acisindan baktigimizda ise Trombosit aktivasyonu takip eden siireglerde, Kan
koagiilasyonu, Hemostaz, Yara iyilesmesi ve Viicut sivisi seviyelerinin diizenlenme

kategorisi ile iliskili artis izlenmistir (Tablo 6.5.5).
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Tablo 6.5.5 Saglikli yash yetiskinlerde uyku Oncesi ve sonrasinda alinmis kan

plazma Orneklerinde artis gOstermis protein listesinden istatiksel olarak
zenginlestirilmis ontolojik terimler.
Uyku oncesi Uyku sonrasi
GO: Molekiiler Fonksiyon p-degeri GO: Molekiiler Fonksiyon p-degeri
5 . 4.87E-03 e Alfa-katenin baglama )

e IgG baglama (GO:0019864) (GO:0045294) 3.61E-02

e Vinculin baglama (GO:0017166) 7.14E-03 GO: Biyolojik siirec¢ p-degeri

e Immiinoglobulin baglama 2.73E-02 e Hiicre baglant1 organizasyonu 4.17E-03

(G0:0019865) (G0O:0034330) '

J— . ... @ Viicut sivist seviyelerinin )
GO: Hiicresel bilesen p-degeri diizenlenmesi (GO:0050878) 1.92E-02
e Hiicre korteksi (GO:0005938) 7.30E-03 e Kan koagiilasyonu (GO:0007596) 2.03E-02
e Salgi graniilii (GO:0030141) 2.76E-02 e Koagiilasyon (GO:0050817) 2.26E-02
e Vezikiil (GO:0031982) 4.93E-02 e Hemostaz (GO:0007599) 2.31E-02

KEGG p-degeri e Yaraiyilesmesi (GO:0042060) 2.86E-02
e Sistemik lupus eritematozus ) e Trombosit aktivasyonu )
(KEGG:05322) 2. T9E08 (G0:0030168) 4.46E-02
GO: Hiicresel bilesen p-degeri
e Hiicre dis1 bolge (GO:0005576) 1.69E-02
KEGG p-degeri
e Epitel hiicrelerinin bakteri istilast )
KEGG:05100 4.84E-02
Reactome p-degeri
e Trombosit degraniilasyonu )
(REAC:R-HSA-114608) 3.21E-02
e Artmig trombosit sitozolik Ca2+ )
yanit (REAC:R-HSA-76005) 3.74E-02
e Trombosit aktivasyonu,
sinyalizasyon ~ ve  agregasyon 4.28E-02
(REAC:R-HSA-76002)
e ERBB4 sinyallesmesinde PI3K )
olaylari (REAC:R-HSA-1250342) 4.248-02
Wikipathway p-degeri
e Mikroglia patojen fagositoz yolu 7 17E-03
(WP:WP3937) ’
o VEGFA-VEGFR2 signaling )
pathway (WP:WP3888) 1.58E-02
Transkripsiyon Faktorii p-degeri
o Faktor: HOXC11 motifi:
NGYMATWAANN eslesme sinifi: 4.38E-02

1 (TF:M10816 1)
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6.5.3. Tanimlanan protein listelerinin protein etkilesim analizi

Protein listelerini gorsel olarak daha anlasilir sekilde gorsellestirmek adina
String biyoinformatik yazilimi ile proteomik sonuglarin grafiklerini olusturduk.
LC/MS-MS analizi sonucunda tanimlanan gen listeleri, gruplar arasi uyku 6ncesi ve
sonrast artmig proteinler (Tablo 6.5.1) ve uyku Oncesi ve sonrasi kosuluna bagli
olarak her iki grubun kendi icerisinde anlamli degisen proteinleri (Sekil 6.5.3 ve
Sekil 6.5.4) ayr1 ayr1 String veri tabanina yiiklenerek protein etkilesim analizi

gergeklestirilmistir.

Her iki grup i¢in uyku Oncesi ve sonrasi artmis proteinlerin degerlendirmeye
alindigr String analizi sonucunda uyku Oncesi Alzheimer olgularinda artan
proteinlerin analiz sonucunda istatiksel olarak anlami etkilesim kurdugu (PPI, p=
0.00421) ve fonksiyonel zenginlestirme analizi ile benzer bir egilim gosterdigi
goriilmiistiir. Analiz sonucunda ontolojik zenginlestirme ile Tersiyer graniil limen
(GO:1904724), Spesifik graniil limen (GO:0035580), Salgi graniil liimen
(G0O:0034774), Hiicre dis1 bolge (GO:0005576) ve Hiicre disi bosluk (GO:0005615)
biyolojik stirecleri ile reactome veri tabanina gore ise Dogustan Bagisiklik Sistemi
(REAC:R-HSA-168249), Notrofil degraniilasyonu (REAC:R-HSA-6798695) ve
Bagisiklik Sistemi (REAC:R-HSA-168256) yolaklart ile iligkili ana siirecler de

benzestigi gorlilmuistiir.

Her iki grubun kendi icerisinde uyku Oncesi ve sonrasi artmig proteinlerin
degerlendirmeye alindigi analizi sonucunda uyku sonrasinda hem Alzheimer
olgularinda (PPI, p= 0.0434) hem de saglikli yashlarda (PPI, p= 0.00379) artan
proteinlerin analiz sonucunda istatiksel olarak anlamli etkilesim kurdugu
kaydedilmistir. Her iki kosul Fonksiyonel zenginlestirme analizi ile benzer bir egilim
gosterdigi goriilmiistiir. Uyku sonras1 Alzheimer olgularinda artmis olan proteinler
benzer sekilde KEEG ve Wikipathway de Kompleman ve koagiilasyon kaskadi
(KEGG:04610)/(WP:WP558)  yolagiyla iliskilendirilirken, saglikli  yaslilar
Wikipathway’e gore Mikroglia patojen fagositoz yolagi (WP:WP3937) ve VEGFA-
VEGFR2 sinyal yolagiyla (WP:WP3888) yolaklart ile iliskili ana siireclerle

benzestigi goriilmiistiir.
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Sekil 6.5.3 Artmis proteinlerin String analizi, uyku sonrast Alzheimer olgularin da artmis proteinler a saglikli yasl grupta artmis proteinler b.

String network analiz araci ile yapilan analiz de iligkililik ko-ekspresyon, deneyler ve fiizyon geni gibi parametrelere dayanmaktadir. Kalm ¢izgi

dogrudan etkilesimi, ince ¢izgi ise dolayli etkilesimi temsil eder. K-means kiimeleme.
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Sekil 6.5.4 Artmis proteinlerin String analizi, uyku oncesi Alzheimer olgularin da

artmig proteinler a ve saglikli yash grupta artmis proteinler b.

String network analiz araci1 ile yapilan analiz de iligkililik ko-ekspresyon, deneyler ve
flizyon geni gibi parametrelere dayanmaktadir. Kalin ¢izgi dogrudan etkilesimi, ince

cizgi ise dolayli etkilesimi temsil eder. K-means kiimeleme.
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Sekil 6.5.5 Artmis proteinlerin String analizi, saglikli yasli; uyku sonrasi artmis proteinler a ve uyku 6ncesi artmis proteinler b

String network analiz araci ile yapilan analiz de iliskililik ko-ekspresyon, deneyler ve flizyon geni gibi parametrelere dayanmaktadir. Kalin ¢izgi

dogrudan etkilesimi, ince ¢izgi ise dolayli etkilesimi temsil eder. K-means kiimeleme.
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Sekil 6.5.6 Artmis proteinlerin String analizi, Alzheimer; uyku oncesi artmis proteinler a ve uyku sonrasi artmis proteinler b.

String network analiz araci ile yapilan analiz de iliskililik ko-ekspresyon, deneyler ve flizyon geni gibi parametrelere dayanmaktadir. Kalin ¢izgi

dogrudan etkilesimi, ince ¢izgi ise dolayli etkilesimi temsil eder. K-means kiimeleme.
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6.5.3.1. Alzheimer hastalig1 acisindan tanimlanan proteinlerin

incelenmesi

AH ile iligkili proteinlere sahip String agi, Cytoscape StringApp araciligi ile
metin madenciligine dayali olarak uygulamaya yiiklenmistir. AH arka plan agini
olusturabilmek adina AH’yi (DOID:10652) kapsayan bir alt ag segilmistir. Secilmis
olunan ag 2000 protein iginde 0.8’lik giiven kesme skoru ile filtrelenmistir. Elde
etmis olunan network ile her iki grup (Alzheimer x Saglikli yasli) ve her iki kosul
(uyku Oncesi x uyku sonrasi) i¢in gruplar arasi ve grup icerisinde artmis olunan
protein listeleri karsilastirilmistir. Uyku Oncesi ve sonrast Alzheimer olgular ve
saglikli yashlar arasinda yapilmis olan karsilastirmada secilmis olunan AH aginda
yer alan proteinlerde eslesme gergeklesmistir (Sekil 6.5.7). Benzer sekilde her iki
grubun kendi igerisinde uyku Oncesi ve sonrasi protein listelerinde de eslesme
kaydedilmistir. Ek olarak saglikli yaslilarin uyku sonrasi anlamli olarak artmis olan

proteinler arasinda anlamli protein etkilesimi kaydedilmistir (Sekil 6.5.8).
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Sekil 6.5.7 String Alzheimer ag1 ile tanimlanan protein listelerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi

Uyku oncesi saglikli yasl grupta eslesmis proteinler a ve Alzheimer olgularin da
eslesmis proteinler b; uyku sonrasi saglikli yasli grupta eslesmis proteinler ¢ ve

Alzheimer olgularin da eslesmis proteinler d.
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Sekil 6.5.8 String Alzheimer ag1 ile tanimlanan protein listelerinin grup igi

karsilastirilmasi.

Saglikli yash grup; uyku Oncesi eslesmis proteinler d ve uyku sonrasi eslesmis
proteinler ¢; Alzheimer olgulari; uyku oncesi eslesmis proteinler b ve uyku sonrasi
eslesmis proteinler a. Kalin ¢izgi dogrudan etkilesimi, ince ¢izgi ise dolayl etkilesimi

temsil eder.
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7. TARTISMA

Bu calismada AH patolojisi ile iliskilendirilen beyin lenfatik drenaj sisteminin
uykuya bagli olarak nasil ¢alistig1 ve bu sistemin AH de saglikli yash yetiskinlere
gore nasil farklilagtigini néronal toksisite ve proteom profili agisindan inceledik.
Bulgular boliimiiniin ilk kisminda goriildiigii {izere uyku sonrasi saglikli yash
yetiskinlerden alinan plazmanin, in Vitro hipokampal noron kiiltiirii tizerinde uyku
oncesi alinan plazmaya kiyasla artmig hiicre 6limii ile daha toksik bir etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Benzer sekilde sonu¢ bdliimiiniin ikinci kisminda 6zetlendigi
tizere her iki zaman diliminde (uyku 6ncesi/sonrasi) alinan kan plazma 6rnekleri hem
AH ile saglikli yasli yetigkin arasinda hem de her iki grubun kendi igerisinde
proteom profili acisindan degerlendirildiginde uyku sonrasi1 kan proteom profilinin

uyku 6ncesine gore degisiklik gosterdigi goriilmiistiir.

Takip eden alt basliklarda beyin lenfatik drenaj sistemine odaklanarak uykuya
bagli olarak ortaya ¢ikan noronal toksisite ve degisen proteom profili ile ilgili bir dizi
soru ele alinacaktir: (1) Uykuya bagli ¢calisan beyin lenfatik drenaj sisteminin néronal
toksisite tizerindeki rolii nedir? (2) Alzheimer noéropatolojisinin ortaya ¢ikisinda
lenfatik drenaj sisteminin potansiyel etkileri nelerdir? (3) Periferal kan plazma
Orneginin beyin lenfatik drenaj sisteminin fonksiyonunu yansitmadaki basarisi nedir?
(4) Son olarak AH degerlendirmesinde kullanilan klinik ve translasyonel caligmalar
icin bir ara¢ olarak uykuya bagli calisan lenfatik drenaj sisteminin kullanimini

tartigryorum.
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7.1. Uykuya Bagh Cahsan Beyin Lenfatik Drenaj Sisteminin Noronal Toksisite
Uzerindeki Rolii Nedir?

AH yaygin norodejeneratif hastaliklardan biri olmakla birlikte temelde beta
amiloid (Ap) proteinin oligomerizasyonu sonucunda meydana gelen toksik protein
agregasyonu ile iligkilendirilir. Toksik formdaki AP’ nin agir1 birikimi ise AR iiretimi
ve klirensi arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir ve bu durum protein
toksisitesi ile sonug¢lanmaktadir. Bu baglamda klirens sistemindeki islev kaybina
bagli ortaya ¢ikan protein toksisitesi bagta AH olmak iizere pek ¢ok ndrodejeneratif

hastaligin temel siiriiciisii olarak kabul edilebilir.

Cozinlir formdaki AB’nin beyin parenkiminden uzaklastirmak igin cesitli
Klirens mekanizmasi olmakla birlikte paravaskiiler yol olarak da tanimlanan
glimfatik sistem araciligi ile hiicre dist ortamdan Af'nin biiyiik oranda

uzaklastirildigr bilinmektedir (9).

Bu calismada, Alzheimer olgular1 ve saglikli yash yetiskinlerin uyku 6ncesi ve
sonrasit alimmig periferik kan plazma Orneklerinin proteom profili ve primer
hipokampal noron kiiltlirii {izerinde norotoksik etkisinin olup olmadiginin
arastirilmasi amaclanmistir. Mevcut literatiir bilgisi 1518inda Alzheimer olgularinda
ve saglikli yash yetiskinlerde klirens sisteminin uykuya bagli olarak nasil degistigi ve

sisteminin hangi yolaklar tizerinden gergeklestirildigi arastirilmistir.

Merkezi sinir sistemine 6zgli makrofaj olan mikroglialar pek ¢ok ndorolojik
hastalikta aktive oldugu bilinmektedir ve aktive olmus mikroglialarim motilite
kazandigi, inflamatuar sitokin salgiladigi ve lezyon bolgesine go¢ ederek hiicre
kaltilari veya hasarli noronlar1 fagosite ettigi bilinmektedir (108). Oyle ki pek
cok sayida caligma, mikroglia ve ndroinflamasyonun AH patogenezinde rol

oynadigini gostermistir (109).

Mikroglia hiicrelerinin, AH beyinlerinde kompakt halde bulunan amiloid
plaklarla yakin iliskili oldugu 3D rekonstriiksiyon araciligr ile Alzheimer hayvan
modelinde aktif mikroglia kiimelerinin amiloid plaklarin yakininda lizozomlar ve
vakuoller igerdiginin gosterilmesiyle kanitlanmistir (110). Benzer sekilde in vivo
sartlar altinda kiiltiire edilmis migroglialar tarafindan AP mikroagregatlarin 15 dk

icerisinde alindigr ve olusan vakuollerin 1 saat igerisinde asidik endosom ve
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lizozoma ulastig1 ve siirekli inkiibasyonu takip eden 4. giin igerisindeki mikroglial

hiicrelerin sindirilememis AP ile doldugu gosterilmistir (111).

Merkezi sinir sisteminde aktive edilmis mikroglia, inflamatuar yanitin
baslatilmasinda koruyucu bir rol istlenirken, beyin dokusu {iizerinde kontrolsiiz
inflamatuar yanit geri doniisimsiiz ndronal hasara neden olabilir. Bu durum
mikroglia'nin kronik aktivasyonu sonucunda ortama proinflamatuar sitokinler, reaktif
oksijen ara Uriinleri, proteinazlar ve kompleman proteini gibi sitotoksik molekiillerin
salimmasi sonucunda gergeklesir (112). In vivo galismalarla da bu durum agikca
gosterilmistir. Noron mikroglia ko-kiiltiiriinde gerceklesen mikroglia aktivasyonu
mMGIuRIl, NMDAR, NF-kB ve TNF-oa iizerinden kortikal noéronlar {iizerinde
norotoksik etkiler ortaya ¢ikarmistir (113, 114). Benzer sekilde serebellar graniil
noron kiiltiiriinde de mikroglial grup II mGlu reseptorlerinin (mGlu2) uyarilmasiyla
norotoksisitiye sebep oldugu bilinen TNF-a salimini indiiklemis ve néronal kaspaz-3

aktivasyonu ile apoptotik siirecin basladigi gortilmiistiir (115).

Bizim ¢alismamizda da saglikli yash yetiskin ve Alzheimer olgularindan uyku
oncesi ve sonrast alinmig plazma oOrnekleri, belirlenmis olan efektif oran ve
inkiibasyon siiresince (%5 — 1 saat inkiibasyon) primer hipokampal ndron kiiltiirline
eklenmistir. Eklenmis olan plazmanin néronlar tizerinde ne oranda toksisiteye yol
actigin1 gormek icin CellTiter-Blue canlilik testi yapilmigtir. Her iki grup ve her iki
kosulu, gruplar arast1 ve grup ici karsilastirdifimizda sadece saglikli yash
yetiskinlerin uyku oncesi ve uyku sonrasi plazmasinin eklendigi kosullar arasinda
istatistiki agidan anlamli farklilik izlenmis (p = .032) ve uyku sonrasi elde edilmis
plazmanin uyku oncesine gore daha diisiik viabiliteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Oliim orani, saghkli yashnin uyku sonrasi plazmasmin eklendigi kuyularda daha
fazla olmasi sebebi ile saglikli yasli uyku Oncesi ve sonrasi plazmasinda (p degeri
<0.05 ve kat degisimi >= 1.4) istatiksel acidan ifadesi anlamli de§isen proteinler
(Tablo 6.5.1) ve o proteinlerin dahil oldugu fonksiyonel zenginlestirme analiz
sonuglart (Tablo 6.5.5) ortaya c¢ikan norotoksisiteyi agiklamasi agisindan
degerlendirmeye alindiginda, anlamli artig gosteren yolaklardan Mikroglia patojen
fagositoz yolu (WP:WP3937) literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Sonug
mikroglia aktivasyonu ile AP klirensi’nin iliskilendirilebilecegi ve AH’nin erken

asamasinda beyin AP birikimini inhibe etmede glimfatik klirens ve mikroglial
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fagositoz arasinda etkilesimin oldugu ve bu iligkinin mikroglianin aktivasyona
ugramasi sonucunda AP klirensini artirmak suretiyle potansiyel olarak A plak
olusumunu 6nledigini 6ne siiren goriisii destekler niteliktedir (116, 117). Ek olarak
Mikroglia patojen fagositoz yolunun sadece uyku Oncesi ve sonrasi karsilastirma da
uyku sonrasinda artig gosteriyor olmasi, glimfatik sisteme bagli olarak uyku ile
iligkisi oldugunu diistindiirtirken sadece saglikli yaslilarda bu sinyal yolaginda artigin
izlenmesi literatiirle tutarli olarak AH patolojisi baslangicinda aktif mikroglianin AP
Klirensini arttirdigr gortisii ile tutarhidir. Saglikli yaslilarda izlenen bu durum
hastaligin ilerlemesi ile birlikte aktive edilmis mikroglianin interlokin (IL)-1p, IL-6
ve timor nekroz faktorii-a (TNF-o)) gibi proinflamatuar sitokin ekspresyonunun artigi
ile nérodejeneratif siirecleri indiikleyerek doku biitlinliigii ve islevselligi i¢in zararh

hale geldigi bilinmektedir (115).

7.2 Alzheimer Noropatolojisinin Ortaya Cikisinda Lenfatik Drenaj Sisteminin
Olas1 Potansiyel Etkileri Nelerdir?

AH, temel de AP igeren senil plaklar ve hiperfosforile tau proteininin
olusturdugu noérofibrillar yumaklar olmak tizere iki ana patolojik o6zellik iizerine
tanimlansa da etiyolojik olarak tek bir sey ile iligkilendirilmeyip ¢ok faktorlii
olduguna inanilmaktadir (118). Bunlardan biri de beyin drenaj sisteminde meydana
gelen olasi fonksiyon kaybina bagl olarak beyin klirens sisteminin bozulmasidir.
Beyinde molekiiler tasima ve atiklarin ortamdan uzaklastirilmasi glimfatik sistem,
meningeal lenfatikler, perindral bosluklarla birlikte drenaj yollar1 ve serebral
arterlerin bazal membrani ile birlikte paravaskiiler yoldan olustugu varsayilan beyin

lenfatik drenaj sistemi tarafindan gergeklestirilir (119).

AH olgularinda, periferik kanda inflamatuar belirtecler aracilig: ile gosterile
bilinen yiiksek immiin aktivasyon tanimlanmistir (120). AH'nin inflamatuar arka
planin1 destekler nitelikte pek ¢ok kanit da hastalarin beyinlerinde notrofil de dahil
olmak tiizere beyaz kan hiicre ¢esitleri tespit etmistir (121). Nétrofillerin,
inflamasyon, fagositoz araciligiyla patojen klirensi, myeloperoksidaz aktivitesi
araciliiyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretilmesi ve notrofil hiicre dis1 tuzaklar
(NET'ler) ile ilgili rolii oldugu bilinmektedir (122). Bizim ¢alismamizda da literatiirle
tutarl olarak saglikli yaslilara gére Alzheimer olgularinda uyku 6ncesi plazmasinda

dogustan gelen bagisiklik sistemimizin pargasi olan notrofil degraniilasyonunda yer
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alan proteinler agisindan zenginlesme kaydedilmistir. Ek olarak notrofil
degraniilasyonu ile iligkili hiicresel bilesen kategorisindeki (Tersiyer graniil liimen;
Spesifik graniil llimen; Salgi graniil llimen) proteinlerde artis goriilmiistiir. Bu da
periferik nétrofil ile iliskili inflamatuar proteinler ile AH hastaliginin

tanimlanabildigini gostermistir (123).

Saglikli bir beyinde noétrofillerin fizyolojik aktivitesi, endotel hiicreler ile sinirl
etkilesim kurarak damar igerisinde serbestce akmasiyken, AH’de glikokaliksteki
azalma sonucunda nétrofillerin endotel hiicrelerine kontrolsiiz baglanmasi sebebiyle
netosis gergeklestigi bilinmektedir. Bunun sonucunda oksidatif stres ve kan beyin
bariyerinin biitiinciil yapisinin bozulmasiyla beyin parenkimine filtresiz nétrofil
aktarimi ve beraberinde ndron kaybina katkida bulundugu disiiniilmektedir (124).
Bu da periferal kan plazma 6rneginde karsilasmis oldugumuz nétrofil aktivitesinin
beyin dokusunda artmis notrofil  aktivitesi ile iliskilendirilebilecegini

diistindiirmektedir.

Kompleman ve koagiilasyon yolaklari (KEGG: hsa04610) var olan patojen
enfeksiyonu ve yaralanmaya karsi aktiflesen, 6zellikle kompleman sistemi, dogustan
getirdigimiz bagisiklik sistemimizin 6nemli bir bilesenidir (125). AH patolojisi ile
iligkili olarak meydana gelen noroinflamasyon sonucunda da anormal kompleman ve
koagiilasyon aktivitesi gerceklesmektedir. Benzer yaklagimla, ¢alisma da Alzheimer
olgularinda uyku sonrasi alinan plazma 6rneginde bu sistem ile iliskili proteinlerde

uyku 6ncesi alinmis plazmaya gore artig goriilmektedir.

Kompleman ve koagiilasyon sistemi noroinflamatuar siireglere cevap olarak
merkezi ve periferik sinir sistemi arasindaki iletisim ile sinaptik iletim ve noronal
iletim tizerinde rol oynamaktadir (126). AH’ nin erken evresinde glial aktivasyon ve
proinflamatuar sitokin salimima bagli olarak kompleman sisteminde aktivasyon
izlenir (127, 128). A agregasyonu ile olusan senil plaklar da kompleman proteinleri
tespit edilmistir ve ayrica serebral anjiyopati tablosunda da beyin vaskiiler yapisi
igerisinde AP ile benzer sekilde ko-lokalize halde bulunurlar (129). Sonug olarak bu
etkilesim kompleman aktivitesinin amiloid agregatlar1 ile bir iliskisi oldugunu
diistindiirmektedir. Predemansiyel siire¢ olarak adlandirdigimiz hafif kognitif

bozukluktan AH’ye doniisen tabloda kompleman sistemi faktorlerini iceren yiiksek
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astrosit kaynakli eksozom seviyeleri izlenmistir (130). Benzer sekilde mikroglia
kaynakli kompleman sistemi incelediginde ise transkriptom analizi ile AH
hastalarinda belirgin sekilde C1qA ve C1gB ekspresyonunun kontrollere gore arttigi
ve hastaligin hafif kognitif bozukluktan AH’ye ilerleyisinde C1q’nun ekspresyonun
da artis oldugu bilinmektedir. Fizyolojik sartlar i¢erisinde C1q, ndronal sagkalim ve
ndronal dallanma ile iligkiliyken néropatoloji gelisimi ile birlikte kompleman ve
koagiilasyon bilesenleri artis gosterir. Bu da sinaptik ileti ve plastitisite lizerinde
bozucu etkiye sebep olur. Ayrica reaktif astrositlerin de noropatolojinin gelistigi

durumlarda C1q’yu eksprese ettigi bilinmektedir.

Trombositler, amiloid oncii proteinin (APP) ana periferal kaynag: olup Ap ve
fragmanlarmi tretmek igin noronlarla benzer proteolitik isleyise sahip oldugu
bilinmektedir (131). AH'de trombosit APP isleyisi normalden farkli oldugu igin
trombosit aktivasyonunun AH patofizyolojisinde rolii olabilecegi fikri kabul
gormektedir (132).

Bazi calismalar, AH'li bireyler de trombositlerin aktive olmaya daha yatkin
oldugunu gostermis ve bu durumda AP'y1 kana salma egiliminin daha yiiksek
olabilecegini One siirmiistiir. Ayrica trombositlerdeki bu aktive olma durumunun
zaman igerisinde amiloid kaskadini tetiklemek suretiyle beyin parankiminde Af
birikimine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yaklasim kapsaminda serbest
dolagimda olan AP, trombositler lizerindeki reseptorlere baglanmak suretiyle belirli
sinyal yolaklarin1 aktive ederek hem alfa graniil hem de yogun graniillerin
salgilanmasini uyararak hiicre i¢i trombosit Ca? konsantrasyonunda bir artisa neden
olmaktadir, 6zellikle AB40 peptidinin baglanmasiyla trombosit aktivasyonunda bir
kisir dongli yasanarak daha fazla AP40 iiretimine sebep olabilecegi gosterilmistir
(133, 134). Bir kez kan beyin bariyerini gegtikten sonra Ap’nin senil plak olusumuna
yol acararak glial hiicrelerin Onciiliigiinde inflamatuar bir reaktif siireci
tetiklemektedir. Sonu¢ olarak sitokin, interlokin ve TNF-a iireten makrofaj ve
notrofiller araciligiyla sistemik bagisiklik cevabimi aktive ederek kalict ndronal
hasara rol agabilir (132). Bu sekilde trombositlerin periferdeki anormal aktivasyonu
beyine taginarak AH’nin pataogenezinde rol oynadigi diisliniilmektedir. Bu
yaklasimla uyumlu olarak caligmamizda Alzheimer ve saglikli yash grup

karsilastirildiginda artmis trombosit aktivasyonu ve grantilasyonu AH’li olgularin
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uyku sonrasi plazmasinda daha yiiksek seviyelerdedir (REAC:R-HSA-
114608;REAC:R-HSA-76005; REAC:R-HSA-76002; G0:0031093;G0:0031091).
Benzer sekilde saglikli yashilarin grup i¢i (uyku oncesi/sonrasi) karsilastirmalarinda
da uyku sonrasi plazmalarinda trombosit aktivasyonu ile iligkili yolaklar ve gen
ontolojisi ile iliskili terimler de zenginlesme kaydedilmistir (REAC:R-HSA-
114608;REAC:R-HSA-76005;, REAC:R-HSA-76002; GO:0050878; GO:0007596;
G0:0050817; GO:0007599; GO:0042060; GO:0030168 ). Bu da hem beyinden hem
de periferal kandan elde edilen AP’nin fizyolojik olarak temizleme sistem
kapasitesini asgabilecegini ve AP-trombosit etkilesiminin bu siirece katkis1 oldugu
fikrini destekler niteliktedir. Uyku sonrasi plazmasinda bu artigin izlenmesi ise
fizyolojik olarak glimfatik sistemin katkisinin  olabilecegi  diisiincesini

desteklemektedir.

7.3. Periferal Kan Plazma Orneginin Beyin Lenfatik Drenaj Sisteminin
Fonksiyonunu Yansitmadaki Basaris1 Nedir?

Hem fonksiyonel zenginlestirme hem de protein etkilesim analiz sonuglarina
baktigimizda ortak olarak AH patogenezi ile iliskili oldugu diisiiniilen uyku sonrasi
periferik kan plazmasinda zenginlesmis protein yolaklar1 ve etkilesimleri izlenmistir.
Onceki béliimlerde norotoksisite ve AH ndropatolojisi ile iliskili bu protein yolaklart
ve etkilesimleri ¢alisma kapsaminda ele alinmistir. Bunlara ek olarak beyin lenfatik
drenaj sistemi fonksiyonunu yansitabilecegi diisiiniilen yolaklar, saglikli yaslilarda
grup i¢i uyku dncesi ve sonrasi karsilastirmasinda uyku sonrasi plazmasinda ERBB4
sinyallesmesinde PI3K olaylar1 (REAC:R-HSA-1250342) ve VEGFA-VEGFR2
sinyal yolagindaki (WP:WP3888) artis olarak kaydedilmistir.

NRG1 noronal sagkalim, sinaptogenez, astrositik farklilasma ve mikroglial
aktivasyonu diizenleyerek sinir sistemi gelisiminde rol oynar (135). NRG1, ErbB
reseptorlii (EGF reseptoril) tirozin kinazlarmi aktive edebilen bir trofik faktordiir
(136). Yakin tarihli bazi arastirmalar, NRG1 sinyalinin AH'de bilissel islev ve
noropatolojisi ile iligkili olabilecegini gostermektedir (136-138). NRG1, Morris su
labirenti davranigsal gorevinde AH transgenik farelerde ndropatolojik iyilesmenin
eslik ettigi bellek bozukluklarmi hafiflettigi izlenmistir (139). Bununla tutarli olarak
demans hastalarindan elde edilen buffy coat Orneklerinde NRGI mRNA

seviyelerinin azaldigi gosterilmistir (138). Saglikli yaslilarda uyku sonrasi
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plazmasinda neuroglin-1 proteini ve iligkili oldugu ERBB4 sinyallesmesinde PI3K
olaylar1 yolaginda uyku Oncesine gore zenginlesme izlenmistir. Uyku sonrasinda
izlenilen bu degisiklik, NRG1’in indiikledigi bu yolagin AB42'nin neden oldugu
norotoksisitenin 6nlenmesindeki roliine odaklanan daha Onceki ¢alismalar sebebi ile
de dikkat gekmektedir. Onceki ¢alismalarda PI13K/Akt aktivasyonunun inhibisyonu
sonucunda, NRG1'in AB42 ile indiiklenen LDH salinimini 6nleme yetenegini ortadan
kaldirarak primer kortikal néronlarda TUNEL-pozitif hiicrelerin sayilarini arttirma
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimini géstermis olmasindan dolayr 6nemlidir
(140). Bu da NRGL1 sinyalinin PI3K/Akt sinyal yolunun aktivasyonuyla AB42’nin
neden oldugu noérotoksisiteye karst bir noroprotektif etki uyguladigini
gostermektedir. Ek olarak bagka bir arastirmada APP/PS1 transgenik farelerde
NRG1B1, PI3-kinaz/Akt''n ErbB4'e baglh aktivasyonu yoluyla ndronal apoptozu
antagonize ettigi gosterilmistir. NRGI1B1'in hiicre dis1 alani, hem in vitro
calismalarda hem de APP/PS1 transgenik farelerde p-ErbB4 reseptorii ve p-Akt
ekspresyonunu destekleyip Bcl-2 seviyesini arttirmistir. Bu da AH’de noronal
koruma islevi goren olas1 koruyucu mekanizmanin P13-kinaz/Akt yolunun ErbB4'e

bagl aktivasyonu yoluyla gergeklestigini gostermektedir (141).

Ayrica NRGI sinyal yolagimin noroinflamasyonda da rolii oldugu
bilinmektedir. NRG1, TNF-a ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz inflamatuar
faktorlerinin ekspresyonunu azaltip mikrogliamin aracilik ettigi ndroinflamatuar
yaniti inhibe ettigi bilinmektedir. Bu durumda mikroglianin proinflamatuar M1
fenotipinden anti-inflamatuar M2 fenotipine doniigiimiinii, ErbB4'iin aktivasyonu
aracilif1 ile NF-«xB sinyal yolunu inhibe ederek engelliyor olabilecegi fikri yapilan

caligmalar ile desteklenmistir (137).

Beyin lenfatik drenaj sistemi fonksiyonunu yansitabilecegi diisiiniilen bir diger
yolak VEGFA-VEGFR2 sinyal iletim agidir (WP:WP3888). Bu sinyal iletim agi,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) sistemi igerisinde 6ne ¢ikan ligand
reseptor kompleksi olup hiicre ¢ogalmasi, gogii, hayatta kalma ve anjiyogenezde yer
alan yeni damar olusumunda goérevi oldugu bilinmektedir (142). VEGFA'nin
norodejeneratif hastaliktaki rolii oldukca karmasiktir 6rnegin AH i¢in yapilmis
olunan ¢alismalarda VEGFA geni ve protein ekspresyonunun beyin, kan ve BOS’da

hem artis1 hem de azalisi ile ilgili gesitli kanitlar mevcuttur (143). Bu ¢alismada ise
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saglikli yaglilarda uyku sonrasi plazmasinda bu sinyal yolaginda uyku dncesine gore
zenginlesme izlenmis ve daha ¢ok glimfatik sistemin isleyisi ile iligkili olabilecegi

distinilmiistiir.

Glimfatik sistem bir atik bertaraf sistemi olup, sikica paketlenmis beyin
parankimindeki hiicre dis1 bosluklardan perivendz akis yollar1 boyunca kivrimli,
makaslamayi indiikleyen bir gegise dayanir (144). AP ve diger proteinler i¢in sivi
makaslamanin, amiloid kaskad reaksiyonlarini baslatan daha once "katlanmamis"
veya "yanlis katlanmis" proteinler olarak tanimlanmis olan bozulmus konformasyona
sahip AP molekiiler durumlarin1 indiikledigi ve AH norotoksisitesine katkida
bulunan bir faktér oldugu o6ne siirilmektedir (144). Bu yaklasim dogrultusunda
glimfatik akisin, perivaskiiler BOS veya ISF dinamikleri tarafindan retilen sivi
makaslama stresi tarafindan diizenlendigi ve mekanik transdiiksiyon agisindan

glimfatik akis igin 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir (145).

Son yillarda endotelyal hiicre yiizeyindeki bazi molekiillerin  mekanik
reseptorler olarak hareket ettigi one siirlilmiistiir, VEGFR2’de bunlardan biridir.
Glimfatik akis lizerinde diizenleyici rolii olan makaslama stresine maruz kalan
endotelyal hiicreler, bir mekanik doniistiiriicli olarak islev goren VEGFR-2 ve VE-
cadherin-B-katenin kompleksinin olusumunu indiikledigi ve dolayisiyla VEGFR-2 ve
beraberinde yapisik baglantinin makaslama gerilimi sinyallerinin vaskiiler endotelyal
hiicrelere iletilmesine aracilik ettigi bilinmektedir (146). Bu baglamda baktigimizda
uyku sonrasi periferal plazma drneginde saglikli yashlarda artmis VEGFA-VEGFR2
sinyal iletim yolagi dolayli olarak bize glimfatik sistem isleyisini yansitiyor

olabilecegini diisiindiirmektedir.

VEGF’nin endotel hiicrelerinin yani sira yaygin olarak astrositlerde ve
noronlarda da eksprese edildigi bilinmektedir. VEGF-A, yara iyilesmesi ve vaskiiler
rejenerasyonda kritik olan proanjiyogenik bir faktér olmasi yani sira ayni zamanda
vaskiiler sizintty1 da tesvik ettigi ve eksojen VEGF-A’nin KBB bozulmasini
dogrudan taklit etmek i¢in kullanilabilecegi bilinmektedir (147, 148). Bununla
uyumlu olarak intraserebral VEGF enjeksiyonunun, hem KBB’de hem de glia
limitans eksternada AQP4 cksresyonunun etkili bir indiikleyicisi oldugu

gosterilmistir (149).
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Reaktif astrositler tarafindan eksprese edildigi bilinen VEGF-A, claudin-5 ve
okludin ekspresyonunu bozarak KBB yikimini indiikler ve boylece MSS’ne immiin
hiicre infiltrasyonunu arttirmis olur (150). Bu siirece katkis1 oldugu diisiiniilen aktive
edilmis mikroglianin da [IL-1, TNF-a gibi sitokinlerin yan1 sira VEGF-A
serbestledigi de bilinmektedir (151). Sonug olarak AH néropatolojisi ile iliskili yikici
glial aktivasyon stirecinin VEGF-A aracilif1 ile nérodejeneratif siirecleri indiikleye

bildigi fikri kabul edilebilir.

AH’de VEGFR2’nin degisiklik gosterdigi  bilinmektedir. Alzheimer
transgenik fare beyin dokusunda ve endotelyal hiicrelerin Af muamele edilmesi
sonucunda VEGFR2 ve ¢6ziiniir VEGFR2 diizeylerinin 6nemli olclide azaldigi ve
bunun da AH plazmasinda VEGF artmasina karsin plazma ¢oziinir VEGFR2
diizeylerinin  azalmasini agikladigi dasiiniilmektedir (152). AH’de VEGF
sinyallesmesinin diizensizligi ile glimfatik sistem fonksiyon kaybinin korelasyonunu

anlamak beyin drenaj sisteminin isleyisini anlamak agisindan 6nemli olabilir.

7.4. Klinik ve Translasyonel Alzheimer Calismalar icin Bir Ara¢ Olarak Beyin
Lenfatik Drenaj Sistemi

Kan bazli biyobelirtecler agisindan son zamanlarda AH tani ve prognostik
caligmalarinda olaganiistii ilerleme kaydedilmistir (23). Biyobelirteglerin yakin
zamanda gelistirilmesiyle olas1 bir doniim noktas1 ge¢ilmis olup AH’yi ayirt etmekte
plazmada olgiilebilen AB42/AB40, f-tau (treonin 181 veya treonin 217'de fosforilize
edilmis), NfL, glial aktivasyon ve Kkan-beyin bariyeri islevi yiiksek tanisal
performans gostermistir (23, 24). Bununla birlikte bu belirtegler AH igin potansiyel
bir tahminci olarak rapor edilmis olmasina karsin calismalar arasinda tutarsiz
sonuglar da gostermistir (99). Kan bazli biyobelirte¢ ¢alismalarinda bu ve benzeri
sorunlarin ¢oziimlenmesi, en umut verici kan bazli biyobelirteclerin belirlenmesi,
alandaki var olan bilgi bosluklarinin doldurulmasi ve dahasi klinik ve arastirma
denemelerinde uygun kullanim Onerileri yakin zamanda bu alandaki uzman grup

tarafindan tanimlanan konsensiis sonucunda agiklanmustir (96).

Kan bazli belirtecler taranirken arastirmacilar tarafindan sirkadiyen ve uykuya
bagimli olarak plazma da meydana gelebilecek olan olas1 degisiklikler goz ardi

edilmektedir. Oysaki uzun siireli uyaniklik boyunca polar metabolitlerin plazmada,
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sirkadiyen ve uyanikliga bagli olarak degisen modiilasyonu gosterilmistir (153).
Uykuya bagh olarak aktive olan beyin glimfatik sistemi ve beraberinde lenfatik
drenajin da sirkadiyen kontrol altinda oldugu ve AQP4'%Uin bu ritmi destekledigi
bilinmektedir (154). Bu dogrultuda AH ve saglikli kisilerin kan plazma proteom
caligmalarinin degerlendirmesin de uyku degiskeninin kontrol altinda olmasinin
onemli oldugunu diigsiinmekteyiz. Caligmanin sonuglari da diislincemizi destekler
nitelikte hem saglikli yaslilarda hem de Alzheimer grubundaki katilimcilar da
uykuya bagli olarak elde etmis oldugumuz plazma proteom sonuglarmin hem grup i¢i
hem de gruplar aras1 karsilastirilmast sonucunda hastaligin néropatogenizi ve beyin

drenaj sistemi ile iligkilendire bilecegimiz sinyal yolaklarinda degisiklik izlenmistir.

Bununla beraber literatiir de var olan AH ile iligkili (DOID:10652) bir protein
alt ag1 ile calisma sonucunda elde edilen proteinleri karsilastirdigimizda da hem
saglikli yasli hem de Alzheimer grubunda eslesmis olan proteinler uykuya bagh
olarak (Oncesi/sonrasi) sayica degisiklik gostermistir (Sekil 6.5.7 ve Sekil 6.5.8).
Uykuya bagli olarak degisen protein say:1 farki spot olarak anlam ifade etmese de
diyagnostik acidan énem arz edecegi diisiiniilmektedir. Yine saglikli yashilarin uyku
oncesi ve sonrast anlamli ifadesi degisen proteinlerin AH protein alt agi ile
karsilastirilmasinda sadece uyku sonrasi plazmasinda ifadesi degisen proteinler de
etkilesim izlenmistir. Etkilesim i¢inde bulunan proteinlerin de Mikroglia patojen
fagositoz yolu (filamin A, vinculin, fibronectin 1 ve inter-alpha trypsininhibitor
heavy chain 4) ve Trombosit degraniilasyonu yolaklarinda (complement C1gA chain
ve complement C1gB chain) zenginlestigi goriilmiistiir. Bu sonugta hem fonksiyonal

zenginlesme hem de protein etkilesim analizi ile tutarli olarak degerlendirilmistir.
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8. SONUC

Bu tez, AH de izlenen ndropatolojinin orijini ve AH’yi tamimlama da

kullanilan klinik ve translasyonel aragtirmalar sonucundaki giincel yaklasimlar ile

birlikte uyku degiskenine bagl olarak AH ve saglikli kisilerde meydana gelen beyin

lenfatik drenaj sisteminin ¢alisma sistematigini sorgulamaktadir.

Bulgular, uykuya bagimli olarak (uyku oncesi/uyku sonrasi) elde edilen

plazma orneklerinin, hipokampal noron kiiltiirii {izerindeki norotoksik etkisi ve

proteom profili degisikliginin, tespit edilen protein ve fonksiyonel yolaklar

araciligiyla beyin drenaj sisteminin fonksiyonunu yansitabilecegini gostermistir.

Daha spesifik olarak, sonuglar sunlari igermektedir:

1.

3.

Calisma sonucunda, periferal kan plazma 6rneginin merkezi sinir sistemi
hiicresi olan hipokampal noéron kiiltiirti tizerinde olumsuz etkisi olmasina
karsin ayni etkinin niteliksel agidan periferik sinir sisteminde yer alan
dorsal arka kok ganglion noron kiiltiiriinde izlenilmemistir;

saglikli yashlarin uyku sonrasi plazmasi uyku Oncesine gore primer
hipokampal noron kiiltiirii lizerinde norotoksik etki gostermistir. Diger
kosullar i¢in bu anlamli farklilik izlenmemistir;

proteom profili agisindan saglikli kisilerin uyku sonrasi plazmasinda
uyku 6ncesine gore immun yanit artig1 izlenmektedir;

AH’de uyku sonrasi plazmasinin uyku oOncesine gore kompleman ve
koagiilasyon yolundaki aktivasyon artisi hastaliga 0Ozgiil bir iz

olabilecegini diislindliirmiistiir;

. her iki grup icin uykuya bagl olarak degisen protein sayi farki spot

olarak anlam ifade etmese de diyagnostik acidan 6nem arz ediyor

olabilecegi diislinliilmektedir;

. ¢calisma sonucunda her iki grup i¢in uykuya bagli olarak anlamli degisen

ve dolayli olarak beyin drenaj sisteminin fonksiyonunu yansitan protein
yolaklarindaki artig, beyin klirens isleyisi hakkinda fikir vermekle birlikte
noropatolojik  kosulda gostermis oldugu degisikligin daha 1iyi

tanimlanabilmesi adina demans Oncesi hafif kognitif bozukluk
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durumunda da benzer ¢alismalarin yapilmasinin uygun olacagi

distiniilmistiir.
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10.EKLER
10.1. Katilime Bilgi Ve Onam Formu

KATILIMCI BiLGi ve ONAM FORMU

Bu arastirmanin amaci, Alzheimer hastaligi (demans/bunama) altinda yatan
mekanizmalarin laboratuvar ortaminda arastirilmasi ve hastaligin altinda yatan olasi
sebeplerin aciklanarak yeni tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesi i¢in kaynak
olusturmasidir. Bu ama¢ dogrultusunda invitro diizeyde hedef norotoksik B amiloid
proteininin meydana getirdigi etki hem giindiiz hem de gece olmak iizere iki farkl
zaman ag¢isindan incelenecektir.

Arastirmaya katilmayi1 kabul ettiginiz takdirde sizlerden hem giindiiz hem de
gece olmak tizere iki farkli zaman agisindan 10 mililitre kan 6rnegi alinacaktir.

Isminiz tamamen gizli tutulacaktr.

Bunun yaninda kognitif diizeyinizi degerlendirmek agisindan sizlere uzman
noropsikolog tarafindan noropsikolojik testler uygulanacaktir. Noropsikolojik
degerlendirmeyi iceren testler, hasta- hasta olmayan kisilerin ndropsikolojik
potansiyellerin agiga ¢ikarilmasi ve taniya 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 alinan drnek ileride baska ¢alismalar i¢in de kullanilabilir. Istediginiz
zaman c¢aligmaya katilmaktan vazgecebilirsiniz. Bu durumda sizden almis
oldugumuz 6rnek imha edilecektir. Ayni1 sekilde noropsikolojik test sonuglarinizda
ticiincii sahislarla paylasilmayacaktir.

Bu calismada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Sizden veya
giivence altinda bulundugunuz herhangi bir kurum ve kurulus tarafindan 6deme
alinmamaktadir ve size herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. Arastirmada yer almay1
ret edebilir ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum

herhangi bir cezaya ya da sizin yararmiza engel duruma yol agmayacaktir.
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Arastirmaci1 bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda sizi aragtirmadan ¢ikarabilir.
Arastirmanin sonuglari bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢calismadan ¢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
arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar, ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde tibbi bilgilerinize

ulasabilirsiniz.
Calismaya Katilma Onay1

Yukarida goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri okudum.
Aklima gelen tiim sorular1 aragtirmaciya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan
tim aciklamalar1 ayrintiyla anlamig bulunmaktayim. Caligmaya katilmay1 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 soz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan
katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik icerisinde

kabul ediyorum.
Goniilliiniin:
Adi1 Soyadz:
Adresi:

Tel:

Tarih ve imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin :

Ad1 Soyadu:
Adresi:
Tel:

Tarih ve Imza:
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Arastirma yapan arastirmacinin:

Adi1 Soyadz:
Gorevi:
Adresi:

Tel:

Tarih ve Imza:

Onay alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

/goriisme taniginin:

Adi1 Soyadz:
Gorev:
Adresi:
Tel:

Tarih ve Imza:

93



10.2. Arka Kok Ganglion Noron Kiiltiirii

Kan plazma 6rneginin merkezi sinir sisteminde yer alan hipokampal ndron
kiltlirleri tizerindeki etkisinin, periferik sinir sisteminde yer alan AKG néronlari
tizerinde nasil izlenecegini test etmek icin farkli oranlardaki plazma 6rnekleri yagam

vasatlarina eklenmistir. Deneye ait metot agagida sirasiyla gergeklestirilmistir.
10.2.1. Deney hayvani

Tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde 6-8 haftalik Balb/c farelerden
izole edilen arka kok ganglion (AK Q) hiicreleri kullanilmistir.

10.2.2. Vasatlarin hazirlanmasi

Vasatlar, kiiltiirlin hemen 6ncesinde hazirlanmis olup vasat igerikleri asagida
belirtildigi gibidir.

- Diseksiyon vasati; RPMI igerisine %1 Antibiyotik ve %1 GlutaMAX
eklenerek hazirlanmistir.  Diseksiyon asamasina kadar 4°C’de
bekletilmistir.

- Kiiltiir vasat1 ; Neurobasal-A igerisine %1 Antibiyotik, %1 GlutaMAX,
%2 B27. Kullanim siiresine kadar 37°C’de %35 CO2’li ortamda
bekletilmistir.

- Yasam vasati; Neurobasal-A igerisine %1 Antibiyotik, %1 GlutaMAX,
%2 B27 ve %5 Horse Serum eklenerek hazirlanmistir. Hiicrelerin

ekim asamasina kadar 37°C’de %5 CO2’li ortamda bekletilmistir.
10.2.3. Kiiltiir petri kaplarimin kaplanmasi

Standart 35mm cam tabanli petri kaplari, steril ddH2O igerisinde 1:10 oraninda
seyreltilmis poly-D-lisin soliisyonu ile kaplanmistir. Kaplanan petrilerden (2 saat)
poly-D-lisin soliisyonu aspire edilerek steril ddH2O ile (2 kez) iyice yikanmustir.
Ardindan %1 laminin ile kaplanmis (37°C’de 12 saat) ve sonrasinda laminin aspire
edilerek steril ddH20 ile (2 kez) iyice yikanmustir. Petri kaplar1 kabin igerisinde

kurumaya birakilmigtir.
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10.2.4. Arka kok ganglion diseksiyonu

6-8 haftalik Balb/c fareler CO? inhalasyon yoluyla sakrifiye edilmistir.
Farelerin steril sartlarda AKG diseksiyonu gergeklesebilmesi i¢in tiim diseksiyon
aletleri ve fare %70 EtOH ile yikanmigtir. Farenin sirt derisi agilarak disekte edilen
kostalar soguk tabla iizerindeki diseksiyon vasati icerisine aktarilmistir. Diseksiyon
vasatt icerisindeki eritrositlerin uzaklastirilmasim1 takiben Carl Zeiss stereo
mikroskobu altinda kostalarin omurga ile birlestigi alanda bulunan AKG’ler uygun

yontem ile ayrigtirilmistr.
10.2.5. Arka kok ganglion hiicrelerinin elde edilmesi

Arka kok ganglion hiicreleri, %1 Tip I kolajenaz bulunan kiiltiir vasati
icerisinde 40 dakika boyunca %5 CO?1i ortamda 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Enzim soliisyonunun uzaklastirilmasini takiben 1 ml HBSS ile 3 kez iyice
yikanmistir. Sonrasinda igerisinde 1mg/ml Tripsin-EDTA bulunan 1 ml kiiltiir vasati
icerisinde 15 dakika boyunca %5 CO®li ortamda 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Siire sonunda igerisine %1 DNAz eklenerek 6nce 1000 pl pipet ucu sonra ise 200 ul
pipet ucu ile doku homojenize olana dek tritiirasyon islemine tabi tutulmustur. Son
olarak soliisyon insiilin ignesinden 2 kez gecirilerek mekanik olarak ayristirilma
islemi tamamlanmistir. Ardindan hiicreler tekrar %1 DNAz eklenerek 30 dakika
boyunca %5 CO?li ortamda 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Siire sonunda 1000
rpm de 3 dk santrifiij edilerek hiicreler dibe toplanmugtir. Siipernatant atilarak hiicre
peleti tizerine %10 FBS, %7 Tripsin inhibitorii iceren kiiltiir vasati eklenmistir.
Kiiltiir vasati icerisinde 3 seviyeli (% 60, %35 ve %10) Percoll gradient katmanlar
olusturulmustur ve enzim soliisyonu igerisinde bulunan hiicreler dikkatlice en iist
gradient katmaninin {izerine birakilarak 1700 rpm de 20 dk santrifiij edilmistir.
%?35°1ik Percoll katmaninda bulunan hiicreler toplanarak 3ml kiiltiir vasat1 igerisine
alimmis ve 1000 rpm de 3 dk santrifiij edilerek hiicreler dibe toplanmustir.
Stipernatant atilarak hiicre peleti iizerine yasam vasati eklenmistir. Hiicre sayimi
sonrasinda her petride yaklasik 1500-2000 hiicre olacak sekilde ekim
gerceklestirilmistir. Hiicreler yapistiktan sonra (~ 2 saat) 1 ml olacak sekilde yasam

vasati ile tamamlanmistir.
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10.3. Plazmanin Arka Kok Ganglion Kiiltiirii Uzerindeki Etkisi

Plazma Orneklerinin hipokampal noronlar tizerindeki etkisinin tanimlanmasi
sonrasinda ayni plazma Orneklerinin periferal AKG ndéron kiiltliriin {izerindeki
etkisini gorebilmek icin AKG néron ekimini takip eden 5. giin itibari ile taze
hazirlanan yasam vasati igerisine %1, %5 ve %10 oraninda plazma eklenmistir.
Takip eden her {i¢ giinde bir mevcut yagsam vasatinin yarisi taze hazirlanan yasam
vasati ile degistirilmistir. Siire¢ Carl Zeiss Invert Mikroskop ile 7. giine kadar takip

edilmistir.
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apisimdan aragtintmast” olarak degigtinlmesi istedi.
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(IMU-HADVEK) Bagkany)
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