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OZET
Aml, Y. Alzheimer Hastaliimin in vitro Modellerinde Herpes Simpleks Proteinlerinin
Kompleman Sistem, Sitokinler ve Epigenetik Degisiklikler Uzerindeki Etkilerinin
Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2023. Alzheimer hastaligi (AH), biligsel
islevlerde diislis ve demansla karakterize bir hastaliktir. Vakalarin ¢cogu sporadiktir. Ancak,
bir kismi ise genetik veya epigenetik kokenli gelisebilir. Ayrica, beyinde de eksprese edilen
kompleman proteinlerin veya sitokinlerin diizensizliginin de AH gelisiminde bir faktor
olabilecegi ifade edilmistir. Diger taraftan, Herpes simpleks 1 (HSV-1) gibi patojenlerin de
AH gelisimine katkida bulunabilecegine dair veriler bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda, bir
noroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SYSY hiicre hattinda 2 farkli AH modeli olusturularak
HSV-1 glikoprotein B’nin (HSV-gB) etkisinin hiicrelerdeki kompleman proteinleri,
sitokinlerin diizeyleri ve epigenetik degisikliklerin degerlendirilmesiyle belirlenmesi
amaclanmigtir. Sitotoksisite deneylerinden elde edilen sonuglara gére HSV-gB i¢in inhibitér
konsantrasyon 20 (IC20) dozu 190,5 pg/ml olarak bulunmustur. Calisma gruplari (n=3): 1.
kontrol; 2. HSV grubu; 3. retinoik asit (RA) ve beyin tiirevi norotrofik faktér (BDNF) ile
olusturulan Alzheimer modeli (AD), 4. RA ve BDNF ile olusturulan Alzheimer modeli +
HSV-gB (ADH), 5. amiloid beta 1-42 peptid ile olusturulan Alzheimer modeli (Ap) ve 6.
amiloid beta 1-42 peptidi ile olusturulan Alzheimer modeli + HSV-gB (APH) olarak
tasarlanmigtir. Tiim gruplarda spesifik AH belirtecleri (hiperfosforile Tau proteinleri, AB 1-
42 peptidi ve amiloid 6ncii proteini) Ol¢iilmiistiir. HSV-gB uygulamasinin AD modellerine
benzer sekilde AP ve hiperfosforile Tau diizeylerini arttirdigi bulunmustur. Tiim gruplarda
kompleman proteinleri ve sitokinlerin diizeyleri karsilastirmali olarak belirlenmistir. Ek
olarak c¢alisma gruplarinda epigenetik parametreler (DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlar1 ve histon deasetilaz diizeyleri) degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi sonucunda bagisiklik sistemi ve kronik inflamasyonun hastaligin
gelisiminde ¢ok onemli rollere sahip olabilecegi ve HSV-1 enfeksiyonunun da AH’nin
altinda yatan bir faktor olabilecegi gdsterilmistir. Ayn1 zamanda, epigenetik diizensizliklerin
AH gelisiminde etkili olabilecegi ve HSV-1 enfeksiyonunun da bu mekanizma ile hastaligin

patogenezine katkida bulunabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, kompleman sistem, Herpes simpleks viriisi,
epigenetik mekanizmalar, sitokinler
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ABSTRACT

Anil, Y. Evaluation of the Effects of Herpes Simplex Proteins on the Complement
System, Cytokines and Epigenetic Changes in in vitro Models of Alzheimer's Disease.
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Pharmaceutical Toxicology
Program, PhD Thesis, Ankara, 2023. Alzheimer's disease (AD) is characterized by decline
in cognitive functions and dementia. Most cases are sporadic. However, some of these cases
may develop from genetic or epigenetic origins. Additionally, it has been stated that
dysregulation of complement proteins or cytokines expressed in the brain may also be a
factor in the development of AD. On the other hand, there is data that pathogens such as
Herpes simplex 1 (HSV-1) may also contribute to the development of AD. Within the scope
of this thesis, we aimed to determine the effect of HSV-1 glycoprotein B (HSV-gB) by
evaluating the complement proteins, cytokine levels and epigenetic changes in the cells by
creating two different AD models in the SH-SY5Y cell line, a neuroblastoma cell line.
According to the results obtained from cytotoxicity experiments, the inhibitory
concentration 20 (1C20) dose for HSV-gB was found to be 190.5 pg/ml. Study groups (n=3)
were designed as: 1. control; 2. HSV group; 3. retinoic acid (RA) and brain derived
neurotrophic factor induced (BDNF) Alzheimer’s model (AD), 4. RA and BDNF induced
alzheimer’s model + HSV-gB (ADH), 5. amyloid beta 1-42 peptide induced Alzheimer’s
model (AB) and 6. amyloid beta 1-42 peptide induced Alzheimer’s model + HSV-gB (ABH).
Specific AD markers (hyperphosphorylated Tau proteins, A 1-42 peptide and amyloid
precursor protein) were measured in all groups. HSV-gB administration was found to
increase AP and hyperphosphorylated Tau levels, similar to AD models. Levels of
complement proteins and cytokines were determined comparatively in all groups. In
addition, epigenetic parameters (DNA methylation, histone modifications and histone
deacetylase levels) were evaluated in the study groups. As a result of the evaluation of the
results obtained, it has been shown that the immune system and chronic inflammation may
have very important roles in the development of the disease and that HSV-1 infection may
be an underlying factor of AD. It was also determined that epigenetic dysregulation may be
effective in the development of AD and that HSV-1 infection may contribute to the
pathogenesis of the disease by this mechanism.

Keywords: Alzhimer’s disease, complement system, Herpes simplex virus, epigenetic
mechanisms, cytokines
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, diinya ¢apinda engellilik ve 6liimiin 6nde gelen
nedenleri arasindadir. Norodejenerasyon siireci, ndronlarin ilerleyici atrofisini igerir;
bu da néronal baglant1 ve fonksiyon kaybina yol acar (1). Alzheimer hastalig1 (AH),
genellikle ilerleyen yagla birlikte goriilen, bilissel iglevlerde diisiis ve demansla
karakterize kronik norodejeneratif bir hastaliktir (2). Patolojik siirecin bir yansimasi
olarak beynin limbik sistem bolgeleri ile frontal ve temporal loblar arasindaki sinirsel
baglantilarda kopmalar meydana gelir (3). AH vakalarinin ¢ogu (>%90) sporadiktir.
Ancak, bir kismi1 genetik veya epigenetik kokenli gelisebilir ve “ailesel AH” olarak
adlandirilir. AH i¢in ana risk faktorii yaslanmadir. Hastalik 65 yasin tizerindeki
niifusun %10'unu ve 85 yasin iizerindeki niifusun %50'sini etkiler. Hastaliga iliskin iki
onemli patolojik bulgu tanimlanmistir. Bunlar amiloid beta (AP) plaklar ve
hiperfosforile Tau proteinlerinden olusan ndrofibriler yumaklar (NFY’ler)’dir (4).

Cesitli faktorler AH gelisme riskini artirabilir (5). Cevresel risk faktorleri
arasinda ise Ozellikle Herpes simpleks viriis tip-1 (HSV-1) tarafindan indiiklenenler
basta olmak {izere kalici beyin enfeksiyonlarinin anahtar bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir (6). HSV-1 insanlarda viral enfeksiyonlara neden olan Herpesviridae
ailesinin {iyesidir. HSV-1, esas olarak oral ve nazal mukozanin epitel hiicrelerini
enfekte eden norotropik ¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. Oral ve nazal mukozada viriis
litik replikasyona ugrar; yeni liretilen viral partikiiller, duyu noéronlarina girebilir ve
aksonal tagima yoluyla, genellikle gizli bir enfeksiyon olusturan trigeminal gangliona
ulasabilir. Viriis, yeni olusan viral partikiillerin duyusal ndronlar yoluyla birincil
enfeksiyon bolgesine geri tasindigi ve iyi bilinen klinik lezyonlara neden oldugu
periyodik reaktivasyon dongiilerinden gecer. Bununla birlikte, bipolar trigeminal
ganglion ndronlari, beyin sapinda bulunan trigeminal g¢ekirdeklere de yansitir.
Noronlar buradan talamusa, sonunda duyu korteksine ulasir. Bu yolak, yeniden aktive
olmus viriisiin, ensefalit (Herpes simpleks ensefaliti, HSE) gibi akut noérolojik
bozukluklara veya hafif, klinik olarak asemptomatik veya omiir boyu latent kalan
enfeksiyonlara neden olabilecegi merkezi sinir sistemine (MSS) ulasabilecegi yoldur
(7, 8). HSV-1’in AH'nin gelisiminde rol oynayabilecegi hipotezi, 1980'lerin basinda
Melvyn Ball (1982) tarafindan ¢esitli gbzlemlere dayandirilarak one siiriilmiistiir. Bu

hipotezin kaynagi olarak HSV kaynakli ensefalit vakalarinda, AH ile benzer beyin



bolgelerinin dejenere olmasi ve bazit HSV kaynakli ensefalit vakalarinda gézlenen
hafiza bozukluklar1 gosterilmistir (9). Daha sonra yapilan molekiiler calismalar
sonucunda HSV-1 enfeksiyonunun ndronal ve glial hiicrelerde amiloid 6ncii protein
(APP) tasinmasinda artisa, Tau proteininin hiperfosforilasyonuna ve hiicre i¢i AP
diizeylerinde artisa neden oldugu belirlenmistir (10-12).

Oksidatif stres ve inflamasyon dahil bir¢cok durum bir araya gelerek, AH olan
beyinde tipik olarak bulunan yapisal ve fonksiyonel degisiklikleri iiretebilir (13).
Kronik inflamasyonun bazi ndrodejeneratif hastaliklarin altinda yatan bir mekanizma
oldugu giderek daha fazla kabul edilmektedir (14). Beyinde mikroglia ve astrositlerin
inflamatuvar aktivasyonu artik AH’ nin 6nemli bir belirteci olarak kabul edilmektedir
(15). Sinir sistemi kompleman aktivasyonunun iriinlerinden yeterince
korunmadigindan, kompleman diizensizliginden kaynaklanan hasara kars1 ozellikle
hassastir ve diger dokulardaki tolere edilebilir derecedeki bozukluklar beyinde ve sinir
sisteminin diger kisimlarinda hasara neden olabilir (16). Alzheimer hastalarinin
beyinlerindeki inflamasyon, biiyiik olasilikla asir1 AP iiretiminin sonucudur. Ancak,
norodejenerasyonun ek bir nedeni olabilecegine ve ndrodejenerasyona neden olan
kimyasal, fiziksel veya biyolojik faktorlerin hastaligin ilk tetikleyicileri olabilecegine
dair ¢ok sayida kanit vardir (17). Son yillarda kompleman proteinleri ve bagisiklik
sisteminin AH'de rol oynadig ileri siiriilmektedir. Ayrica, interlokin-1 beta (IL-1p),
interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve C-reaktif protein (CRP), AH
popiilasyonunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Yeni kanitlar, kompleman
sistemi proteinlerinin ayni1 zamanda hem noroprotektif (6zellikle AH'nin klinik 6ncesi
asamalarinda) hem de ndroinflamatuvar etkiler gosterdigine isaret etmektedir (18,19).

Alzheimer hastalig1 birgok yolakta bozulmalar igeren kompleks bir hastaliktir
ve epigenetik degisiklikler bu yolaklarin diizenlenmesini kontrol eden temel
mekanizmalardandir. Epigenetik mekanizmalarin AH’nin etiyolojisine bir katkisi
oldugu one siiriilmiistiir (20,21). Fenotipik degisikliklere sebep olan DNA metilasyonu
ve histon modifikasyonlar1 gibi degisikliklerin organizmalarin yaslanma siirecinde
etkili oldugu gosterilmistir. Yaslanma ve AH’de benzer degisikliklerin gézlenmesi ile
birlikte hastaligin patofizyolojisinde epigenetik mekanizmalarin rol aldigi
disiiniilmiistiir (22). AH’de goriilen epigenetik degisiklikler arasinda DNA
metilasyonunda degisiklikler olabilecegi belirtilmistir. Ozellikle yasla birlikte bazi



proteinlerdeki sitozin bolgelerinde goriilebilecek demetilasyonun beyinde AP
birikimine yol acabilecegi ifade edilmistir (23). Histon 4 (H4) asetilasyonundaki
eksikliklerin giderilmesinin de farelerde hafizay1 giiclendirdigi belirlenmistir (24).

Bu tez kapsaminda, noroblastoma hiicre hattinda, Tau patolojisi ve APi-42
peptidiyle indiiklenen olmak iizere olusturulan iki AH modelinde HSV-1 glikoprotein
B’nin (HSV-gB) etkisi hiicrelerdeki kompleman proteinleri, sitokinlerin diizeyleri ve
epigenetik degisikliklerin saptanmasiyla belirlenmesi amacglanmustir.

Tez calismasindan elde edilen verilerin degerlendirilmesi ile;

e ki farkli AH modelinde 6l¢iilen kompleman protein ve sitokin diizeylerinin
karsilagtirilmas1 ile AH’nin olasi immiinolojik kokeninin daha iyi
anlagilmas1 saglanacaktir.

e HSV-gB’nin kompleman protein ve sitokin diizeylerini néroblastoma
hiicrelerinde degistirip degistirmedigi belirlenecek ve bu sayede HSV-1’in
AH patofizyolojisinde olas1 etkileri degerlendirilecektir.

e Iki farkli AH modelinde epigenetik degisikliklerin (DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonlar1) karsilastirilmas1 ile hastaligin gelisiminde
epigenetik diizensizliklerin rolii degerlendirilecektir.

e Iki farkli AH modelinde HSV-gB nin olas1 epigenetik degisiklikleri nasil

modiile ettigi belirlenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahd

Demans, kisinin giinliik aktivitelerini yerine getirme yetenegini etkileyen
biligsel yeteneklerdeki azalmanin genel adidir. Bu durum genellikle hafiza, diisiinme
ve davranisla iligkili sorunlar igerir. Hafiza ve diisiince kaliplarinda bozulmanin yani
sira en sik goriilen semptomlar arasinda duygusal sorunlar, dil ile ilgili zorluklar ve
motivasyon azalmasi yer alir. Demansin AH, vaskiiler demans, Lewy cisimcikli
demans, Parkinson demansi gibi ¢ok ¢esitli norodejeneratif hastaliklar1 kapsayan
bir¢cok nedeni bulunmaktadir (25).

Adint1 hastaligi ilk tanimlayan kisi olan Alman psikiyatrist Alois Alzheimer'dan
alan AH en sik goriilen demans tiiriidiir ve yavas ilerleyen norodejeneratif bir hastalik
olarak tanimlanabilir. Alois Alzheimer, 6lmeden oOnce hafiza kaybi1 ve kisilik
degisikligi yasayan ilk hastasinin beynini incelerken amiloid plaklarinin varligini ve
biiylik miktarda ndron kaybini fark etmis ve durumu ciddi bir serebral korteks hastaligi
olarak tanimlamistir (26). AH, beyinde 6zellikle hipokampus, temporal lob, frontal lob
ve frontal korteks bolgelerinde ilerleyici ve siirekli norodejenerasyon ile
karakterizedir. Bu bolgelerdeki norodejenerasyon, bunama, 6grenme bozuklugu ve
ilerleyici biligsel islev bozuklugunu igeren AH'nin klinik belirtilerine neden olur (27).

Zamanla AH, hastaligin baslangicina bagli olarak erken baslangicli ve gec
baslangicli olmak {izere iki klinik duruma ayrilmistir. Erken baglangiclt AH’de klinik
tan1 65 yasindan once (genellikle 30-60) konur. AH nin nadir goriilen bir seklidir ve
tiim vakalarin yalnizca %5-10’unu olusturur. Bu hastalarin yaklagik %60’1nda pozitif
bir aile Oykiisii vardir ve bunlarin %13’ii otozomal dominant sekilde kalitsaldir (28).

Alzheimer hastalig1 kiiresel bir sorundur. Diinya ¢apinda 47 milyon insanin
demansla yasadig1 diisliniilmektedir ve bu saymin her 20 yilda bir neredeyse ikiye
katlanarak artacagi tahmin edilmektedir. AH’nin nedenleri hala tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, yas en biiylik risk faktorii olarak kabul edilmektedir ve 65
yasindan sonra her 5 yilda bir hastaligin goriilme siklig1 ikiye katlanmaktadir (29).



AH’nin yagsam tarzi, genetik ve cevresel etmenler gibi ¢oklu risk faktorlerinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu faktorler, 60-65 yas ustii bireylerde vakalarin
cogunu olusturan sporadik gec baslangicli AH nin baglamasina ve ilerlemesine neden
olmak i¢in birbiriyle etkilesime girer (30). Yapilan bir arastirma hipertansiyon, obezite,
diyabet, sigara kullanimi, sosyal izolasyon, depresyon, asir1 alkol tiikketimi, hava
kirliligi, zihinsel atalet ve travmatik beyin hasar1 olmak {lizere 11 adet degistirilebilir
risk faktorii tanimlamistir. Diyabet ve metabolik sendrom gibi degistirilebilir risk
faktorlerinin neden oldugu hasarlar, ateroskleroz ve beyin enfarktiisii ile
sonuglanabilirken, obezite ve insiilin direnci olan hastalarda adipoz dokuda kronik,
diisiik seviyeli inflamasyon ile iligkili bagisiklik sisteminde diizensizlik goriliir (31).
Kardiyovakstiler hastaliklar, potansiyel olarak degistirilebilir yasam tarziyla ilgili risk
faktorleriyle birlesebilir ve AH patogenezini etkileyebilir. Kardiyovaskiiler hastalik
beyinde vaskiiler hasara yol agabilir; bu da makro ve mikrovaskiiler hasarlar takiben
beyin atrofisi riskini artirir (32).

Hastaligin en yaygin belirtisi kisa siireli hafizada bozulmadir. Ancak konusma,
gorsel-uzaysal iglemleme ve zihinsel ¢eviklik gibi yiiriitiicii islevlerde de bozulmalar
meydana gelir. Hastalarda kognitif bozuklugun siddeti degisir. En erken belirtiler
olarak nesnel biligsel testlerde bozulmus performans olmaksizin zihinsel yeteneklerde
Oznel bir diisiis olabilir. Hafif kognitif bozukluk (HKB) normal yaslanma ve demans
arasindaki bir durumu temsil eder. Tek bir biligsel alanin veya muhtemelen birden fazla
biligsel alanin hafif bir 6l¢lide bozuldugu ve islevsel kapasitenin nispeten korundugu
biligsel bozuklugun en erken semptomatik agsamasini ifade eder. Buna karsilik, bunama
kisinin bagimsiz yasamini bozmaya ve giinliik yasamini ekilemeye yetecek biiyiikliikte
bir bilissel bozulmadir (3,33).

Belirgin amnestik belirti ve bulgularla birlikte kademeli baslangich ve devam
eden ilerlemeli demans, AH’nin prototipik klinik fenotipidir. ilk zamanlarda AH
klinikopatolojik kabul edilmistir; yani hasta amnestik demansin klinik semptomlarini
gosterirse ve diger kosullar diglanirsa hastada AH patolojisi oldugu varsayilmistir (34).
AH’nin epidemiyolojisi, tim nedenlere bagli demans epidemiyolojisi ile i¢ ice
gecmistir. AH demansin en yaygin nedeni olmasina ragmen, bunama, 6zellikle yash
hastalarda c¢cok sayida norodejeneratif veya serebrovaskiiler patolojiden

kaynaklanabilir. Biligssel bozuklugun prevalansi ilerleyen yasla birlikte katlanarak



artar. Genel olarak demans insidanst 65 yasindan sonra hizla artar ve yas ilerledikce

artmaya devam eder (35).
2.1.1. Alzheimer Hastaliginin Genetigi

Alzheimer vakalarinin %95°1 sporadik olmasina ragmen, genel olarak ailesel
AH olarak bilinen ve toplam vakalarin %5’ini temsil eden genetik bir risk faktorii
bulunmaktadir. AH ile iliskili olarak belirlenen baslica genler amiloid 6ncii protein
(APP) geni, presenilin-1 (PSENT1), presenilin-2 (PSEN2) ve apolipoprotein E (ApoE)
genleridir. Bunlardan APP’yi kodlayan gendeki ve APP’yi isleyen y-sekretaz
kompleksinin katalitik bilesenleri olan PSEN1 ve PSEN2’yi kodlayan genlerdeki
otozomal dominant mutasyonlar erken baslangich AH’den, ApoE geninin ise geg
baslangiclt AH’den sorumlu oldugu bulunmustur (36,37).

Insanlarda APP geni 21. kromozom iizerinde yer alir ve 290 kilobaz (kB)
uzunlugunda 18 ekzon igerir. APP geninde 30’un {iizerinde kodlama mutasyonu
tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu patojeniktir ve erken baglangighi AH ile sonuglanir. S6z
konusu mutasyonlarin bircogu APP’nin B- veya y-proteolitik bolgelerinde veya bu
bolgelerin yakininda kiimelenerek Af’nin asir1 iiretimini veya Ai-40 peptidine gore
pro-agregasyon yapan Afi-42 peptidinin oranindaki artis1 destekler (38). Yapilan bir
calismada ise APP genindeki 673. amino asitte alaninden treonin degisimini kodlayan
yeni, nadir bir mutasyon (A673T mutasyonu) tanimlanmis ve bu mutasyonun AH
gelisimine ve bilissel gerilemeye karsi koruma sagladigi goriilmiistiir. Bu mutasyon,
APP’yi B-sekretaz tarafindan boliinmesi i¢in daha az uygun bir substrat haline getirir
ve in vitro amiloidojenik peptitlerin olusumunda %40°11k bir azalmaya neden olur (39).
PSEN-1 ve 2 ise insanlarda PSEN1 ve PSEN2 genleri tarafindan kodlanir ve APP’den
AP olusumunda o6nemli bir rol oynayan fy-sekretaz kompleksindeki ¢ekirdek
proteinlerdendir. Bu nedenle, APP metabolizmasini diizenledigi varsayilmaktadir ve
bu genlerdeki mutasyonlar APP metabolizmasinda diizensizlikle sonuglanir (40).

Apolipoprotein E geni, kan dolasiminda kolesterol ve diger yag tiirlerinin
taginmasina yardimci olan ApoE’nin yapiminda rol oynar. ApoE proteini 299 amino
asit uzunlugundadir. ApoE geni, kromozom 19’da bulunur ve {i¢ ekzon ve ii¢ introndan
olusan 3597 niikleotit uzunlugunda bir RNA molekiilii kodlar. Bu genin €2, €3 ve &4

olarak adlandirilmis ii¢ ana aleli vardir. Bu aleller, ApoE proteininin yalnizca 112. ve



158. amino asitlerinde birbirinden farkli olan {i¢ protein tiiriiniin sentezlenmesine yol
acar, ancak bu ufak farkliliklar ¢ok 6nemli fizyolojik sonuglar dogurur. ApoE €2 aleli
hastaliga karsi bir miktar koruma saglayabilir. Bu alele sahip bir kiside AH daha
sonraki yaslarda gelisir. Popiilasyonun yaklasik %5-10"u bu alele sahiptir. ApoE €3
aleli ise popiilasyonda en yaygin bulunan aleldir ve hastalik iizerinde notr etkiye
sahiptir. ApoE &4 aleli AH riskini artirmaktadir ve ge¢ baslangicli AH vakalarinin
%50-80’inde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Insanlarin yaklagik olarak %15-25"1 bu
alele sahiptir ve %2-5’1 alelin her iki kopyasini da tasir. ApoE €4’lin iki kopyasina
sahip olmak, tek kopyaya sahip olmaktan daha yiliksek AH riskiyle iligkilidir (41,42).

2.1.2. Hastahigin Patofizyolojisi

Alzheimer hastali§inin patogenezi anormal A metabolizmasi, Tau
hiperfosforilasyonu, oksidaif stres, reaktif glial ve mikroglial degisiklikler ve diger
patolojik stirecleri iceren karmagik bir siirectir. Serebral korteks ve bazi subkortikal
bolgelerdeki ndronlarin ve sinapslarin kaybiyla karakterizedir. Bu kay1p, temporal lob,
parietal lob, frontal korteks ve singulat girusun bazi kisimlarinda dejenerasyon ve
atrofiye neden olur. Manyetik rezonans horiintiileme (MRI) ve pozitron emisyon
tomografisi (PET) kullanilarak yapilan ¢aligmalar, saglikli yasli yetiskinlerle
karsilastirildiginda AH’li bireylerde hafif biligsel bozukluktan AH’ye dogru ilerledikge
belirli beyin bdlgelerinin boyutlarinda azalma oldugu belgelenmistir. Hastaliga iliskin
iki 6nemli patolojik bulgu tanimlanmistir. Bunlar, AP iceren ekstraseliiler plaklar ve

hiperfosforile edilmis Tau proteinlerinden olusan intraseliiler NFYlerdir (4).
Amiloid Hipotezi

Alzheimer hastaliginin gelisiminde amiloid kaskadi hipotezi, son 20 yildir
aragtirmalarin ana odagi olmustur ve AH’de gozlenen ndrodejenerasyonun, beyin
parankiminde AP plaklarinin anormal birikmesinden kaynaklandigint ve
norotoksisiteye neden oldugunu one silirmektedir. Bu hipotez, ayrica AHnin AB
peptitlerinin iiretilmesinde 6nemli olan PSEN1, PSEN2 ve APP genlerindeki otozomal
dominant mutasyonlardan da kaynaklanabileceginin kesfedilmesiyle desteklenmistir

(43).



Amiloid prekiirsor proteini, bir¢ok dokuda eksprese edilen ve noronlarin
sinapslarinda yogunlasan 695 amino asit uzunlugunda integral bir membran
glikoproteinidir. Bir hiicre yiizeyi reseptorii olarak islev goriir ve sinaps olusumunun,
noral plastisitenin, antimikrobiyal aktivitenin ve demirin hiicre digina taginmasinin
diizenlenmesinde rol oynar. Embriyoda APP, sinir sistemi gelisiminin erken
asamalarinda eksprese edilir ve bu proteinin ndral biiylime ve olgunlasmada 6nemli
bir rol oynadigin1 gosterir. Yetiskin beyinde ise APP’nin, yaralanma sonrasi ndral
hiicre proliferasyonu ve aksonal biiylimenin diizenlenmesinde gorev yaptigi
gosterilmistir (44).

APP’nin metabolizmasi li¢ farkl sekilde gergeklesebilir: Birinci yolda APP a-
sekretaz ve ardindan y-sekretaz ile parcalanabilir; bu da ¢oziiniir, amiloidojenik
olmayan amiloid peptitlerinin {iretimi ile sonuglanir. Amiloidojenik olmayan yol
sonucunda C-terminal fragman alfa (CTF-a) ve ¢oziiniir bir dis alana sahip APP-a {iriin
olarak tretilir. Hem CTF-o hem de APP-a’nin norotrofik ve noroprotektif bir role
sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bunu takiben, CTF-a y-sekretaz tarafindan
parcalanarak P3 olarak bilinen bir peptidin salinmasina izin verir. P3, AB’den farkl
olarak toplanma egilimi gostermeyen ¢ozliniir bir peptittir. APP’nin -sekretaz ve y-
sekretaz tarafindan ardisik boliinmesi ise ¢oziinmeyen AP plaklari olusturmak icin
hiicre dis1 boslukta biriken amiloidojenik AP peptitlerini iiretir. Amiloidojenik yolda
APP, B-sekretazlar tarafindan hidrolize edilir ve sonugta CTF-f iiretilir. CTF-p daha
sonra hiicre digina salman APi4o0 veya Ai-42 peptitlerini olusturan y-sekretazlar
tarafindan boliiniir. Peptitlerin uzunlugundaki varyasyon, fy-sekretazin hangi
bolgesinin CTF-B’y1 pargaladigina baghdir. ABi-42 peptidi agragasyon olusturmaya en
yatkin tiirdiir ve en nérotoksik peptittir. Ugiincii yolda ise, APP n-sekretaz tarafindan
hidrolize edilir ve bunun fizyolojik kosullar altinda alternatif bir isleme yolu oldugu
diisiiniiliir (45). APP’nin amiloidojenik ve non-amiloidojenik yollarla metabolizmasi

Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1. Amiloid 6ncii proteininin metabolizmast (45).
Tau Hiperfosforilasyonu

Tau proteinleri, mikrotiibiille iligkili protein Tau (MAPT) geninden alternatif
uc birlestirme (splicing) yoluyla fiiretilen, yiiksek diizeyde ¢oziiniirliige sahip alti
protein izoformundan olusan bir gruptur. Kromozom {izerinde bulunan insan Tau
geninin en az 16 ekzonu vardir (46). Beyindeki Tau proteinleri yapisal olarak iki biiyiik
alana boliinmiistiir: projeksiyon alani, molekiilin amino terminalinin iigte ikisini
kapsar ve mikrotiibiil baglanma alani, molekiiliin karboksil terminalinin iigte birini
kapsar. Esas olarak serebral korteks noronlarinda bol miktarda bulunurlar ve MSS’nin
diger bolgelerinde daha az yaygindirlar. Astrosit ve oligodendrositlerde de ¢ok diigiik
seviyelerde eksprese edilirler (47).

Tau proteinlerinin ana biyolojik islevi, mikrotiibiillerin toplanmasini tesvik
etmek ve noronlarin aksonal tasinmasi i¢in gerekli olan mikrotiibiillerin stabilitesini
korumaktir. Ek olarak, Tau’nun ¢esitli yapisal ve fonksiyonel proteinlerle etkilesimi
ayni zamanda noronlarin sinyal iletiminde de ©nemli roller oynayabilecegini
diisiindiirmektedir (48). Ayrica Tau’nun fizyolojik diizeyde fosforilasyonu yoluyla
hiicre canliliginin diizenlenmesine de katildig1 bulunmustur (49).

Alzheimer hastalig1 patofizyolojisinde rol oynayan ikinci ana o6zellik,
ndronlarin somatodendritik boliimlerinde ve aksonlarda NFY’lerin varligidir. Hastalik,

noronal hiicre iskeletinin giderek bozuldugu ve hiperfosforile Tau proteininin filament
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demetleri halinde toplandig1 norofibriler dejenerasyon ile karakterizedir. NFYler, tau
proteininin hiperfosforile formunun agregatlarindan olusur. Tau, normalde Tau
proteininin molii bagina 1-3 mol fosfat igeren bir fosfoproteindir. Tau'nun mikrotiibiil
birlesimi aktivitesi, fosforilasyon derecesi ile diizenlenmektedir. AH'li beyin
dokularinda, Tau'nun fosforilasyon seviyesinin, ayni yastaki kontrol beyinlerinden
izole edilen Tau'dan ¢ ila dort kat daha yiliksek oldugu bulunmustur (50). Tau'nun
fosforilasyonu, mikrotiibiillere olan afinitesini azaltabilir ve bu nedenle bu
baglanmamis proteinler kendi kendine birlesebilir ve diigiimler olusturabilir.
NFY’lerin beyinde bulunduklar1 yerler hastaligin derecesiyle iligkilidir. Hastaligin
basinda entorinal kortekste daha sonra hipokampusta ve son asamalarinda izokortekste
goriilebilir (51,52). Tau proteini, beyinde esas olarak glikojen sentaz kinaz 3 beta
(GSK3p) tarafindan fosforile edilir ve protein fosfataz 2A (PP2A) tarafindan
defosforile edilir. AH’de aktif GSK3[3 enzim seviyesi artarken PP2A aktivitesi azalir
(53,54). Tau patalojisi ve NFY’lerin olusumu Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.

Tau proteinleriyle
stabilize mikrotiibdil

— L —
Hiperfosforile Tau

Norofibriler
Yumaklar

Mikrtiibdl
Destablizasyonu

Sekil 2.2. Tau hiperfosforilasyonu ve norofibriler yumak olusumu (50).
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2.1.3. Alzheimer Hastahi@inin Tedavisi

Su anda AH’nin etkili bir tedavisi yoktur. Bunun temel nedeni hastaligin
patojenik mekanizmalarinin hala tam olarak anlasgilamamasidir. Devam eden klinik
calismalar dejenerasyonun ilerlemesini Onleyerek ve semptomatik rahatlama
saglayarak AH’nin ilerlemesini durdurmaya yoneliktir. Ancak bu stratejiler, noral
sinapslarda genis hasarlar ve ndron kaybi birakan dejeneratif siirecin neden oldugu
hasar1 onaramaz (5).

Amiloid plaklar1 hedef alan bircok ilag, randomize kontrollii ¢aligsmalarda
basarisiz olmustur ve su anda dogrudan amiloidojenik islemeye etki eden kanitlanmis
etkinligi olan bir ila¢ yoktur (55). GSK3p inhibitorleri de tedavi hedefi olarak
denenmistir. Iyi bilinen bir GSK3B inhibitérii olan lityumun, AH’nin hayvan
modellerinde Tau patolojisini azaltmada baz1 potansiyel faydalar sagladig
gosterilmistir. Tau patolojisini azaltmaya yonelik baska bir yaklagim, Tau toplanmasini
dogrudan engellemeye calismak olmustur ve 6n kanitlar, metiltiyoninyum kloriiriin bu
stire¢ lizerinde 6nemli bir yararli etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (56).

Dort asetilkolinesteraz inhibitorii, donepezil rivastigmin, galantamin ve takrin
ile birlikte NMDA reseptdr antagonisti memantin, AH igin Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (US FDA) onayhi tek ilaglardir; bununla birlikte, sadece hastaligin
semptomlarini hedef alirlar ve hastalardaki ilerleyici hafiza, biligsel ve yiiriitiicii islev
kaybin1 engellemezler. Yasam beklentisinin artmasit ve hastaligin altinda yatan
nedenleri tedavi edecek ajanlarin yoklugu ile 6niimiizdeki 40 yil i¢cinde AH’na sahip

insan sayisinin {i¢ katina ¢ikmasi beklenmektedir (57).
2.2. Herpes Simpleks Viriisii

Herpesviridae ailesi ¢ alt aile grubu igerir: alfa alt ailesi (HSV-1, HSV-2 ve
varicella-zoster viriisii), beta alt ailesi (insan sitomegaloviriisii, Roseola viriisii) ve
gama alt ailesi (Epstein-Barr viriisii ve kaposi sarkomu ile iliskili Herpes viriisii) (58).
HSV-1 ve HSV-2 insanlarda viral enfeksiyonlara neden olan Herpesviridae ailesinin
alfa alt grubunun iki iiyesidir. iki viriisiin de protein kodlayan bolgeleri biiyiik 6lciide
(%83) aynidir ve bu nedenle biyolojik agidan benzerlik sergilerler. Insan herpes
viriisleri diinya ¢aginda oldukca yaygindir ve yetiskinlerin %90’1ndan fazlas1 bir veya

daha fazla HSV ile enfektedir. HSV-1 esas olarak oral ve nazal mukozanin epitel
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hiicrelerini enfekte eden norotropik ¢ift sarmalli bir DNA virtisidiir. HSV-2 ise, aksine
cogunlukla genital lezyonlardan sorumludur. Bununla birlikte, her iki viriis de ayn
viicut bolgelerinde lezyonlara neden olma kapasitesine sahiptir ve yeni doganlar,
HIV'li hastalar veya bagisiklik sistemini baskilayici tedavi goren hastalar dahil olmak
lizere bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde yasami tehdit eden hastaliklara neden
olabilir (59,60).

Viriis ¢ift sarmalli DNA’s1 ikozahedral kapsid ile gevrelenmistir. Kapsidin
kendisi proteinli bir katmanla (tegument) ve yiizeyde ¢ift katmanli lipit zarfla
cevrilidir. Viral zarf lizerinde 12 veya daha fazla sayida HSV glikoproteini igerir ve
viriisiin enfeksiyon olusturabilmesi i¢in en az dort tip glikoproteinin (gD, gB ve
heterodimer gH/gl) koordineli hareketi gereklidir. Viriisiin temel bilesenlerinden biri
bu glikoproteinlerdir ve HSV-1’in hiicreleri enfekte etme ve bagisiklik sisteminden
ka¢ma yeteneginde ¢ok dnemli bir rol oynar (61).

Herpes simpleks viriisiiniin  konak¢1 bir hiicreye girisi, virlis zarfinin
ylzeyindeki birka¢ glikoproteinin hiicre yiizeyindeki transmembran reseptorlerine
baglanmasini igerir. gC ve gB, ilk baglanmay1 desteklemek i¢in hiicre membranindaki
heperan siilfat proteoglikanlariyla etkilesime girer. Daha sonra, reseptor baglayici
protein olan glikoprotein D (gD), bilinen ii¢ giris reseptoriinden [Herpes virlisii giris
aracis1 (HVEM), nektin-1 veya 3-O-siilfatlanmis heperan siilfat (3-OS HS)] en az
birine spesifik olarak baglanir. Bu etkilesimler, membran yiizeylerini birbirine
yakinlastirir ve viral zarfin i¢ine gomiilii olan diger glikoproteinlerin diger hiicre
yiizeyi molekiilleri ile etkilesime girmesine izin verir (62). Bu membran proteinlerinin
etkilesimi hemifiizyon durumuna neden olabilir. gB’nin gH/gl. kompleksi ile
etkilesimi viral kapsid i¢in bir giris gézenegi olusturur (63).

HSV-1 glikoproteinleri viral giristeki rollerinin yani sira bagisikliktan
kacinmada da 6nemli bir rol oynar. Glikoprotein E (gE), bagisiklik sisteminin enfekte
hiicreleri tanima ve yok etme yetenegini engelleyerek antiviral tepkinin bloke
edilmesinde rol oynar. Ek olarak, gD konagin bagisiklik sistemini ele gegirerek viral
yayilmada kritik bir rol oynar (64).

HSV-1 enfeksiyonu, enfekte olmus hiicrelerde yeni virlis parcgaciklarinin
iiretimiyle sonu¢lanan karmasik biyokimyasal ve morfolojik degisiklikleri tetikler. En

erken morfolojik degisiklikler c¢ekirdekte meydana gelir ve konak¢i kromatininin
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marjinasyonunu, niikleolusun pargcalanmasini ve yogun intraniikleer cisimlerin
olusumunu igerir (65). HSV-1 esas olarak bosaltilan kesecikler veya tlikiiriikk gibi
enfekte viicut sivilar ile dogrudan temas yoluyla kisiden kisiye bulasir (66). HSV-1
birincil enfeksiyonu genellikle ¢cocukluk doneminde ortaya ¢ikar ve baslangicta yiiz
mukoza zarlarindaki epitel hiicrelerini ve ikincil olarak duyusal sinir terminallerini
igerir. 11k enfeksiyondan kisa bir siire sonra viriis, basta trigeminal gangliyonlar olmak
tizere noral dokular1 enfekte eder ve burada latent olarak kalir (67). HSV-1
enfeksiyonu, uzun siireli latent donemler ve epizodik niiksetmelerle karakterizedir.
Virlis yeni olugan viral partikiillerin duyu néronlar1 yoluyla birincil enfeksiyon
bolgesine geri tagindig1 ve klinik lezyonlara (uguklar ve kabarciklar) neden oldugu
periyodik yeniden etkinlesme ddnemlerinden gecer (4,68). Ikincil HSV-1
reaktivasyonu nispeten sik olup, enfekte bireylerin yaklasik %25'inde zararsiz bir
rahatsizlik olan uguklara ve ¢ok daha nadiren ise ensefalit dahil ciddi norolojik
komplikasyonlara neden olur (69).

Herpes simpleks ensefaliti, HSV-1 veya HSV-2 viriislerinin neden oldugu fokal
veya global serebral fonksiyon bozuklugu ile iligkili akut veya subakut bir hastaliktir.
Ates, halsizlik, bas agris1 ve mide bulantisindan olusan ilk evre siklikla daha siddetli
norolojik semptomlardan once gelir. HSE’ nin tipik klinik 6zellikleri arasinda 24
saatten uzun siiren bilin¢ degisikligi ve ates, bas agrisi, nobetler ve fokal nérolojik
bozukluklar gibi beyin inflamasyon semptomlar1 yer alir. Biligsel, davranigsal ve

kisilik degisiklikleri de tanimlanmustir (70).
2.2.1. Herpes Simpleks Enfeksiyonuna Kars1 Bagisiklik Tepkisi

HSV-1 enfeksiyonu, konak¢inin dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin hizl bir
sekilde uyarilmasimi aktive eder. Konakg¢1r bagisiklik sistemi, viral replikasyona
midahale ederek HSV-1 enfeksiyonunu sinirlamada iyi rol oynasa da, HSV-1
proteinlerinin antiviral bagisiklik tepkilerini atlatacak kadar etkili olmas1 ve viriisiin
latent olarak kalip siirekli reaktivasyona ugrama yetenegi nedeniyle viriisii tamamen
ortadan kaldiramazlar (71). HSV-1 enfeksiyonu durumunda hem dogal hem de
edinilmis bagisiklik tepkileri ortaya ¢ikar. Viriise kars1 ilk dogustan gelen immiin yanit
olan tip 1 interferon (IFN) sinyal yolu virion tarafindan aktive edilir. Bu IFN yolu,

spesifik niikleik asit ve DNA ve RNA sensorlerine sahip reseptore baghdir ve viriisiin
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taninmasinin ardindan, interferonla uyarilan genler, viral replikasyonu inhibe etmek
ve siirlamak i¢in HSV-1 enfeksiyonu oranina bagl olarak etkinlestirilir (72).
Adaptif bagisiklik tepkileri de viral ¢ogalmanin kontroliinde rol oynamak
acisindan 6nemlidir. Notrofiller apoptotik ve nekrotik epitel hiicrelerinin fagositozuna
yardimici olur. Ek olarak etkilenen nétrofiller, viral enfeksiyonlu epitel hiicrelerinin
lizisi ve apoptozunda rol oynayan kaspaz 8’e bagimli yolu aktive eden TNF-a’y1
salgilar. Makrofajlar da periferik dokularda ve trigeminal gangliyonlarda
enfeksiyonun siirlandirilmasinda 6nemli bir rol oynar (73). Viriis enfeksiyonu basta
klasik yol olmak tizere kompleman kaskadin ii¢ yolunu da aktive edebilir. Klasik yol,
kompleman bileseni Clg'nun antikor-antijen komplekslerine baglanmasiyla aktive
edilir. Bu aktivasyon ayrica spesifik antikorlarin yoklugunda C1q'nun bazi viriislerin

glikoproteinlerine dogrudan baglanmasiyla da saglanabilir (74).
2.2.2. Herpes Simpleks Viriisiiniin Alzheimer Hastahg: ile iliskisi

Uzun stiredir enfeksiyoz ajanlarin kronik ve ilerleyici MSS hastaliklarina ve
sendromlarina neden oldugu diisiiniilmektedir. Yalnizca Herpes viriislerin degil, diger
bircok DNA ve RNA viriisiiniin [6rn. kizamik, insan immiinoyetmezlik viriisii (HIV),
varicella zoster virilisii, John Cunningham virlisi (JCV)] sinir sisteminin ciddi
patolojileriyle (6rn. subakut sklerozan penensafalit, HIV ile iligkili demans, multifokal
lokoensefalopati) iligkili oldugu goriilmiistir. Tim bu hastaliklar birincil
enfeksiyondan onlarca yil sonra gelisebilir (69). Helicobacter pylori, Chamydophila
pneumoniae, Borrelia burgdoferi ve herpes viriisleri gibi pek ¢cok enfeksiy6z ajanin da
insanarda ve deneysel hayvan modellerinde noérobiligsel bozulmalarla iliskili oldugu
goriilmiis ve AH’nin olas1 nedenleri olarak diistiniilmustiir (75-77).

Herpes simpleks viriisii-1’in AH ile iliskili olabilecegini gosteren ilk kanit
1982’ye kadar uzanir ve HSV ensefaliti geciren kisilerin AH’yi animsatan klinik
bulgular (hafiza kaybi, bilissel bozukluklar, vb.) gosterdigi ve hastaliktan etkilenen
beyin bolgelerinin (limbik sistem, frontal ve temporal korteksler) AH’de ilk olarak
etkilenen beyin bolgeleriyle benzer olmasi gozlemlerine dayanir (9). Daha sonra
yapilan molekiiler calismalar da noronal ve glial hiicrelerin HSV-1 ile enfeksiyonunun,

hiicre i¢i AP seviyelerinde artisa, APP miktarinda azalmaya ve NFY’lerin ana bileseni
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olan Tau proteinlerinin fosforilasyonuna yol actigim1 gostererek bu hipotezi
desteklemistir (10,11,78,79).

Itzhaki ve ark. (1997) 46 AH hastas1 ve 44 kontrolden alinan post-mortem
beyin Orneklerinde PCR kullanarak HSV-1 timidin kinaz geninin varligi ve
konakg¢idaki ApoE genotipi arasindaki iligkiyi incelemistir. Calismada ApoE-¢4 alel
frekansi, beyinde HSV-1 geni pozitif olan hastalarda, HSV-1 negatif ¢ikan hastalara ve
kontrol gruplarina gére anlamli derecede yliksek bulunmustur. Bu bulgular HSV-1’in
diger risk faktorleri ile birlestiginde AH riskini artirabilecegini diisiindlirmiistiir (80).
Mancuso ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada da AH’li hastalarin sag orbitofrontal
korteks, sol teemporal lob ve sag alt frontal girus bolgeleri manyetik rezonans
goriintiileme ile incelenmis ve hastalarda HSV-1 spesifik antikor oOl¢iilmiistiir.
Calismada olgiilen HSV-1 spesifik antikor titreleri ile kortikal hacimler arasinda
anlaml pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir. HSV-1 spesifik antikorlarin AH’ nin
erken evrelerinde koruyucu olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu durum HSV-1e 6zgii daha
zay1f humoral yanitin viral reaktivasyonun kontroliiniin kaybiyla sonuglanabilecegi ve
virlisiin zamanla beyin hasarina neden olma riskini artirabilecegi hipoteziyle
aciklanmigtir (81). Ancak, yasamin ilerleyen donemlerinde bagisiklik sisteminin
nispeten olumlu etkisi azalmaktadir. Iki bagimsiz boylamsal arastirmanin sonuglar1 bu
fikri dogrulamaktadir. Bu kohortlarda HSV’ye 6zgii IgM varliginin, AH gelisme
riskinin 0nemli Ol¢lide artmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir (82,83). HSV-1
enfeksiyonunun popiilasyonda oldukca yaygin olmasi sonucunda HSV-1 DNA’s1 ve
HSV’ye 6zgii antikorlar hem AH’li bireylerde hem de yasli kontrollerin ¢cogunda
gozlenebilir. Bu nedenle yapilan epidemiyolojik calismalarda celigkili sonuglar elde
edilebilmektedir (84). Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalardan elde edilen mekanistik
veriler incelendiginde enfeksiyonun hastalik patofizyolojisinde oynadig rol daha iyi
anlasilmaktadir.

Alzheimer hastaliginin histopatolojik 6zelliklerinden olmasina ragmen, A
plaklar1 ve NFY’ler AH’ye 6zgii degildir. Kronik enfeksiyonlar da dahil olmak tizere
cesitli MSS kosullarinda bu patolojik durumlar meydana gelebilir. Ornegin, kizanmik
virlistiniin neden oldugu subakut sklerozan panensefalit vakalarinda ve sfilizde
NFY’ler goriilebilirken, Creutzfeldt-Jakob hastalifi gibi bazi prion proteini

hastaliklarinda amiloid plaklar mevcuttur (85,86). Buna ek olarak, amiloidopati
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(ylksek serum amiloid seviyeleri ve dokularda amiloid birikimi ve agregasyonu ile
karakterize edilen bir durum) ¢esitli akut ve kronik sistemik inflamatuvar durumlarda,
ozellikle de tiiberkiiloz ve lepra gibi kronik enfeksiyonlarda sik goriilen bir durumdur
(77,87). Bakteriyel olarak tiiretilmis bir endotoksin olan lipopolisakkaritin fare
hipokampiisiine enjeksiyonunun, mikroglia aktivasyonu, makrofajlar ve T hiicreleri
tarafindan infiltrasyon ve hiperfosforilasyon ve agregasyon ile karakterize edilen bir
noroinflamatuvar yanit1 tetikledigi ve Tau hiperfosforilasyonuna neden oldugu
bulunmustur (88). Ayrica farelerde lipopolisakaritin intraperitoneal enjeksiyonu fare
hipokampusunda proinflamatuvar sitokinlerin ve Ai-42 diizeylerinin 6nemli dlgiide
yukselmesine yol agmistir (89). Son zamanlarda AP’nin enfeksiyonlarda
antimikrobiyal roliine iligkin alternatif bir goriis ortaya ¢ikmistir (90). Bourgade ve
ark. (2014) yaptiklar1 ¢aligmada ABi-40 ve AB1-42 peptitlerinin, in vitro ortamda HSV-1
ile enfekte edilmis insan fibroblast, epitelyal ve ndron hiicrelerinde antiviral aktiviteye
sahip oldugunu gostermistir (91). Bu bulgular latent Herpes viriislerine ve sonugta
diger enfeksiyonlara karsi korunmak i¢in AP peptitlerinin asir1 liretiminin, amiloid
plak olusumuna katkida bulunabilecegini géstermektedir (92).

Herpes simples viriisiiniin bu etkileri gbz oniine alindiginda antiviral ajanlar
yoluyla viral replikasyonun inhibisyonu 6nemli bir terapotik hedef olabilir. Yapilan bir
calismada, HSV-1 ensefalitli farelere intravenéz immiinoglobulin (IVIg)
inflizyonunun 6liimii 6nledigi ve HSV-1 ile latent olarak enfekte olmus trigeminal
ganliyonlarin sayisini azalttigir gosterilmistir (93). Fillit ve ark. (2009) yaptiklari
retrospektif vaka kontrol ¢alismasinda ise IVIg kullanimi1 daha diistik AH riski ile
iliskili bulunmustur (94).

2.3. Bagisikhik Sistemi

Bagisiklik, bireyin yabanci maddeleri ayirt etmesini ve bu yabanci maddeyi
noétralize ve/veya elimine etmesini saglayan; hassas sekilde dengelenmis karmasik,
¢ok hiicreli ve fizyolojik mekanizmalar serisinden olusan, homeostatik bir siiregtir.
Bagisiklik sistemi de organizmay1 hastaliklardan koruyan bir biyolojik siire¢ler agidir.
Sistem, ¢ok sayida lenfoid organi ve ¢esitli islevlere sahip farkli hiicre topluluklarini

igerir. Bagisiklik sistemi, viicutta viriislerden parazitlere, tiimor hiicrelerinden viicuda
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giren her yabanct maddeye kadar saptar ve canlinin kendi saglikl hiicrelerinden ayirt

eder (95).

Birgok tiiriin bagisiklik sisteminin dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik
olmak tizere iki ana alt sistemi vardir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi, genis durum
ve uyaran gruplarma Onceden yapilandirilmis bir yanit saglar (96). Edinilmis
bagisiklik sistemi ise, daha Once karsilastigi molekiilleri tanimay1 6grenerek her
uyarana uyarlanmis bir yanit saglar. Her ikisi de islevlerini yerine getirmek igin
molekiilleri ve hiicrelert kullanir (97). Birgok immiin hiicre i¢in yaygin etki
mekanizmasi, sitokin, kemokin veya interferon iiretimi seklindedir. Sitokin, kemokin
ve interferonlarin birincil fonksiyonlar1 hiicre aktivasyonu, hiicre i¢i sinyalin
baslatilmasi veya sonlandirilmasi, ¢ogalma, farklilasma, gog, aligveris ya da etkinlik
islevleridir (98).

Dogustan gelen bagisikligin 6nemli bir islevi, sitokinlerin ve kemokinlerin
(hiicre-hiicre iletisimi ve aliminda yer alan kiigiik proteinler) tiretimi yoluyla bagisiklik
hiicrelerinin enfeksiyon ve inflamasyon bdlgelerine hizli bir sekilde alinmasidir.
Dogustan gelen bagisiklik aktivasyonu sirasinda sitokin iretimi, viicuttaki bir¢ok
savunma mekanizmasint harekete gegirirken, ayn1 zamanda enfeksiyon veya
yaralanmaya kars1 yerel hiicresel tepkileri de aktive eder. Bakteriyel enfeksiyona erken
yanit sirasinda salinan anahtar inflamatuvar sitokinler sunlardir: tiimdr nekroz faktor
(TNF), interlokin 1 (IL-1) ve interlokin 6 (IL-6). Bu sitokinler, hiicre alimini1 ve bir¢ok
patojenin temizlenmesi i¢in gerekli olan lokal inflamasyonu baslatmak ig¢in kritik
Oneme sahiptir. Ayrica, ates gelisimine katkida bulunurlar. Bu tir inflamatuvar
sitokinlerin diizensiz iiretimi, siklikla inflamatuvar veya otoimmiin hastaliklarla

iligkilendirilir ve bu da onlar1 6nemli terapotik hedefler haline getirir (99,100).
2.3.1. Sitokinler

Sitokinler, immiin hiicreler tarafindan salgilanan kiiciik molekiil agirlikli
proteinlerdir. Bir enfeksiyona veya yaralanmaya yanit olarak T hiicreleri, B hiicreleri
ve makrofajlar dahil olmak {izere bagisiklik sisteminin ¢esitli hiicreleri tarafindan
salgilanir. Immiin yanitin biitiin evreleri boyunca iiretilebilirler ve hiicreler arasindaki

etkilesimler iizerinde diizenleyici bir etkiye sahiptir. Ayrica inflamasyon ve bagisiklik
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tepkisinin diizenlenmesinden hiicre biiyiimesi ve farklilagmasina kadar ¢ok sayida
fizyolojik siirecin kontroliinden sorumludurlar (101).

Sitokin terimi genel bir isimdir; igerdigi gruplar arasinda lenfokinler
(lenfositler tarafindan yapilan sitokinler), monokinler (monositler tarafindan yapilan
sitokinler), kemokinler (kemotaktik aktiviteye sahip sitokinler) ve interlokinler
(I6kositler tarafindan yapilan sitokinler) bulunur (102). Her grubun bagisiklik
diizenlemesine katkida bulunan farkli islevleri vardir. Ornegin, interldkin 2 (IL-2) ve
interlokin 4 (IL-4) gibi interlokinler, bagisiklik hiicreleri arasindaki sinyali diizenler
ve bagisiklik aktivasyonunu uyarir. Ote yandan interferonlar, viral replikasyonu inhibe
ederek ve hiicresel savunmay1 gii¢lendirerek viral enfeksiyonlarla miicadeleye
yardime1 olur. Kemokinler ise bagisiklik hiicrelerini belirli enfeksiyon veya yaralanma
bolgelerine  yOnlendirmekten  sorumludur; bdylece bagisiklik  tepkisinin
lokalizasyonunu saglar. Farkli hiicre tiplerinin ayn1 sitokini salgilamasi veya tek bir
sitokinin birkag farkli hiicre tipi lizerinde etki etmesi (pleiotropi) yaygindir (103). Bir
sitokin, hedef hiicreleri ilave sitokinler yapmaya tesvik ettiginden, genellikle kademeli
olarak {iretilirler. Sitokinler ayrica sinerjistik veya antagonistik olarak hareket edebilir
ve farkli sitokin tiirleri, bagisiklik reaksiyonlarini artirabilir veya baskilayabilir. Belirli
sitokinlerin  iiretimindeki veya diizenlenmesindeki dengesizlikler, otoimmiin
hastaliklar da dahil olmak tlizere bir dizi inflamatuvar durumla iliskilendirilmistir

(104).
Interlikinler

Interlokinler, cesitli bagisiklik hiicreleri arasinda haberci gorevi gorerek
saglikli bir bagisiklik tepkisinin siirdiiriilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar. Bu kii¢iik
proteinler, beyaz kan hiicreleri de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hiicreler tarafindan
tiretilir ve islevlerine gore farkli tiirlere ayrilir. Bu proteinler 6ncelikle belirli bir sirayla
diizenlenmis amino asitlerden olusan glikoproteinlerdir. Her bir interlokinin spesifik
yapisi biraz farklilik gosterse de genellikle disiilfit baglariyla bir arada tutulan dort alfa
sarmaldan olusur. Bu karakteristik yap1, interlokinlerin bagisiklik hiicreleri iizerindeki
spesifik reseptorlerle etkilesime girmesini saglar (105). Interldkinler bagisiklik sistemi
icinde cesitli roller oynar ve ¢esitli bagisiklik tepkilerine yardimci olur. Temel

islevlerden bazilar1 sunlardir:
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e Bagisiklik hiicrelerinin farklilagsmasi ve olgunlasmasi: Interlokinler, bagisiklik
hiicrelerinin farklilasmasini ve olgunlasmasini destekler. Ornegin IL-2, enfekte
veya kanserli hiicrelerin yok edilmesi i¢in gerekli olan T hiicrelerinin ve dogal
oldiirticii hiicrelerin gelisimini destekler.

e Bagisiklik tepkisinin aktivasyonu: Interlokinler, bagisiklik hiicrelerinin
cogalmasini ve aktivasyonunu uyaran aktivatorler olarak gérev yapar. Interldkin-1
(IL-1), atesi, inflamasyonu ve akut faz proteinlerinin iiretimini tetikleyerek
enfeksiyon veya yaralanmaya ilk tepkide dnemli bir rol oynar.

e inflamatuar yanit: IL-6 ve interlokin 8 (IL-8) gibi baz1 interldkinler, patojenlere,
yaralanmaya veya doku hasarina yanit olarak inflamasyonu tesvik eder. Bagisiklik
hiicrelerini enfeksiyon veya yaralanma bolgesine ¢ekerek bagisiklik tepkisini ve
doku onarimini kolaylastirirlar.

e Bagisiklik hiicreleri arasi iletisim: Interlokinler, bagisiklik hiicreleri arasindaki
iletisimi kolaylastirarak bagisiklik yanitlarinin koordinasyonunu artirir. Komsu
hiicrelere belirli molekiilleri serbest birakmalar1 veya belirli bagisiklik yollarini
etkinlestirmeleri icin sinyal verebilirler. Ornegin interldkin-10 (IL-10), asir1
inflamasyonu engelleyerek ve anti-inflamatuvar siirecleri tesvik ederek bagisiklik
tepkilerini diizenler.

e Hematopoezin diizenlenmesi: Interlokinler, hematopoez olarak bilinen karmasik
bir siire¢ yoluyla kan hiicrelerinin gelisimini ve farklilagsmasini diizenler.
Interlokin-3 (IL-3), diger bilyiime faktorleriyle birlikte kirmizi kan hiicreleri, beyaz
kan hiicreleri ve trombositler dahil olmak iizere ¢esitli kan hiicrelerinin olusumunu

ve olgunlasmasini destekler (106,107).
2.3.2. Kompleman Sistem

Kompleman sistem, dogustan gelen bagisiklik sisteminin temel bir bilesenidir
ve dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik arasinda bir koprii goérevi goriir. Kompleman
sistem, kanda bulunan ve patojenik hedeflerin tanimlanmasi, opsonizasyonu ve
parcalanmasi yoluyla viicut savunmasinda rol oynayan bir dizi ¢6ziliniir ve membran
iligkili proteinler ve hiicre yiizeyi reseptdrleri dahil olmak iizere 40’tan fazla
proteinden olusur. Bu da onun patojenleri hizla tanimasina, temizlenmesine ve

apoptotik nekrotik hiicreleri ve kalintilar1 temizleyerek homestazi siirdiirmesine
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olanak tanir (108,109). Kompleman sisteminin temel islevlerinden biri, antikorlarin ve
fagositik hiicrelerin patojenlerle savasma yetenegini arttirmaktir. Bir enfeksiyon
meydana geldiginde, bazi1 kompleman proteinleri aktive olur ve bir dizi reaksiyonu
baslatir. Bu basamak patojenlerin opsonizasyonuna yol agarak onlar1 fagositik hiicreler
tarafindan yok edilmek {izere isaretler. Bu siire¢, bu hiicrelerin istilacilar1 daha etkili
bir sekilde tanimlamasina ve ortadan kaldirmasina yardimci olur (110).

Ek olarak kompleman sistemi, bagisiklik komplekslerinin ve 6lii hiicrelerin
temizlenmesinde hayati bir rol oynar. Bu atik {rlinlerin taninmasina ve
uzaklastirilmasina yardimei olarak viicutta zararli kalintilarin birikmesini 6nler. Bu
islev ozellikle bagisiklik sisteminin yanlislikla viicut dokularina saldirdigi otoimmiin
hastaliklarda ¢ok dnemlidir. Kompleman sistemi hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasina
ve doku bitiinliigiiniin korunmasina yardimci olur. Ayrica kompleman sistemi,
bagisiklik hiicrelerini enfeksiyon veya iltihaplanma bolgesine ¢eken kemotaksis adi
verilen bir silirece katilir. Bazi aktive edilmis kompleman proteinleri, bagisiklik
hiicrelerini etkilenen bolgeye yonlendiren, bagisiklik tepkisini artiran ve patojenlerin
temizlenmesini kolaylastiran kimyasal sinyal gorevi goriir (111).

Kompleman sistem, tiimii sirali enzim aktivasyonuna, protein boliinmesine ve
efektor fonksiyonlara aracilik etmek i¢in konformasyonel degisikliklere yol agan {i¢
farkli yol (klasik, lektin ve alternatif) tarafindan aktive edilir. Kompleman
aktivasyonu, bir anlamda kan pihtilagmas1 dongiisiine benzer sekilde, her bir bilesenin
sirali olarak digeri iizerindeki etkisiyle gerceklesir. Bu yolaklar, baslamalari igin farkli
baglayici molekiillere bagh olsalar da, hepsi nihai olarak kompleman hareketlerinden
sorumlu olan kompleman protein 3 (C3) doniistiiriicli enzim (konvertaz) {iretimine yol
acar (112).

Klasik kompleman yolu, kompleman protein 1 (C1) kompleksinin bir bileseni
olan kompleman protein 1q (C1q)nun immiin komplekslerdeki antikorun Fc alanina
veya fibriler AB gibi immiinoglobulin olmayan aktivatorlere baglanmasiyla aktive
edilir. Etkilesimin neden oldugu konformasyonel degisiklik, C1 kompleksi i¢indeki
kompleman protein 1r (Clr) ve kompleman protein 1s (Cls) proenzimlerinin
aktivasyonunu indiikler. Cls daha sonra tamamlayici bilesen C4'li pargalayarak C4a
ve C4b'yi olusturur, bunlardan ikincisi bir tioester bagi ile aktivator yiizeyinde

kovalent olarak biriktirilir. Kompleman protein 4b (C4b), kompleman protein 2 (C2)'yi
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ve Cls proteazi baglar; daha sonra C2'yi kompleman protein 2a (C2a) ve kompleman
protein 2b (C2b)'ye boler. C4b ve C2b birleserek C3 konvertazi olusturur ve bu C3’i
baglayarak kompleman protein 3a (C3a) ve kompleman protein 3b (C3b)’yi olusturur.
Olusan C3b’nin bir kismi C3 konvertaz (C4b2b) ile birlesir ve C4b2b3b yani
kompleman protein 5 (C5) konvertazi olusturur. Daha sonra C5 konvertaz C5 i
kompleman protein 5a (C5a) ve kompleman protein 5b (C5b) olarak bdler. C5a,
miyeloid, mast hiicreleri ve diger hiicre tiplerinde eksprese edilen reseptorlere
baglanarak kemotaksiyi indiikleyebilir; vaskiiler gecirgenligi artirabilir ve
proinflamatuvar yolaklar1 uyarabilir. C5b, patojenleri parcalayabilen membranolitik
gozenek olusturucu C5b-9 kompleksinin olusumunu baglatir (113). Kompleman
membran atak kompleksi (MAK), klasik olarak patojenlerin veya hedeflenen
hiicrelerin plazma membraninda gézenekler olusturarak ozmolize yol agan, dogustan
gelen ve edinsel bagisikligin sitolitik efektorii olarak bilinir. Antikor aracili
kompleman aktivasyonu, enfekte olmus hiicrelerin ylizeyinde MAK birikmesine yol
acar. MAK'i birlesmesi, hedef hiicrelerin hiicre zarini1 bozan gozeneklere yol agarak

hiicre lizisine ve 6liimiine yol agar (114). MAK olusumu Sekil 2.3.’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Membran atak kompleksinin olusumu (114).
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2.3.3. Noroimmiin Sistem

Noroimmiin sistem, noronlar1 patojenlerden koruyan sinir sistemi ile bagisiklik
sistemi arasindaki biyokimyasal ve elektrofizyolojik etkilesimleri i¢eren bir yapilar ve
stirecler sistemidir. Secici gegirgen bariyerleri [6rnegin kan-beyin bariyeri (KBB) ve
beyin omurilik sivist (BOS) bariyeri] koruyarak, hasarli ndronlarda noéroinflamasyona
ve yara iyilesmesine aracilik ederek ve patojenlere karsi konak savunmasini harekete
gecirerek noronlar hastaliga karsi korumaya hizmet eder. Noronlar, glial hiicreler gibi
sinir bilesenlerini ve mikroglia, astrositler ve bagisiklik hiicreleri dahil olmak iizere
bagisiklik sisteminin hiicresel bilesenlerini iceren karmasik bir ag1 temsil eder (115).

Noroimmiin sistem ve periferik immiin sistem yapisal olarak farklidir. Periferik
sistemin aksine, noroimmiin sistem esas olarak glial hiicrelerden olusur; bagisiklik
sisteminin tiim hematopoietik hiicreleri arasinda, néroimmiin sistemde normalde
sadece mast hiicreleri bulunur. Bununla birlikte bir néroimmiin yanit sirasinda, belirli
cevresel bagisiklik hiicreleri, beyne giren patojenlere yanit vermek icin ¢esitli kan veya
sivi-beyin bariyerlerini gecebilir. Noroimmiin sistemin temel hiicresel bilesenleri,
astrositler, mikroglia ve oligodendrositler dahil olmak {izere glial hiicrelerdir (116).

Noroimmiin ~ sistem, bagisiklik fonksiyonlarmin  hassas bir sekilde
diizenlenmesini miimkiin kilan ¢ift yonlii iletisim mekanizmalarini igerir. Bu ¢ift yonli
iletisimde MSS tarafindan salinan nérotransmitterler, noropeptitler ve nérohormonlar
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu, kemotaksisisini ve polarizasyonunu etkilerken,
bagisiklik hiicreleri de ndronal fonksiyonlari ve sinaptik plastisiteyi modiile etmek i¢in
noronlar ve gliyal hiicrelerle etkilesime girer (117).

Enfeksiyon, travma veya kronik hastaliklarin varliginda néroimmiin sistem,
noroinflamatuvar yanitlart baglatir. Bu tiir tepkiler, mikroglia ve astrositlerin
aktivasyonunun yani sira periferik bagisiklik hiicrelerinin toplanmasini igerir ve bu da
proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)’un
salinmasina yol agar. Ancak, kontrolsiiz néroinflamatuvar yanitlar norotoksisiteye,
norodejenerasyona ve bazi ndrolojik bozukluklarin ilerlemesine yol acabilir.
Noroimmiin sistemin diizensizligi, multipl skleroz, AH, Parkinson hastalig1 ve major
depresif bozukluk dahil olmak iizere cesitli nérolojik ve psikiyatrik bozukluklarin

patogenezine katkida bulunur (118,119).
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2.3.4. Alzheimer Hastahg Patofizyolojisinde Immiin Sistem Degisiklikleri

Noroinflamasyon genellikle enfeksiyon, travma, iskemi ve toksinler dahil
olmak tizere ¢esitli patolojik durumlarin neden olabilecegi MSS i¢indeki inflamatuvar
yanit1 ifade eder. Stireg¢ MSS'deki bagisiklik hiicreleri tarafindan IL-1, IL-6, IL-18 ve
TNF dahil olmak {izere proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin, prostaglandinler
ve nitrik oksit (NO) dahil olmak iizere kiiciik molekiillii habercilerin ve ROS’un
iretimi ile birlikte ilerler (120). Normalde dogal bagisiklik sisteminin asir1 uyarilmasi,
mikroglia ve astrositlerin inflamatuvar tepkisini baskilayan, glutamat gibi
ndrotransmitterleri salgilayan noronlar tarafindan baskilanir. Ancak AH’de, siirekli A
ile tehdit edilen noronlar bu baskilayici kapasiteyi kaybeder. Sonug¢ olarak,
baslangictaki yararh etkisini kaybeden, doku yikimina ve ndronal 6lime katkida
bulunan kronik bir inflamatuvar yanit hakim olabilir (121).

Noroinflamasyonun ve bagisiklik sistemi bilesenlerinin AH patogenezi ile
iligkili oldugu diistiniilse de ozellikle bazi proinflamatuvar sitokinlerin &zellikle
AH’nin erken evrelerinde koruyucu 6zellikleri olduguna dair kanitlar vardir. TNF-a.,
AH’nin erken evrelerinde gegici olarak koruma saglayan bir sitokindir. Bir in vitro
calismada, diisiik konsantrasyonlarda ve hastaligin klinik 6ncesi evrelerinde iiretilen
TNF-o’nin kalbindin-manganez siiperoksit dismutaz ve B hiicre lenfoma 2 (Bcl-2) gibi
noronal hayatta kalma faktorlerinin salgilanmasini uyarip AP kaynakli toksisiteyi
onleyebilecegi gosterilmistir (122). Timor biiyiime faktorii beta 1 (TGF-B1) ise in
vitro ortamda antiapoptotik faktorleri diizenleyerek noronal hiicreleri AP ve glutamat
kaynakl1 norotoksisiteden korur (123). IL-6’nin asir1 ekspresyonu, MSS’deki bir¢cok
patolojiye katkida bulunur; ancak, IL-6’nin ekspresyonunun, en azindan AH’nin erken
evrelerinde inflamatuvar hasarin gelisimine karsi koruma saglayabilecegi oOne
siiriilmiistiir (124). Onemli olan bagisiklik sisteminin uzun siireli uyarilmasimin
dezavantajlarinin, AH’nin erken evrelerindeki avantajlarindan fazla olup olmadigidir
(125). TNF-0, IL-1B ve IL-6 gibi sitokinlerin, kronik olarak yiiksek
konsantrasyonlarda iiretildiklerinde dogrudan sitotoksik olabildikleri ve APP sentezini
artirdiklar1 bulunmustur (126,127). ilerleyen yasla birlikte mikroglialar aktif bir
fenotip kazanir ve IL-1, TNF-a, ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimi artar
bu durum inflamasyonun alevlenmesine ve ndrodejeneratif hastaliklarda hastaligin

ilerlemesinin hizlanmasina yol agar (128).



24

Goldgaber ve ark. (1989) yaptiklar1 galismada AH hastalarinin beyinlerinde IL-
1 ekspresyonunun arttifini rapor etmistir. Ayrica, in vitro ortamda hiicrelere
rekombinant IL-1 verilmesinin APP ekspresyonunu protein kinaz C’nin aracilik ettigi
bir yolak ile artirdigin1 gostermislerdir (127). Daha sonra yapilan bir ¢alisma da asir1
eksprese edilen IL-1B’nin kolinerjik sistemin fonksiyonunu kisitladigini gostermistir.
Sprague-Dawley si¢anlarin serebral korteks, hipokampus ve beyinciklerinden elde
edilen primer noronal kiiltiirlerde, rekombinant IL-1p ile muamele edilmesi sonucu
serebral korteks ve hipokampusta AChE aktivitesinin arttig1 gézlenmistir (129). IL-
I’in NFY’lerin birikmesini de destekledigi ileri siiriilmektedir. Postmortem doku
analizlerinde AH’li bireylerde parahipokampal kortekste fosfoforile p38-mitojenle
aktive edilen protein kinaz (fosfo-MAPK-p38) ve hiperfosforile Tau’ya eslik eden
aktif mikroglia ve IL-1 ekspresyonu artis1 gozlenmistir (130). Combarros ve ark.
(2002) yaptiklari ¢alismada IL-1a [-889] alel 2 polimorfizminin AH ile iligkili oldugu
bulunmustur. Polimorfizmin inflamsyon kaskadini yukar1 yonlii regiile ederek AH
riskini artirdig1 diistintilmiistiir (131). Griffin ve ark (1994) yaptiklar ¢alismada ise,
yaslar1 23-65 yas aras1 degisen ve kafa travmasini takiben 12 saat ila 10 giin arasinda
Olen yedi hastadan aldiklar1 mezial temporal lob Orneklerini kontrol grubu ile
karsilastirmislardir. Kafa travmasi geciren hastalarin beyinlerinde temporal korteks
boyunca IL-1a pozitif hiicrelerin sayisinin ve APP sentezinin kontrol 6rneklerine gore
3 kat arttifi gozlenmistir. Yarali noronlar APP iiretimini artirmak iizere
indiiklendiginden artmis APP sentezi, islenmesi ve plak olusumuna katkida bulunan
bir AP birikme dongiisii meydana gelebilecegi diisiiniilebilir. Bu bulgular, IL-1a ve -
APP’nin erken donemde asir1 ekspresyonunun, AH’nin son evrelerinde ortaya ¢ikan
noropatolojik degisiklikler i¢in bir 6ncii olay olabilecegini gostermektedir (132).

Alzheimer hastalart hem periferde hem de MSS’de artan IL-6 ekspresyonu
gostermislerdir. Yapilan bir ¢alismada AH’li bireylerde, yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis kontrollere gore dolagimdaki IL-6 diizeylerinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (133). Bir in vitro calismada da hippokampal hiicre kiiltiiriinde asir1
eksprese edilen IL-6’nin siklin bagimli kinaz 5/p53 (cdk5/p53) yolagim etkileyerek
Tau fosforilasyonunu indiikledigini ve boylece AH riskini artirdigr ileri stiriilmiustiir
(134). Licastro ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir arastirma, IL-6 geninde 174C

polimorfizminin IL-6 diizeylerini artirdig1 gozlenmistir. Ayni ¢alismada C alelinin AH
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riskini de artirdig1 bulunmustur. Bu bulgular sonucunda IL-6 diizeylerindeki diizensiz
artis ve AH arasinda korelasyon olabilecegi diigtintilmiistiir (135).

Akut ve kronik inflamasyon, immiin sistem-beyin iletisiminde rol oynayan
proinflamatuvar sitokin TNF-o’nin sistemik iiretimi ile karakterizedir. AH’li
bireylerde yapilan prospektif bir kohort ¢alismasinda, artan TNF-a seviyeleri ve akut
sistemik inflamasyonun uzun vadeli bilissel gerileme ile iliskili olup olamayacagini
belirlemek i¢in 2., 4. ve 6. aylarda alman serum orneklerinde TNF-a seviyeleri
Olciilmiistiir. Sonugta serumda 6Slgiilen TNF-a’daki artisin, bilissel gerileme oraninda
2 kat artigla, baslangicta 6l¢iilen yiiksek seviyeler ise 4 kat artigla iliskilendirilmistir
(136). Janelsins ve ark. (2008) yaptiklar1 AH’nin hayvan modeli ¢alismasinda TNF-
o’nin inflamatuvar kaskatta anahtar bir rol oynadigini ve 3xTg transgenik farelerde
TNF-a {iretiminin uyarilmasinin AP} ve Tau patolojisini arttirdig1 gosterilmistir (137).
Ayrica Sk-n-sh noroblastoma hiicre hattinda TNF-a ve IL-1p, interferon gama (IFN-y)
ile birlestiginde, AP sentezini artirdig1 ve noroprotektif etkiye sahip olan APP-a
sekretaz enzimini azalttig1 gézlenmistir (138). TNF-a’nin bu etkileri diisiintildiigiinde
AH tedavisinde de teraporik bir hedef olarak da diisiiniilebilir. Yapilan bir ¢aligmada,
hafif ve orta siddetli AH’li bireylere TNF reseptor 2 antagonisti olan “etansersept”
prespinal olarak uygulandiginda, hastalarda iyilesme saglandigr bildirilmistir
(137,139). TNF-a’nin noroinflamasyon lizerindeki bu etkileri ile birlikte, TNF-a
sinyalinin uzun siireli ve non-spesifik inhibisyonu, AH transgenik farelerin
beyinlerinde patolojiyi kotiilestirdigi rapor edilmistir. Bu durum TNF-o’nin
noroprotektif rolleri de oldugunu gostermektedir (140). Ayrica, sitokinlerin
kompleman sistemin isleyisini de degistirerek kronik inflamasyonu gelistirebilecegi
gosterilmigtir. Veerhuis ve ark. (1999) primer insan astrosit hiicrelerinde yaptiklar
calismada, hiicrelerin IL-1a, IL-1p, TNF-a ve bunlardan daha az 6lgiide olsa da IL-
6’ya maruz birakilmasi kompleman kaskadin baglatilmasini saglayan Clr, Cls ve C3
proteinlerinin iiretimini belirgin bir sekilde artirmistir (141).

Alzheimer hastaliginda plaklarda biriken TGF-B1 tespit edilmistir. Yapilan bir
calismada AH’li hastalarda BOS’ta ve serumda, kontrol grubuna gore daha yiiksek
oranda TGF-B1 seviyeleri oldugu bulunmustur ve TGF-B1’in ekstraseliiler matriks
ve/veya biiyime faktorleriyle etkilesimler yoluyla plak olusumunda rol

oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (142). Ancak, TGF-f’nin AH gelisiminde koruyucu
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etkileri oldugu ve TGF-B sinyalinin diizensiz bir sekilde azalmasinin da
patofizyolojide rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Tesseur ve ark. (2006) yaptiklari
calismada TGF-p tip II reseptoriiniin (TPRII) esas olarak noronlar tarafindan eksprese
edildigi, insan AH beyninde TBRII ekspresyonunun azaldigi ve azalmanin hastaligin
patolojik 6zellikleriyle korele oldugu rapor edilmistir (143).

Onceleri MSS’nin KBB nedeniyle bagisiklik ayricalikli bir sistem oldugu
diistiniilmiistiir. Bununla birlikte, kompleman sistem bilesenlerinin MSS iginde
astrositler, mikroglia ve ndronlar tarafindan tretilebilecegi artik bilinmektedir (144).
Kompleman faktorler beyne KBB yoluyla da girebilir. Artan kanitlar KBB
disfonksiyonunun AH’de erken bir olay oldugunu gostermektedir (145). Ayrica,
beyindeki astrositler gibi glial hiicrelerin de kompleman sistem bilesenlerini iirettikleri
gosterilmistir (146). Clq, C3 ve C4 beyinde yiiksek diizeyde eksprese edilir ve AH’de
birka¢ kat yiiksek diizeyde eksprese edildikleri gosterilmistir. Fare modellerinde de
artan Clq seviyelerinin atan Tau seviyelerine karsilik geldigi gosterilmistir. (16).

Kompleman sistem, baslangi¢ hedeflerine ve aktivasyon seviyesine bagli
olarak norotoksik oldugu kadar ndroprotektif de olabilir (144). Kompleman sistem
bilesenlerinin normal fizyolojik kosullarda noroprotektif fonksiyon gosterdigine dair
kanitlar vardir. MSS’de ndrogenez, sinaptik budama ve sinaptik plastisite lizerinde
rolleri oldugu gosterilmistir. Wallis ve ark. (2007) hayvan modellerinde serebellar
gelisim zamaninda kompleman reseptorlerinin aktivasyonunun artigi bulunmustur
(147). Diger bir calismada ise, farelerde C3aR sinyalinin bozulmasi nérogenezin
bozulmasina neden olmustur (148). Clq proteini baskilanmis fareler ise, epilepsi ile
sonuclanan, artmis sinaptik baglantilar sergilemistir. Ayrica, bu farelerde zayif
dendritler ve dendritik uclar oldugu goriilmiistiir. Bu durum C1q proteininin sinaptik
budama ve sinaptik plastisite siire¢lerinde 6nemli bir rol oynadigini diislindiirmiistiir
(141,144).

Kompleman sistemin noéroprotekif roliine karsin sistemde dengesizlikler
noroinflamasyonla sonuglanabilmektedir ve bu noéroinflamasyon durumunun
norolojik, norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklarin patogenezinde rol alabilecegi
distintilebilir  (149). Kompleman sistemin asir1  aktivasyonu ve kompleman
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu mikroglialarin asir1 aktivasyonuna sebep olarak hem

MSS’de mikroglia aracili fagositozu artirabilir (150-152), hem de proinflamatuvar
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sitokinlerin salinimini arttirarak néronal 6liime yol agabilir (153). Bununla birlikte
kompleman sistemin MSS gelisiminde oynadigi roller ile tutarli olarak agiri
kompleman aktivasyonuna bagli olarak sinaptik budamanin artig1 ve/veya lokalize
dendritik yogunluk kaybir meydana geldigi gosterilmistir. Bu durumun davranigsal
performansta eksikliklerle iligkili oldugu disiiniilmiistiir. Vasek ve ark. (2016)
yaptiklar1 ¢calismada Bati Nil Viriisii ile enfekte olmus farelerde kompleman sistem
bilesenlerinin ekspresyonunun artigini bulmus ve bunun asir1 sinaps eliminasyonu ile
iligkili oldugunu gdstermistir (154).

Alzheimer hastalarinin beynindeki amiloid plaklarla iliskili tamamlayici
proteinler ilk olarak 1982’de bulunmustur (155). Daha sonra, kompleman kaskadinin
in vitro olarak yapilan deneylerde fibriler AB agregatlart ve NFY’ler
(hiperfosforillenmis Tau) tarafindan dogrudan aktive edilebilecegi gosterilmistir (156-
159). AP plaklar1 ve Tau proteininden olusan NFY’ler direkt olarak klasik yolun
uyarilmasi ile kompleman kaskadini aktive edebilirler (160-164). Alzheimer B-amiloid
peptitleri, kompleman klasik yolunun erken bilesenlerini C1q'den bagimsiz bir sekilde
aktive edebilir. insan plazmasi APi.42 ile inkiibe edildiginde, Cls ve C4 doza bagh
artmistir (165). AP, ayrica NF-kB aktivasyonuna neden olur. NF-kB aktivasyonu C3
salinimini artirir ve bu da mikroglia aktivasyonu ile sitokin salinimini artirir (166,167).
APB'nin astrositlerde NF-kB yolunu aktive ettigi, bunun sonucunda C3 saliniminin
artmasina neden oldugu; bunun da ndronlar ve mikroglia lizerindeki C3a reseptorleri
tizerinde etki ederek ndronal fonksiyon bozukluguna ve mikroglial aktivasyona neden
oldugu gosterilmistir (168).

Diger dokulardaki makrofajlarin beyindeki karsiligi olarak kabul edilen
mikroglialar, C3a ve C5a proteinleri i¢in ylizey reseptorleri eksprese eder. Bu nedenle
AP peptitleri tarafindan kompleman sistemin aktivasyonu sonucu iiretilen C5a, glial
hiicreleri amiloid plaklarin toplanma bolgelerine ve bodylece bu bdlgelerde bir
inflamatuvar ¢ekirdek olusturabilir (169). Yapilan bir in vitro calismada mikroglia igin
bir model olarak monosit hiicre dizisi kullanan O’Barr ve Cooper (2000), ortamda C5a
varliginda A peptitlerinin belirgin sekilde IL-1p ve IL-6 indiiksiyonunu tetikledigini
gostermistir. Ayni calismada, AB’nin tek basina proinflamatuvar sitokinlerin sentezini
diisiik diizeyde indiiklendigi, C5a’nin ise tek basina proinflamatuvar sitokin salinimini

indiiklemedigi gozlenmistir. Bu nedenle kompleman sistemin aktivasyon {iriinii olan
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C5a proteininin mikroglialar1 plak alanina ¢ekmek igin kemotaktik bir uyari
saglamanin yani sira, AP ile sinerji olusturarak inflamatuvar yaniti daha da
artirabileceg§i ve ndroinflamasyonu siddetlendirebilecegi distintilmistiir (170).
Litvinchuk ve ark. (2018), AH farelerde C3a reseptor inaktivasyonunun Tau
patolojisini azalttig1 gosterilmistir (171). Elde edilen kanitlar, kompleman sistem
kaynakli inflamasyonun aktivasyon kaynakli boliinme {riinii CSa tarafindan
tetiklendigini gostermektedir. C5a, hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin artmasina, hiicre
i¢i sinyallesme basamaklarinin aktivasyonuna, histamin ve sitokinlerin iiretimine yol
acar(172). Bir AD fare modelinde, C5aR1'in genetik ablasyonu, amiloid yiikiindeki
degisikliklerden bagimsiz olarak uzamsal spesifik bellek eksikliklerini Onlemistir

(173).
2.4. Epigenetik

Epigenetik, DNA niikleotit dizisini etkilemeden genlerin ekspresyonunu ve
fonksiyonlarin1  diizenleyen kalitsal modifikasyonlarla ilgilenir. Epigenetik
modifikasyon yoluyla, viicudun ihtiya¢ duydugu cesitli hiicresel fenotipler ve islevler,
tim hiicreler i¢in tek bir genetik kod kullanilarak elde edilebilir (174). Hiicreler
arasindaki farkliliklar DNA’nin  yapist  ve niikleotitlerin  dizilislerindeki
farkliliklarindan degil gen ekspresyonundaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bir
genin eksprese edilip edilmemesi kromozomal DNA-protein kompleksinin
konformasyonel durumuyla belirlenen kromatin yapisina gore transkripsiyon
faktorlerinin gene baglanmasina baglidir (175).

Kimyasal maddelere maruziyet gibi ¢cevresel etkenler fenotipi sadece promotor
bolge mutasyonu ile degil, epigenomu modifiye ederek de etkileyebilir. Epigenetik gen
ekspresyonuna olan etkisini transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagmasini
engelleyerek veya artirarak gosterir. Epigenetik siirecin hatali ¢alismasi genomik
kararsizliga yol agabilir. Ayrica epigenetik modifikasyonlarla iletilen bilgi DNA
onarimi, replikasyon ve transkripsiyon gibi DNA bazli siireclerin diizenlenmesinde
kritik role sahiptir. Bu nedenle, ekspresyon bdlgelerinde meydana gelen anormal
degisiklikler ¢esitli hastaliklara sebep olabilir. Son arastirmalar, epigenetik faktorlerin
kanser ve AH dahil olmak iizere kronik hastaliklar iizerinde siklikla bir etkisi oldugunu

gostermektedir (176,177).
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2.4.1. Epigenetik Mekanizmalar

Gen ekspresyonu kromatin yapisi tarafindan sikica kontrol edilmektedir ve bu
kromatin yapisi ¢esitli kromatin modifikasyonlariyla dinamik olarak diizenlenir.
Baglica epigenetik mekanizmalar DNA ve histon modifikasyonlaridir (178). Bu
mekanizmalar bagimsiz olarak hareket edebilecegi gibi gen ekspresyonunu
degistirmek icin birlikte de calisabilir. Meydana gelen modifikasyonlar
niikleozomlarin i¢indeki veya niikleozomlar arasindaki kovalan olmayan etkilesimleri

degistirerek kromatin yapisini degistirebilir (179).
DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu en ¢ok calisilan epigenetik modifikasyondur. DNA’nin
metile olmast DNA dizisini degistirmez; ancak, DNA'nin aktivitesini, gen
ekspresyonunu ve genlerin iglevini degistirir. Genomik DNA metilasyonu memelilerde
erken embriyonik gelisme sirasinda programlanmaya baslanir. Okaryot hiicrelerde de
novo metilasyonu ve siirdiirme metilasyonu olmak tizere iki tip metilasyon goriiliir
(180).

DNA metilasyonu memelilerde DNA dizisinin sitozin-fosfat-guanin (CpG)
adaciklarinda meydana gelir. CpG diniikleotit dizisinde sitozin halkasinin 5 numarali
karbon atomuna metil grubunun kovalan olarak baglanmasi ile olusur. Ortaya ¢ikan 5-
metil sitozin (5-mc) bir¢ok hiicresel fonksiyonda onemli rol oynar. Memeli
genomunda CpG dizilerinin bulundugu boélgeler rastgele degildir. CpG adaciklarinin
%50’den fazlasi genlerin promotor bolgelerinde bulunur ve buraya baglanacak
molekiiller i¢in tanima bolgeleri olusturur (181).

DNA metilasyonu DNA metiltransferaz (DNMT) enzim grubu tarafindan
katalizlenir. Bugiine kadar tanimlanmis bes simmif DNMT (DNMT1, DNMT?2,
DNMT3a, DNMT 3b ve DNMT3L) vardir (182). Bunlardan DNMT1 somatik
hiicrelerde yogun olarak bulunur ve mevcut metilasyon kalibinin siirdiirtilmesinde rol
alir. DNMTT ekspresyonu, embriyonik sinir sisteminde oldukga yiiksektir ve bu durum
noral progenitor hiicrelerin boliinmesinde DNA metilasyonunun roli ile tutarlidir
(183). DNMT’ler S-adenozil-L-metiyonin (SAM)’den aldiklari metil grubunu hedef

sitozin molekiiliiniin besinci karbon atomuna aktarirlar (184).
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DNA metilasyonu transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini inhibe
ederek direkt olarak gen ekspresyonunun durdurulmasina yol agabilir veya metil
baglayict proteinlerin baglanmasi yoluyla kromatin yapisim1 degistirerek
transkripsiyonu durdurabilir. Gen ekspresyonunu baskilamasi nedeniyle DNA
metilasyonu, X kromozomu inaktivasyonu veya tekrarlayan ve parazitik DNA
dizilerinin susturulmasi gibi dnemli iglevlere sahiptir. Metilasyon tekrar dizilerinin ve
transpozonlarin bulundugu CpG adaciklarinda siklikla goriiliir ve bu sayede genomun

kararlilig1 saglanir (185)
Histon Modifikasyonlart

DNA, kromatin adi verilen DNA-protein kompleksi i¢inde paketlenmistir
(186). Histon proteinleri, DNA’nin kromatin halinde paketlenmesinde etkili ve bu
nedenle DNA ile yakin iliskide olan, bazik yapida proteinlerdir. Histon
modifikasyonlart kromatin yapisin1 sikistirarak veya gevseterek transkripsiyonu

etkiler (Sekil 2.4) (187).

Transkripsiyonel a¢idan aktif
okromatin yapisi

n
U

Transkripsiyonun
baskilandig:
heterokromatin yapisi

Sekil 2.4. Histon proteinlerinin kromatin yapisi ile olan iliskisi (187)
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Oktamer histon yapisinda, dort ¢ift histon proteini (H2A, H2B, H3 ve H4)
yaninda histonlar ile DNA arasindaki baglantiy1 saglayan baglayict H1 histon proteini
bulunur. Her bir histon ¢ifti kromatin yapisi igerisinde yuvarlak bir saha olusturur ve
20-30 aminoasitten olusan, amino ve karbonil bolgelerine sahip histon kuyrugu adi
verilen yapilar tagir. Histon kuyruklart arti yiiklii aminoasitler agisindan zengin
bolgelerdir (188).

Histonlarin amino terminal uglarinda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
sumolasyon, ubikitinasyon, ADP-ribozilasyon gibi bir dizi kovalan modifikasyon
meydana gelir. Bu modifikasyonlar kromatin yapisin1 diizenleyerek transkripsiyon
faktorlerinin  bolgeye ulagsmasimi etkilerler. Modifilkasyonlarin histonlardaki
elektrostatik yilikii degistirerek kromatin yapisini gevsettigi veya sikistirdig
diisiiniilmektedir (189).

Histon Metilasyonu

Histon metilasyonu, transkripsiyonun diizenlenmesinden heterokromatin
olusumuna kadar bir¢ok siiregte rol alir. Asetilasyon ve fosforilasyon olaylarmin
aksine elektriksel yiikii etkilemez. Histon metilasyonu asetilasyonun aksine kararl bir
yapi sergiler. Kromatin yapisindaki degisimler hangi aminoasidin metillendigine gore
degisim gosterir ve metilasyon olay1 siklikla H3’te g6zlenir. Histon metilasyonu histon
metil transferaz (HMT) enzimleri tarafindan katalizlenir. Insan genomuna etki eden
altmistan fazla HMT gozlenmistir. Histon 3-lizin 4 trimetilasyonu (H3K4me3) 6karyot
hiicrelerde promotor bdlgeleri belirlemesi agisindan 6nemlidir (190).

Histon metilasyonu, embriyonik gelisim, X kromozomu inaktivasyonu ve
hiicre farklilasmasinin diizenlenmesi gibi ¢ok sayida biyolojik siirecte rol oynar. Bu
kaliplardaki dengesizlikler veya kusurlar, gelisimsel anormalliklere veya kanser dahil

bir¢ok hastaliga yol acabilir (191).
Histon Asetilasyonu

Kromatin yapis1 ve gen transkripsiyonu histon molekiillerinin asetilasyonu-
deasetilasyonu tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Histon asetilasyonu geri
dontigiimlii bir siirectir ve genin bir bolgesindeki histonlarin asetile olmast o bolgenin

transkripsiyonel agidan aktif olmasini saglar (Sekil 2.5) (192).
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Histon asetilasyonunun bu dinamik yapisi ve gen transkripsiyonunda oynadig1
onemli rol, histon asetilasyonunu modifiye eden ilaglarin klinik agidan Snemli
olmasini saglamistir (193). Asetilasyon, histon asetil transferazlar (HAT ’lar) ve histon
deasetilazlar (HDAC’lar) tarafindan kontrol edilir. HAT asetil koenzim A’dan asetil
grubunun histonlarin kuyrugundaki lizin amino asidinin amino grubuna transferini
katalizler. Negatif yiiklii asetil grubunun histon proteinine baglanmastyla pozitif ytiklii
lizin amino asidi elektriksel yiikiinii kismen kaybetmekte ve kromatin yapisinda
gevseme meydana gelmektedir. HDAC’lar ise, asetil grubunun geri aliniminm
destekleyerek pozitif yiikiin geri gelmesini saglar. Transkripsiyonu etkilemenin

yaninda diger post-translasyonel modifikasyonlar1 da diizenleyici etkileri vardir (194).

(/ 3.

Histon Deasetilazlar Histon Asetil
(HDAC) Transferazlar (HAT)

@Mz@f

Sekil 2.5. Asetilsyon-deasetilasyona bagli degisen kromatin yapisi (194)

Histon Fosforilasyonu

Fosforilasyon, protein etkilesimlerini, enzimatik aktiviteleri ve kromatin
yapisini etkileyebilir ve elektriksel yiikii degistirmek suretiyle kromatin yapisini
degistirebilir. Fosforilasyon olay1 protein kinazlar ve protein fosfatazlar tarafindan
katalizlenir. Genellikle serin, treonin ve tirozin aminoasitleri lizerinden yiiriir.

Baglayici histon proteini olan H1, en sik fosforilasyona ugrayan histon proteinidir.
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Fosforilasyonun, histon proteinlerinin ¢ekirdek ve DNA ile etkilesimini etkileyerek

kromatin yapisinin degisiminde rol oynadigi diistiniilmektedir (195,196).
2.4.2. Epigenetik Mekanizmalarin Alzheimer Hastahginda Etkileri

Bir bireyin hastaliklara yatkinligi, kismen genetik yapt ve DNA dizisi ile
aciklanabilir. Ancak DNA dizileri monozigotik ikizler i¢in aynidir ve bu nedenle
fenotiplerindeki uyumsuzluk ve ¢esitli hastaliklara kars1 farkli duyarlilik genetik yap1
ile agiklanamaz. Bu tiir farkhiliklar epigenetik degisikliklerle agiklanabilir (197).
Epigenetik mekanizmalarin AH nin etiyolojisine bir katkist oldugu 6ne stirtilmustiir
(20,21). Epigenetik faktorler, hafiza ve sinaptik plastisite ile iligkili genlerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Buna gore, epigenetik mekanizmalarin
diizensizliginin [DNA metilasyonu, mikro RNA (mRNA) seviyeleri, histon
modifikasyonlar1], AH’nda sinaptik plastisite ve hafiza kaybiyla iligkili genlerin
anormal ekspresyonunun altinda yatabilecegine dair artan kanitlar vardir (198-201).
Ayrica, epigenetik mekanizmalarin beyinde norogenez sirasinda 6nemli bir rol

oynadig1 goriilmiistiir (202).
DNA Metilasyonunun Alzheimer Hastahiginda Etkileri

Alzheimer hastaliginda farklilagsmig DNA metilasyonuna dair ilk kanit 1995°te
West ve ark. tarafindan saglanmistir. Hasta bireylerde temporal lobdaki APP promotor
bolgesinin metilasyon seviyelerinin, saglikli bir bireye kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldigi
gozlenmistir (23). Memelilerde, spesifik genlerin promotdrleri iizerindeki CpG
adaciklar1 dahil olmak iizere birkag spesifik DNA bolgesinin hipermetilasyonu
disinda, yaslanma ile global DNA hipometilasyonu arasinda bir iligki vardir (203,204).
Insan korteksindeki APP promotdriiniin belirli konumlarindaki metilasyonun yasla
birlikte azaldigr gozlenmistir (205). Hafiza ve o6grenme yetenekleri de DNA
metilasyonunda genel bir azalma ile birlikte azalir (206). PSEN-1 gibi genlerin
promotor bolgelerinin  hipometilasyonunun, Af iretiminde artisa yol actig1
bulunmustur (207).

Mastroeni ve ark. (2009) insanlarda, AH bakimindan uyumsuz monozigotik
ikizlerle ¢aligmistir. Bu ikizler, AH’ nda ciddi sekilde etkilenen bir bolge olan anterior

temporal kortekste farkli DNA metilasyon seviyeleri sergilemistir. AH’ye sahip ikizde
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DNA metilasyonunun spesifik olarak azaldigi goriilmistiir. Bu durumun AH ile folat
eksikligi arasindaki baglantiy1 destekleyebilecegi diistintilmiistiir. Zira, folatin normal
islevlerinden biri DNA metilasyon reaksiyonlari i¢in metil grubu dondrii olmaktir
(208). DNA metilasyonunda metil donorii olarak islev géren SAM seviyelerinin
Alzheimer hastalarin serebrospinal sivilarinda ve beyinlerinde Onemli OSlglide
azaldig1 bulunmustur (209). Mastroeni ve ark. (2010) ikiz caligmalarinin devami
olarak AH olan ve olmayan bir 6rnek popiilasyonun entorinal korteksindeki DNA
metilasyonunu incelemek i¢in immiinohistokimya yontemini kullanmistir. Onceki
calismalarindan elde edilen bulgularla uyumlu olarak, arastirmacilar hasta bireylerde
global DNA metilasyonunda 6nemli bir azalma oldugunu bulmuslardir. Daha da
onemlisi, bu calismada 5-mC i¢in immiinoreaktivitenin, beyincik gibi nispeten
AH’ndan korunan boélgelerde 6nemli olgiide farklt olmadigi goriilmiistiir. Bu da
AH’nda DNA metilasyon degisikliklerinin bolgeye 6zgli oldugunu diisiindiirmiistiir
(210). Hastalikta gozlenen DNA metilasyon degisikliklerin sadece beynin spesifik
bolgelerine 6zgii olmayip genomun da belirli bolgelerinde yogunlastigi diisiintilebilir.
Kolinerjik IMR-32 insan ndroblastoma hiicreleri ile yapilan bir ¢caligmada, ABi-40 ile
muamele edilmis hiicrelerin genomundaki global DNA metilasyon durumu
degismemistir. Ancak ndrogenez, noronal farklilagma ve apoptozu yonlendiren gen
bolgelerinde degisim goriilmiistiir (211). AH'de, Huntington hastaliginda ve bir
dereceye kadar Parkinson hastaligi dondrlerinde, entorinal kortekste Ankyrin 1
(ANK1) geninde DNA metilasyon degisikliklerinin go6zlendigi; ancak AH
patolojisinin yoklugunda, sadece vaskiiler demansi veya Lewy cisimcikli demansi olan
kisilerde bu degisimin gézlenmedigi vurgulanmistir (212).

Alzheimer hastaliginda genellikle hipokampal ve serebral korteks hiicrelerinin
DNA metilasyonunda azalmalar gozlenmistir. Ornegin, AH na sahip bireylerden
postmortem olarak alinan beyin 6rneklerindeki kortikal néronlarda, 5-mC seviyeleri
saglikli kontrollerinkinden daha diisiiktiik oldugu bulunmustur. Benzer sekilde,
hastalarin hipokampiisiinde, serebral kortekste ve serebellumda diisiik 5-mC seviyeleri
bildirilmistir (213,214). APP geni, promotdr bdlgesinin metilasyonu ile susturulur;
bununla birlikte, yaslanma sirasinda bu gen demetile edilerek ekspresyonunu ve sonug
olarak beyinde AP birikimini destekler (215). Mano ve ark. (2017) normal beyin

ornekleri postmortem AH beyin 6rnekleri ile karsilastirmis ve DNA onarim proteinini
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kodlayan meme kanseri tip 1 duyarlilik proteini (BRCA1) geninin promotoriiniin AH
beyninde hipometile durumda oldugunu bildirmistir (216).

DNA metiltransferazlar (DNMT’ler) bellek islevleri icin ¢ok 6nemli olarak
kabul edilir DNMT1 ve DNMT3a'nin protein seviyelerinin yaslt maymunlarin
korteksinde genglere kiyasla azaldig1 goriilmiistiir (217). Ayrica, 6n beyin néronlarinda
DNMT1 ve DNMT3a genlerinin ekspresyonu olmayan fareler, Morris su labirenti testi
gibi  hipokampiis 1ile 1ilgili bellek gorevinde, genlerden yalnizca birinin
ekspresyonundan yoksun olan veya normal yavrulara gore daha kotii performans
gostermigstir (218). DNMT enzim aktivitelerinin degistirilmesinin hastaligin genel
seyrini de degistirebilecegi diisiiniilebilir. Oliveira ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢calismada
DNMT3a’nin ekspresyonun arttirilmasinin genel metilasyonu artirdigin1 ve hafizayi

gelistirdigi goriilmiistiir (219).
Histon Modifikasyonlarimin Alzheimer Hastahiginda Etkileri

Histon modifikasyonlari, MSS'nin gelisimi, travma sonrasi stres bozukluklari,
hafiza olusumu ve bagimlilik gibi genis norobiyolojik siireglerde yer almistir. Noronal
farklilasma, kolin asetiltransferaz aktivitesinin diizenlenmesi, beyin kaynakl
ndrotrofik faktér (BDNF) transkripsiyonu, mikroglial apoptoz gibi spesifik fizyolojik
stireglerde yer alir (220-222).

Histon hipoasetilasyonun zararli etkilerini tersine c¢evirebilecek olan HDAC
inhibitorleri, AH tedavisi i¢in en ¢ok calisilan bilesiklerdendir ve bazi umut verici
sonuclar da gostermistir. Kapsamli bir sekilde incelenen HDAC inhibitorleri arasinda
sodyum 4-fenilbiitirat, vorinostat ve valproik asit bulunur (223). Sodyum 4-
fenilbiitirat, AH nin transgenik bir fare modelinde AP seviyesini diisiirerek, biriken
AP'y1 temizleyerek ve Tau hiperfosforilasyonunu azaltarak hafiza ve 6grenme islevini
gelistirmistir. Bu ilaclarin Tau hiperfosforilasyonunu ve A plak birikimini etkiledigi
bilinmektedir. Valproik asit, hem hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hem de AH'nin
transgenik hayvan modelinde AP plak birikimini azaltma potansiyeli gdstermistir
(225). Transgenik fareler, valproik asit -tedavisinden sonra azalmis bir AP yiiki
sergilemistir (226). Vorinostat iizerinde yiritilen birkag c¢alisma, H4KI12
asetilasyonunu artirma ve 6grenme ve hafiza olusumu sirasinda indiiklenen genleri

restore etme potansiyelini gostermistir (227) Ayrica birka¢g AH fare modeline, sodyum
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biitirat, trikostatin A ve valproik asit gibi HDAC inhibitorleri uygulanmis ve bazilar
diisik AP seviyelerinden azalma ve sonugta Ogrenme ve hafizada iyilesmeler
gozlenmistir (228). AH transgenik farelerden alinan mikrogliada azaltilan HDAC1/2
ekspresyonu, amiloid yiikiinii azaltarak bilissel islevi iyilestirmistir (229).

Yapilan bazi ¢alismalar, histon asetilasyon artiglarinin da ndrotoksisite ile
baglantili olabilecegini gostermistir. Histon homeostazinin diizensizliginin, insan
beyni hipokampusu ve kan 6rneklerinde AH patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir
(230,231). AH’de histon modifikasyonlar: ile ilgili baz1 ¢aligmalar da bildirilmistir.
Ornegin, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde H3K18ac ve H3K23ac'de bir azalma
tespit edilmistir. Potansiyel olarak ilgili diger modifikasyonlar, yaslanma ve AH ile

iliskili olan H3K27me3 ve H3K4me3 modifikasyonlaridir (232,233).
2.5. SH-SYSY Hiicre Hatti

Bir kez terminal olarak olgun noronlara farklilasan hiicreler artik
cogaltilamadigindan, embriyonik MSS dokusundan tiliretilmis primer memeli
noronlarinin  kullanimi simirlidir.  Doniistiiriilmiis noron-benzeri hiicre hatlari, bu
siirlamanin listesinden gelmek i¢in in vitro olarak kullanilabilir. SH-SYSY hiicreleri,
4 yasinda kiz ¢ocuktan alinan, kemik iligi dokusundan elde edilmis epitelyal
morfolojide ndroblastoma hiicreleridir. Hem adheren, hem de siispanse hiicreleri igerir.
Orijinal olarak bir metastatik kemik tiimorii biyopsisinden tiiretilmis, SH-SYSY
(ATCC® CRL-2266 ™) hiicreleri, ana SK-N-SH (ATCC® HTB-11 ™) soyunun bir
alt hiicre hattidir. SK-N-SH, 6nce SH-SY'ye, daha sonra SH-SY5'e ve son olarak SH-
SYS5Y'ye ii¢ kez alt klonlanmistir. SH SYSY hiicre hatti, 1970 yilinda June L. Biedler
tarafindan Amerikan Tipi Hiicre Koleksiyonu (ATCC)'ye verilmistir (234).

SH-SYSY hiicre hattinin baglangic karakterizasyonunda, orta diizeyde
dopamin-B-hidroksilaz aktivitesi ve daha diisiik diizeylerde kolin asetil-transferaz,
asetilkolin esteraz ve butirilkolin esteraz aktivitesi belirlenmis; ayrica bazal
noradrenalin salinimi ve bazal tirozin hidroksilaz aktivitesi gdsterdigi bildirilmistir.
Tirozin hidroksilaz, katekolamin sentez yolunun hiz siirlayan enzimidir ve tirozini,
daha sonra dopamin-B-hidroksilaz tarafindan noradrenaline doniistiiriillecek olan

dopamin oOnciisii 1-3,4-dihidroksifenillalanin (L-DOPA)'ya doniistiirtir. SH-SYSY
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hiicre hatti hem dopamin hem de noradrenalin sentezleme mekanizmalarina sahip

oldugundan, katekolaminerjik fenotip gosterebilecegi belirtilmistir (235).
2.5.1. Alzheimer Hastahig1 ve SH-SYSY Hiicre Hatti

Sinirbilim alanindaki pek c¢ok calismada, insan proteinlerini eksprese eden
islevsel olarak olgun noéronlara benzeyen ilgili in vitro modellerin kullanilmasinda
zorluklarla karsilasilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan hiicre modelleri, patolojide yer
alan aksonlari, sinapslar1 ve insan proteinlerini (6rnegin, kemirgenlerden birincil
ndronlar) icermedigi i¢in, Ozellikle AH gibi hastaliklarin arastirilmasinda yetersiz
kalmaktadir. Fonksiyonel ve girisimsel calismalar i¢in canli, yetigkin insan ndronlari
hazir halde bulunmadigindan, alternatif olarak farkli dliimsiizlestirilmis hiicre hatlari
kullanilir. Bununla birlikte, siklikla kullanilan néroblastoma hiicre hatt1 SH-SYS5Y
dahil olmak tizere bu hiicre hatlarinin, néronal morfoloji ve ndrona 6zgii markdrlerin
ekspresyonu gibi ndronlar1 tanimlayan ozelliklerden yana eksikleri oldugu da
bilinmektedir. Boyle durumlarda, ¢aligma profiline daha uygun hale getirilmesi i¢in
hiicre hatlarinin farklilastirilmasi miimkiindiir. SH-SYS5Y hiicrelerinin de yapilacak
uygulamaya bagl olarak birka¢ farkli fenotipe farklilastirilabildigi bilinmektedir.
Yaygin olarak kullanilan farklilastirma ajanlar1 arasinda forbol esterleri, retinoik asit
(RA), BDNF, sinir biiytime faktorii (NGF) ve norogulinler gibi biiylime faktorleri
bulunur (236-238). Kullanilan farklilagtirma ajanlari, néronal farklilasmaya dogru
belirli bir egilime neden olur; ancak, hi¢biri morfoloji ve olgun néron markorleri gibi
noron dzelliklerini tam olarak saglayamaz. Islevsel olarak olgun néronlar olusturmak
icin birka¢ uyaricinin kombinasyonunun kullanilabilecegi de bir yaklasim olarak

diistintilmektedir (239).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT)

Amiloid Beta 1-40 ELISA Kiti

Amiloid Beta 1-42 Peptit

Amiloid Prekiirsor Protein ELISA Kiti

Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

DNA Izolasyon Kiti (Quick-DNA™ Miniprep Kit)
Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Salini (DPBS)

Dulbecco’nun Modified Eagle Besiyeri (DMEM)-
Ham's F12 w/L-Glutamin w/15 mM HEPES

Etanol
Florometrik Hiicre I¢i ROS Kiti
Fotal Sigir Serumu (FBS)

Global DNA Metilasyon Kiti

Herpes Simpleks Viriis Rekombinant Glikoprotein B

Histon Deasetilaz 6 Aktivite Tayin Kiti
Histon Deasetilaz 8 Aktivite Tayin Kiti
Histon H3 Asetilasyon Kiti

Histon H3 Multipleks Modifikasyon Kiti

Histon H4 Asetilasyon Kiti

Sigma-Aldrich

Elabscience
Cayman
Elabscience

Sigma-Aldrich

Duchefa Biochemical

Zymo Research

Biowest

Biowest

Merck
Sigma-Aldrich
Biowest
Cayman
Elabscience
Mybiosource
Mybiosource
Epigentek
Epigentek

Epigentek
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Histon H4 Multipleks Modifikasyon Kiti
Histon Izolasyon Kiti

Insan Kompleman Proteini C1q ELISA Kiti
Insan Kompleman Proteini C3 ELISA Kiti
Insan Kompleman Proteini C6 ELISA Kiti
Insan Kompleman Proteini C9 ELISA Kiti
Interlokin-10 ELISA Kiti

Interl6kin-1a ELISA Kiti

Interlokin-6 ELISA Kiti
Penisilin-Streptomisin

Protein Miktar Tayini kiti (BCA Kkiti)
Retinoik Asit

SH-SYS5Y Hiicre Hatti

Tau Proteini ELISA Kiti

Transforme Edici Biiylime Faktori-B1 (TGF- 1)
ELISA Kiti

Tripsin-EDTA

Timo6r Nekroz Faktorii- o (TNF-a) ELISA Kiti

3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

96 kuyucuklu plak
Biyogiivenlik kabini
Buz makinasi

Buzdolabi
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Epigentek
Epigentek
BT-Lab
BT-Lab
BT-Lab
BT-Lab
BT-Lab
BT-Lab
BT-Lab
Biowest
Sigma — Aldrich
Cayman
ATCC
Elabscience

Elabscience

Sigma — Aldrich

BT-Lab

Greiner Bio-One
Holten, LaminAir Model
Scotsman AF100

Argelik, 2 kapili



Cok kanalli mikropipet (150-1200 pl)
Deiyonize su cihazi

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Etiuv
Hassas Terazi
Hiicre Kiiltlirii Uyumlu Flask (75 cm?2)

Isik mikroskopu

Inkiibator

Kriyo Tiip
Lamel
Mikro Santrifiij

Mikropipet (10 — 100 ul, 100—-1000 pl, 1-5 ml)

Nanodrop

Neubauer Lami1 (Hiicre sayim lami)

Otoklav

pH Metre

Pipet ucu (0,5-10, 10-200 pl, 100— 000 pl’lik)

Santrifiij

Finpipette
Barnstead

Arcelik, Tek kapili
Revco, Legaci

MES, mes08/Thermo
Scientific,

Dedeoglu
Mettler Toledo, XS105
Corning, Isolab

Leica DM 6000, Leica
TP1020

Heraeus Instruments

Funvtion Line
Greiner Bio-One

Isolab
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Heraeus, Hettich, Mikro22

Eppendorf, Finnpipette,

Labsystems

Maestrogen

Spectrophotometer
Marienfeld

Niive NC40M
Isolab

Eppendorf, Top-Line

Heraeus, Hettich, Rotofix

32A
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Spektrofotometre / Spektroflorometre Molecular Devices,
SpektraMax M2

Steril santrfiij tiipleri Greiner Bio-One

Steril perolojik pipetler (5, 10, 25 ml) Greiner Bio-One

Su banyosu Memmert

Ultrasonik banyo Transsonic 460/H

Vorteks LMS, Mixer Uzusio VTX-
3000L

3.3. Kullanilan Hiicre Hatt1

SH-SYSY hiicre hatti, 4 yasindaki bir kiz ¢ocugundan alinan, kemik iligi
dokusundan elde edilmis epitelyal morfolojide noéroblastoma hiicreleridir. Hem
adheren hem de siispande hiicreleri igerir. Orijinal olarak bir metastatik kemik tiimorii
biyopsisinden tiiretilmis, SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266 ™) hiicreleri, ana SK-N-SH
(ATCC® HTB-11 ™) soyunun {igiincii alt klonudur (SK-N-SH>SH-SY>SHSY5>SH-
SY5Y).

3.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

3.4.1. Dozlama ve Modellerin Olusturulmasinda Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlams1

HSV-gB (Stok c¢ozelti: 190,5 pg/ml): Rekombinant HSV-1 ¢B fiiretici
firmadan liyofilize toz halinde alinmigtir (Katolog numarasi: E-PP-1341). Liyofilize
toz PBS igerisinde 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde ¢oziilerek stok c¢ozelti
hazirlanmistir ve bu stok ¢ozelti alikotlanarak -80°C’de saklanmistir. Besiyeri
igerisinde nihai konsantrasyon 190,5 pg/ml olacak sekilde HSV-gB c¢ozeltisi

hazirlanmustir.

Amiloid Beta 1-40 Agregatlar1 (Stok ¢ozelti: 350 puM): APi-40 peptidi
(Katolog numarasi: 20574) 100 ul DMSO igerisinde ¢6ziiliip daha sonra 350 uM stok
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¢ozelti elde etmek icin PBS ile seyreltilmistir. Stok soliisyon 37°C'de 3 giin inkiibe
edilip ve her giin AP agregatlarinin olusumunu kolaylastirmak icin pipetleme yoluyla
karistirilmistir.  Inkiibasyon siiresinin sonunda agregatlari igeren soliisyon

alikotlanarak -80°C'de kullanima hazir sekilde saklanmustir.

Retinoik Asit (Stok c¢ozelti: 5000 uM): 1,5 mg retinoik asit (Katolog
numarast: 11017) 1 ml etanolde ¢oziilerek 5000 uM’lik stok ¢ozelti elde edilmistir. Bu
stok ¢ozelti hiicre besiyerine eklenerek istenilen konsantrasyonda hazirlanmistir. Stok

¢Ozelti her kullanimda taze olarak hazirlanmalidir ve karanlikta muhafaza edilmelidir.

Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (Stok ¢ozelti 5 pg/ml): Vial igerisindeki
5 ng BDNF (Katolog numarasi: B3795) 1 ml PBS igerisinde ¢oziildii 5 pg/ml
konsantrasyondaki stok palikotlanarak -80°C'de kullanima hazir sekilde saklanmustir.

3.4.2. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in kiiltiir ortaminda %10 (h/h) FBS ve %1 (h/h)
penisilin/streptomisin eklenmis; DMEM-Ham's F12 w/L-glutamin w/15 mM HEPES
kullanilmistir. Besiyeri 500 ml’lik DMEM-Ham's F12 w/L-Glutamin w/15 mM
HEPES igeren sise igerisine %10 (h/h) olacak sekilde 55 ml FBS ve %1 olacak sekilde

5,6 ml penisilin/streptomisin eklenerek hazirlanmig ve +4°C’de saklanmustir.
3.4.3. Farkhlastirma Besiyerinin Hazirlanmasi

Alzheimer modelinin olusturulmas: icin %1 (h/h) FBS, %1 (h/h)
penisilin/streptomisin ve 10 uM RA eklenmis DMEM-Ham's F12 w/L-glutamin w/15
mM HEPES kullanilmistir. Hazirlamak i¢in 50 ml’lik falkon tiip igerisinde alinmis; 49
ml DMEM-Ham's F12 w/L-Glutamin w/15 mM HEPES igerisine %1 (h/h) olacak
sekilde 0,5 ml FBS ve 0,5 ml penisilin/streptomisin eklenmistir. En son 5000 uM’lik
RA stok ¢ozeltisinden 100 pl eklenerek hazir hale getirilmistir. RA 1s1kla oksitlenecegi
icin RA’nin hazirlanmasi ve eklenmesini takiben tiim islemler karanlikta yapilmstir.
Modelin dordiincii giliniinde eklenen besiyerinde ise hazirlanan bu farklilagtirma
besiyerine son konsantrasyon 2,5 ng/ml olacak sekilde BDNF eklenmistir. Bu
¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in de 5 pg/ml konsantrasyondaki stok g¢ozeltiden 25 pl

karisima eklenmistir.
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3.4.4. Sitotoksisite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Dimetil Siilfoksit: Oda sicakliginda sivi halde bulunan 1,1 g/ml yogunluga sahip

ucucu bir bilesiktir. Kullanima hazir sekildedir.

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir (MTT) Cozeltisi: 15 mg
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir tartilarak, 3 ml DPBS
igerisinde ¢oziiniir ve 27 ml besiyeri ile 30 ml’ye tamamlanir. Bu sekilde 0,5 mg/ml
konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi hazirlanmis olur. Hazirlanan ¢o6zelti karanlikta

saklanmalidir ve 24 saat boyunca dayaniklidir.
3.4.5. Hiicre i¢i ROS Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler

ROS Tayin Reaktifi: Reaktifi olusturmak i¢in vial igerisine 40 ul DMSO eklenir.
Pipetlenerek iyice karistirilir. Cozelti —20°C’de saklandiginda 1 ay dayaniklidir.
Dimetil Siilfoksit: Kit 0,2 ml DMSO icermektedir. Reaktif tedarik edildigi sekilde
kullanima hazirdir.

Deney Tamponu: Kit 20 ml deney tamponu i¢ermektedir. -20°C’de saklandiginda 1
ay dayanikhidir.

Master Reaksiyon Karisimi: Hazirlanan ROS tayin reaktifinden 20 pl alinir ve

tizerine 10 ml deney tamponu eklenir. Oda sicakliginda 2 saat i¢inde kullanilmalidir.

3.4.6. Amiloid Beta 1-42 Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunan 30 ml yikama ¢dzeltisi
distile su ile 750 ml’ye tamamlanir. Cozelti i¢indeki kristallerin su banyosunda 40
C’de ¢oziinmesi saglanir ve oda sicakligia geldikten sonra kullanilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
Standart Cozelti: Kit icerisinde liyofilize halde bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce
vial 1 dakika boyunca 10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan, vial igerigi 1 ml
standart/numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziliir. Coziinmesi i¢in 10 dakika boyunca
birkac defa alt iist edilerek bekletilir. Bu ¢6zelti 1000 pg/ml konsantrasyonda standart
icerir. Hazirlanan bu ¢6zeltiden hareketle 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 pg/ml’lik

konsantrasyonda standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.
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Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde
bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit i¢cinde 100 kat konsantre halde
bulunan ¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme c¢ozeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 saniye 6000 devir/dakika
santriflyj edilmelidir.

Yaban turpu peroksidaz (HRP) Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit iginde
kullanima hazir halde bulunur.

HRP Konjugat Cahsma Céozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde bulunan
¢ozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Coézeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

3.4.7. Tau Proteini Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunan 30 ml yikama ¢ozeltisi
distile su ile 750 ml’ye tamamlanir. Cozelti i¢indeki kristallerin su banyosunda 40

C°de ¢dziinmesi saglanir ve oda sicakligima geldikten sonra kullanilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde liyofilize halde bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce
vial 1 dakika 10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan vial igerigi 1 ml
Standart/Numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziilir. Coziinmesi i¢in 10 dakika boyunca
birkac defa alt iist edilerek bekletilir. Bu ¢6zelti 1000 pg/ml konsantrasyonda standart
icerir. Hazirlanan bu ¢6zeltiden hareketle 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,81 pg/ml’lik

konsantrasyonda standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit i¢cinde 100 kat konsantre halde
bulunan ¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 saniye 6000 devir/dakika

santrifiij edilmelidir.
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HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

HRP Konjugat Cahsma Cdozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde bulunan

¢ozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.8. Amiloid Oncii Proteini Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunan 30 ml yikama ¢ozeltisi
distile su ile 750 ml’ye tamamlanir. Cozelti igindeki kristallerin su banyosunda

40°C’de ¢oziinmesi saglanir ve oda sicakligina geldikten sonra kullanilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde liyofilize halde bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce
vial 1 daika boyunca 10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan vial icerigi 1 ml
Standart/Numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziiliir. Cozliinmesi i¢in 10 dakika boyunca
birkag defa alt iist edilerek bekletilir. Bu ¢ozelti 1000 pg/ml konsantrasyonda standart
icerir. Hazirlanan bu ¢o6zeltiden hareketle 2500, 1250, 625, 312,5, 156,3, 78,1

pg/ml’lik konsantrasyonda standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde
bulunan ¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 saniye 6000 devir/dakika

santrifiij edilmelidir.
HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

HRP Konjugat Cahsma Caozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde bulunan

¢ozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Coézeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
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3.4.9. Kompleman Protein C1q Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢6zelti elde edilir. Konsantre haldeki

cozeltide kristaller olusmusgsa kristaller tamamen eriyene kadar hafifce karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde ¢ozelti halinde 32 mg/ml konsantrasyonda stok
standart ¢Ozeltisi bulunmaktadir. Stok c¢ozeltiden hareketle 16, 8, 4, 2 ve 1 mg/ml
konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile seyreltilerek

hazirlanir.

Biyotinlenmis insan C1q Antikoru: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.10. Kompleman Protein C3 Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢6zelti elde edilir. Konsantre haldeki

¢oOzeltide kristaller olugsmussa kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde ¢ozelti halinde 32 mg/ml konsantrasyonda stok
standart ¢ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢ozeltiden hareketle 16, 8, 4, 2 ve 1 mg/ml
konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile seyreltilerek

hazirlanir.
Biyotinlenmis insan C3 Antikoru: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
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Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.11. Kompleman Protein C6 Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢6zelti elde edilir. Konsantre haldeki

cozeltide kristaller olusmusgsa kristaller tamamen eriyene kadar hafifce karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit igerisinde ¢ozelti halinde 9600 pg/ml konsantrasyonda stok
standart ¢ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢ozeltiden hareketle 4800, 2400, 1200, 600 ve
300 pg/ml konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile

seyreltilerek hazirlanir.

Biyotinlenmis insan C6 Antikoru: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.12. Kompleman Protein C9 Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢6zelti elde edilir. Konsantre haldeki

¢oOzeltide kristaller olugsmussa kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit igerisinde ¢ozelti halinde 9600 pg/ml konsantrasyonda stok
standart ¢ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢ozeltiden hareketle 4800, 2400, 1200, 600 ve
300 pg/ml konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile

seyreltilerek hazirlanir.

Biyotinlenmis insan C9 Antikoru: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
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Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Substrat Reaktifi A: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit iginde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Coézeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.13. interlokin-1a (IL-10) Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢6zelti elde edilir. Konsantre haldeki

cozeltide kristaller olusmusgsa kristaller tamamen eriyene kadar hafifce karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit igerisinde ¢ozelti halinde 480 pg/ml konsantrasyonda stok
standart ¢Ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢ozeltiden hareketle 240, 120, 60, 30 ve 15
pg/ml konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile

seyreltilerek hazirlanir.

Biyotinlenmis insan IL-1a Antikoru: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.14. Interlokin-6 (IL-6) Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢dzelti elde edilir. Konsantre haldeki

¢oOzeltide kristaller olugsmussa kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde ¢ozelti halinde 640 ng/ml konsantrasyonda stok
standart ¢Ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢ozeltiden hareketle 320, 160, 80, 40 ve 20
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ng/ml konsantrasyonda standart cozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile

seyreltilerek hazirlanir.

Biyotinlenmis insan IL-6 Antikoru: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.15. interlokin-10 (1L-10) Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢ozeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢ozelti elde edilir. Konsantre haldeki

¢oOzeltide kristaller olugsmussa kristaller tamamen eriyene kadar hafif¢e karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde ¢ozelti halinde 1600 pg/ml konsantrasyonda stok
standart ¢Ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢ozeltiden hareketle 800, 400, 200, 100 ve 50
pg/ml konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile

seyreltilerek hazirlanir.

Biyotinlenmis insan IL-10 Antikoru: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Coézeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
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3.4.16. Tiimor Nekroz Faktorii-Alfa (TNF-a) Olciimiinde Kullanilan

Cozeltiler

Yikama Cozeltisi: 20 ml konsantre halde (25X) bulunan yikama ¢dzeltisi 500 ml’ye
distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda ¢ozelti elde edilir. Konsantre haldeki

cozeltide kristaller olusmussa kristaller tamamen eriyene kadar hafifce karistirilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde ¢ozelti halinde 960 ng/ml konsantrasyonda stok
standart ¢ozeltisi bulunmaktadir. Stok ¢6zeltiden hareketle 480, 240, 120, 60 ve 30
ng/ml konsantrasyonda standart ¢ozeltiler standart/numune seyreltici ¢ozelti ile

seyreltilerek hazirlanir.

Biyotinlenmis insan TNF-a Antikoru: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Streptavidin-HRP Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Substrat Reaktifi A: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.
Substrat Reaktifi B: Kit iginde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

3.4.17. Transforme Edici Biiyiime Faktorii-Beta 1 (TGF-p1) Olciimiinde

Kullanilan Cozeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunan 30 ml yikama ¢ozeltisi
distile su ile 750 ml’ye tamamlanir. Cozelti i¢indeki kristallerin su banyosunda 40

C’de ¢oziinmesi saglanir ve oda sicakligia geldikten sonra kullanilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde liyofilize halde bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce
vial 1 dak 10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan vial igerigi 1 ml
Standart/Numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziiliir. Cozliinmesi i¢in 10 dakika boyunca
birkag defa alt iist edilerek bekletilir. Bu ¢6zelti 40 ng/ml konsantrasyonda standart
icerir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden hareketle 20, 10, 5, 2,5, 1,25 ve 0,63 ng/ml’lik

konsantrasyonda standart ¢ozeltiler taze olarak hazirlanir.
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Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde
bulunan c¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme ¢dzeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 saniye 6000 devir/dakika

santrifiij edilmelidir.
HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

HRP Konjugat Cahsma Caozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde bulunan

¢ozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi: Kit iginde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.18. DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

Genomik Lizis Tamponu: Kit i¢erisinde 50 ml ¢6zelti bulunmaktadir. Reaktif tedarik

edildigi sekilde kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

DNA On Yikama Tamponu: Kit icerisinde 15 ml ¢ozelti bulunmaktadir. Reaktif
tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

0-DNA Yikama Tamponu: Kit igerisinde 50 ml ¢ozelti bulunmaktadir. Reaktif
tedarik edildigi sekilde kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

DNA Eliisyon Tamponu: Kit i¢erisinde 10 ml ¢dzelti bulunmaktadir. Reaktif tedarik
edildigi sekilde kullanima hazirdir. Oda sicakliginda saklanabilir.

3.4.19. Global DNA Metilasyonu Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler

ELISA Tamponu: Kit igerisinde bulunan konsantre haldeki (10X) 10 ml ELISA
tamponu ¢ozeltisi 100 ml’ye distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda tampon

¢Ozeltisi hazirlanir.
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Yikama Cozeltisi: 5 ml konsantre halde (400X) bulunan yikama ¢ozeltisi lizerine 1
ml polisorbat 20 eklenir ve 2 L’ye distile su ile tamamlanarak 1X konsantrasyonda

¢oOzelti elde edilir.

Standart Cozeltiler: 1,5 pg/ml konsantrasyondaki stok standart ¢ozeltiyi hazirlamak
igin kit icerisinde bulunan 15 pg/ml konsantrasyondaki 5-metil-2-deoksisitidin
¢ozeltisinden temiz bir tiipe 100 pl alinarak 900 pl distile su ile seyreltilir. Hazirlanan
bu ¢ozelti 4°C'de 6 hafta boyuna dayaniklidir. Hazirlanan bu stok ¢ézeltiden hareketle
150, 75, 37,5, 18,75, 9,38, 4,69, 2,34 ve 1,17 ng/ml konsantrasyonda standart ¢ozeltiler

ELISA tamponu ile seyreltilerek hazirlanir.

AKE Tracer Cozeltisi: Viale 6 ml ELISA tampon c¢ozeltisi eklenerek hazir hale
getirilir.

ELISA Monoklonal Antikor Cozeltisi: Viale 6 ml ELISA tampon ¢ozeltisi eklenerek

hazir hale getirilir.

Ellman Reaktifi: Viale 20 ml distile su eklenerek hazir hale getirilir. Kullanilmadan

hemen Once hazirlanmalidir.
3.4.20. Histon Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

Pre-Lizis Tamponu: Kit igerisinde bulunan 10X konsantrasyondaki pre-lizis
tamponu distile su ile 1:10 oraninda seyreltilerek 1X konsantrasyonda diliie pre-lizis

tamponu hazirlanir.
Lizis Tamponu: Kit igerisinde kullanima hazirdir.

Denge-Dithiothreitol (DTT) Tamponu: Tampon kit igerisinde bulunan DTT

soliisyonu ve denge tamponu 1:500 oraninda karistirilarak hazirlanir.
3.4.21. Histon H3 Asetilasyonu Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi (GF3 Cozeltisi): 10X konsantrasyondaki konsantre yikama
cozeltisi distile su ile 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlanir. Cozeltinin pH’s1 7,2-7,5

arasina ayarlanmalidir.

Histon Tamponu (GF4 Cozeltisi): Kit icerisinde kullanima hazirdir.
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Standart Cozeltiler: Kit igerisinde bulunan 60 ug/ml konsantastondaki asetile histon
H3 stok ¢ozeltisinden hareketle 30, 15, 7,5, 3,75 ve 1,875 pug/ml konsantrasyonlardaki
standart ¢Ozeltiler hazirlanir. Standartlarin seyreltilmesinde histon tamponu (GE4

¢ozeltisi) kullanilir.
Bloke Tamponu (GF5 Cozeltisi): Kit icerisinde kullanima hazirdir.

Antikor Seyreltme Cozeltisi (GF6 Cozeltisi): Kit i¢inde kullanima hazir halde

bulunur.

Yakalama Antikoru (GF7 Cozeltisi): GE6 Cozeltisi ile 1:100 oraninda seyreltilerek

kullanilir.

Deteksiyon Antikoru (GF8 Cozeltisi): GE6 (Cozeltisi ile 1:1000 oraninda

seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi (GF9 Cozeltisi): Kit icerisinde kullanima hazirdir.

Durdurma Cozeltisi (GF10 Cozeltisi): Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.22. Histon H4 Asetilasyonu Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi (GE3 Cozeltisi): 10X konsantrasyondaki konsantre yikama
cozeltisi distile su ile 1:10 oraninda seyreltilerek hazirlanir. Czeltinin pH’s1 7,2-7,5

arasina ayarlanmalidir.
Histon Tamponu (GE4 Cozeltisi): Kit icerisinde kullanima hazirdir.

Standart Cozeltiler: Kit igerisinde bulunan 60 ug/ml konsantastondaki asetile histon
H4 stok ¢ozeltisinden hareketle 30, 15, 7,5, 3,75 ve 1,875 pg/ml konsantrasyonlardaki
standart ¢Ozeltiler hazirlanir. Standartlarin seyreltilmesinde histon tamponu (GE4

¢ozeltisi) kullanilir.
Bloke Tamponu (GES Cozeltisi): Kit i¢erisinde kullanima hazirdir.

Antikor Seyreltme Cozeltisi (GE6 Cozeltisi): Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Yakalama Antikoru (GE7 Cozeltisi): GE6 Cozeltisi ile 1:100 oraninda seyreltilerek

kullanilir.
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Deteksiyon Antikoru (GE8 Cozeltisi): GE6 Cozeltisi ile 1:1000 oraninda

seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi (GE9 Cozeltisi): Kit icerisinde kullanima hazirdir.

Durdurma Cozeltisi (GE10 Cozeltisi): Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.

3.4.23. Histon H3 Coklu Modifikasyonlarimin Ol¢iimiinde Kullanilan

Cozeltiler

Yikama Cozeltisi: 1X konsantrasyonda diliie yikama ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 234 ml
distile su iizerine kit igerisinde bulunan 10X konsantrasyondaki yikama ¢ozeltisinden

26 ml eklenir ve karistirilir. Seyreltilmis yikama ¢ozeltisi +4°C’de 6 ay saklanabilir.

Deteksiyon Antikoru: Kit igerisinde konsantre halde bulunan deteksiyon antikoru

diliie yikama ¢ozzeltisi (1X) 1:1000 oraninda seyreltilerek hazirlanir.

Deney Kontrol Protein Cozeltisi: Kit icerisinde bulunan 100 ng/ul deney kontrol
proteini antikor tamponu kullanilarak 5 ve 25 ng/pl olmak tizere iki farkh

konsaantrasyona seyreltilerek hazirlanir.
Substrat Cozeltisi: Kit icerisinde kullanima hazirdir.

Durdurma Coézeltisi: Kit icerisinde kullanima hazirdir.

3.4.24. Histon H4 Coklu Modifikasyonlarimin Ol¢iimiinde Kullanilan

Cozeltiler

Yikama Cozeltisi: 1X konsantrasyonda diliie yikama ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 234 ml
distile su lizerine kit i¢erisinde bulunan 10X konsantrasyondaki yikama ¢ozeltisinden

26 ml eklenir ve karistirilir. Seyreltilmis yikama ¢ozeltisi +4°C’de 6 ay saklanabilir.

Deteksiyon Antikoru: Kit igerisinde konsantre halde bulunan deteksiyon antikoru

diliie yikama ¢6zzeltisi (1X) 1:1000 oraninda seyreltilerek hazirlanir.

Deney Kontrol Protein Cozeltisi: Kit icerisinde bulunan 100 ng/ul deney kontrol
proteini antikor tamponu kullanilarak 5 ve 25 ng/ul olmak iizere iki farkh

konsaantrasyona seyreltilerek hazirlanir.



55

Substrat Cozeltisi: Kit icerisinde kullanima hazirdir.

Durdurma Cozeltisi: Kit icerisinde kullanima hazirdir.
3.4.25. Histon Deasetilaz 3 Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Cozeltisi: Kit icerisinde konsantre halde bulunmaktadir. Cozelti igerisinde
kristaller olusmussa, 40°C su banyosunda 1sitabilir (1sitma sicakligt 50°C'yi
gecmemelidir) ve kristaller tamamen eriyene kadar yavasca karistirilabilir. 30 ml

konsantre yikama ¢ozeltisi distile su ile 750 ml’ye seyreltilerek kullanilir.
Standart/Numune Seyreltici Cozelti: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

Standart Cozelti: Kit icerisinde liyofilize halde bulunmaktadir. Kullanmadan 6nce
vial 1 dak 10000 devir/dakika santrifiij edilir. Ardindan, vial igerigi 1 ml
Standart/Numune seyreltici ¢ozelti ile ¢oziilir. Coziinmesi i¢in 10 dakika boyunca
birkac defa alt iist edilerek bekletilir. Bu ¢6zelti 20 ng/ml konsantrasyonda standart
icerir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden hareketle 10, 5, 2,5, 1,25, 0,75, 0,375 ng/ml’lik

konsantrasyonda standart ¢cozeltiler taze olarak hazirlanir.

Biyotinlenmis Deteksiyon Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde

bulunur.

Biyotinlenmis Deteksiyon Calisma Cozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde
bulunan ¢ozelti, biyotinlenmis deteksiyon seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Vial igerigi kullanilmadan 6nce 30 saniye 6000 devir/dakika

santrifiij edilmelidir.
HRP Konjugat Seyreltme Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.

HRP Konjugat Cahsma Caozeltisi: Kit icinde 100 kat konsantre halde bulunan

cozelti, HRP konjugat seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.
Substrat Reaktifi: Kit iginde kullanima hazir halde bulunur. Isiktan korunmalidir.

Durdurma Coézeltisi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
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3.4.26. Histon Deasetilaz 8 Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler

Yikama Céozeltisi: Kit icerinde konsantre halde (20X) bulunan yikama ¢ozeltisi 1X

konsantrasyona (1:20 seyreltme) distile su ile seyreltilerek kullanilir.

Standart Cozeltiler: 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,12 ng/ml konsantrasyondaki histon

deasetilaz 8 standart ¢ozeltileri kit icerisinde kullanima hazirdir.
Numune Seyreltici Cozelti: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
HRP-Konjugat Reaktifi: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.
Kromojen Soliisyonu A: Kit i¢cinde kullanima hazir halde bulunur.
Kromojen Soliisyonu B: Kit i¢inde kullanima hazir halde bulunur.

Durdurma Cozeltisi: Kit icinde kullanima hazir halde bulunur.
3.4.27. Protein Miktar Tayini Icin Kullamlan Cézeltiler

Bakar Reaktifi: 10 mg Bakir (II) siilfat (CuSOa4) ve 20 mg sodyum/potasyum (Na/K)
tartarat ayri ayri 1’er ml distile suda ¢6ziiliir. 2 g sodyum karbonat (Na2CO3) 20 ml 0,5
M sodyum hidroksit (NaOH) igerisinde ¢oziiliir. 0,2’ser ml CuSO4 ve Na/K Tartarat,
10 mL Na2COs birlestirilerek bakir reaktifi olusturulur.

Folin Fenol Reaktifi: Folin fenol ¢ozeltisinin distile su ile 1:10 oraninda seyreltilmesi

ile hazirlanir. Folin fenol ¢6zeltisinden 1 mL alinip distile su ile 10 ml’ye tamamlanir.

Standart Cozeltiler: Toz haldeki sigir serum alblimininden 1000 pg/mL
konsantrasyonda ¢ozelti deiyonize su icerisinde hazirlanir. Stok ¢dzeltiden hareketle

500, 250, 125, 62,5 ve 31,25 pg/ml konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanir.
3.5. Deneysel Islemler ve Yontemler
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada insan noroblastoma hiicre hatt1 SH-SYSY kullanilmistir. Hiicreler
%15 (h/h) FBS ve %1 penisilin/streptomisin ile desteklenmis DMEM-Ham's F12 w/L-
glutamin w/15 mM HEPES iceren kiiltlir ortaminda inkiibatérde (37°C ve %5 CO2)
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biiylitiilmiistiir. Hiicrelerin besiyeri uygun araliklarla degistirilmis ve hiicreler istenen

doluluga (%80) ulastiklarinda pasajlanarak ¢ogaltilmistir.
3.5.2. Hiicre Dondurma, Cézme ve Pasaj islemleri
Hiicrelerin Coziilmesi

1. Hiicrelerin igerisinde oldugu vial su banyosunda hafifce yiizdiiriilerek 37°C’ye
getirilir.

2. Steril falkon tiipe yaklasik 10 ml besiyeri eklenir.

3. Vial icine az miktarda besiyeri eklenerek pipetaj islemi ile hiicreler alinir ve
falkon tiipe aktarilir.

4. 1200 devir/dak hizda 5 dak siireyle santrifiij edilir.

5. Flaska 5-6 ml besiyeri konur.

6. Santiflij sonras1 elde edilen hiicre pelleti 1 ml besiyerinde ¢oziiliir ve flaska
aktarilir.

7. Inkiibatérde (37°C, %5 COz2) cogalmaya birakilir.
Hiicrelerin Pasajlanmast

1. Uygun biiyiikliikteki flasklar icinde tutunmus SH-SYSY hiicrelerinin
cogaltildig1 besiyeri ¢ekilerek, 6lii hiicreler ve atiklar uzaklastirilir.

2. Daha sonra flasklara 3 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenir ve flasklar
inkiibatorde yaklasik 5 dakika siireyle bekletilir.

3. Hiicrelerin tutunduklar1 flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklarn 151k
mikroskobu altinda kontrol edilir.

4. Hiicre kaldirma islemi gergeklestikten sonra flasklara eklenen tripsin-EDTA
¢Ozeltisinin yaklasik 2 kat1 kadar besiyeri eklenerek etkisi sonlandirilir.

5. Bu karigim steril falkon tiiplere alinarak 1200 devir/dak hizda 5 dakika siireyle
santrifiij edilir.

6. Hiicrenin pasajlanacagi yeni flasklara taze besiyeri eklenir.

7. Siipernatan uzaklastirilarak falkon tiip igerisinde kalan hiicre pelleti bir miktar
besiyeri ile siispande edilir ve yeni flasklara paylastirilir.

8. Yaklasik %80-90 doluluga ulasilinca hiicreler yeniden pasajlanir.
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Hiicrelerin Dondurulmasi

1. Hiicre pelleti elde edilinceye kadar pasajlama islemindeki basamaklar
tekrarlanir.

2. Pellet dondurma vasati (besiyeri igerisine %10 DMSO eklenerek hazirlanir) ile
coziilerek vial igerisine aktarilir.

3. -80°C’de saklanir.

3.5.3. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromiir (MTT)

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MTT analizi, hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisitenin
degerlendirilmesi, hiicre aktivasyonunun ve biiylime faktorleri, sitokinler ve besinlere
yanit olarak hiicre proliferasyonunun incelenmesi i¢in hiicresel metabolik aktiviteyi
olgen bir yontemdir. Bu kolorimetrik analiz esas olarak metabolik olarak aktif olan
hiicreler tarafindan sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir’iin mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi
prensibine dayanir. Canli hiicreler, MTT'yi formazana indirgeyen NADPH'ye bagh
oksidorediiktaz enzimleri igerirler (229). Olusan mor renkli kristaller DMSO
icerisinde ¢oOziiliir. Cozelti ne kadar koyu renkliyse, canli, metabolik olarak aktif

hiicrelerin say1s1 o kadar fazladir. Renkli ¢ozeltilerin absorbans1 570 nm’de dl¢iliir.
Yontemin Uygulamsi:

1. Hiicre ekimi 96 kuyucuklu plaga 100 ul’de 10000 hiicre olacak sekilde yapilir.

2. Hiicreler plaga tutunmalari ve ¢gogalmalari i¢in 24 saat inkiibasyona birakilir.

3. Hiicrelerin iginde bulundugu besiyeri steril sekilde uzaklastirildiktan sonra,
uygulama maddelerinin ¢esitli konsantrasyonlarini iceren ve kontrol olarak
hicbir madde icermeyen yeni besiyerleri eklenerek 24 saat boyunca
inkiibatorde (37°C, %5 COz2) bekletilir.

4. Inkiibasyon sonunda uygulama ¢ozeltileri steril sekilde uzaklastirilarak her bir
kuyucuga 100 pul MTT ¢ozeltisi eklenir.

5. MTT cozeltisi 151k ile okside olabilecegi icin deneyler karanlik ortamda
gergeklestirilir.
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6. MTT c¢ozeltisi eklenen plaklar 3 saat inkiibe edilir ve siirenin sonunda MTT
cozeltisi kuyucuklardan uzaklastirilir.

7. Her bir kuyucuga reaksiyon sonucu olusan mor renkli formazan kristallerini
¢ozmek amaciyla 150 pl DMSO eklenir ve plak calkalayici tizerinde 5-10 dak
karigtirilir.

8. Kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm’de 6l¢iiliir.
Hiicre Canhihiginin Hesaplanmasi:

Her bir madde i¢in anlamli bir sonu¢ dizisi elde edene kadar gesitli doz
araliklarinda MTT analizi yapilir ve belirlenen doz araliklarinda {i¢ tekrar yapilarak
ortalama absorbans degerleri belirlenir.

Kontrol olarak kullanilan hiicrelere ait absorbans degerleri %100 olarak kabul
edilerek bu hiicrelerin %100 canli oldugu varsayilir ve diger hiicrelerin canlilig
kontrole oranlanarak inhibitor konsantrasyon 50 (ICso) ve inhibitor konsantrasyon 20

(IC20) degerleri hesaplanr.

3.5.4. Alzheimer Modellerinin Olusturulmasi
Tez kapsaminda iki farkli Alzheimer modeli olusturulmustur. Uygulamalarda

eklenen kimyasallar ve eklendikleri giinler Tablo 3.1.'de 6zetlenmistir.

1. Model: ilk farklilastirma protokolii Medeiros ve ark. (2019) yaptiklari
modelden uyarlanmistir ve farklilastirma RA ve BDNF kullanilarak yapilmistir (241).
Hiicreler, 75 cm?lik flasklara normal kiiltiir besiyeri igerisinde ekilmis ve flask
ylizeyine tam olarak tutunmalari i¢in 24 saat boyunca inkiibatérde (37°C, %5 CO2)
bekletilmiglerdir. Hiicre ekiminden sonraki ilk giin, ortamdaki FBS oram1 %l'e
diisiiriilerek ve 10 uM RA eklenerek farklilastirma protokolii baslatilmistir. Hiicre
besiyeri 3 giinde bir degistirilmistir ve 4. giinden itibaren RA'ya ek olarak besiyeri
igerisine 2,5 ng/ml BDNF eklenmistir. Farklilagmanin baglatilmasindan itibaren
sekizinci giinde protokol tamamlanmis ve hiicre pelletleri ve kiiltiir siipernatanlari

toplanmustir.

2. Model: ikinci AH modelinde hastalik sentetik APi1-42 peptidi kullanilarak
simiile edilmistir. AP 1-42 peptidi DMSO igerisinde ¢oziiliip ve ardindan 350 uM stok
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soliisyonu olusturmak i¢in PBS ile seyreltilmistir. Stok soliisyonu 3 giin boyunca

37°C'de inkiibe edilmis ve AP agregatlarinin olusumunu kolaylagtirmak i¢in her giin

pipetleme yoluyla karistirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda agregatlar1 igeren

¢oOzelti alanarak ve kullanima hazir sekilde -80°C'de saklanmistir. Modeli olusturmak

icin hiicrelere 10 uM konsantrasyonda Ai-42 agregatlari uygulanmis ve 2 giin inkiibe

edilmistir (242).

Tablo 3.1. Calisma gruplarina yapilan uygulamalar

Gruplar 1.Giin 4.Giin 6.Giin
Kontrol Taze DMEM F12 besiyeri | Taze DMEM F12 besiyeri -
(10%FBS) (10% FBS)
HSV Taze DMEM F12 besiyeri | Taze DMEM F12 besiyeri -
(10% FBS) (10% FBS)
+ HSV gB (190,5 pg/ml) + HSV gB (190,5 pg/ml)
AD Taze DMEM F12 besiyeri | Taze DMEM F12 besiyeri -
(%1 FBS) (1%FBS) +
+ 10 uM RA 10 uM RA + 2.5 ng/ml
BDNF
ADH Taze DMEM F12 besiyeri | Taze DMEM F12 besiyeri -
(1%FBS) (1%FBS) +
+10 uM RA + HSV ¢gB 10 uM RA
(190,5 pg/ml) + HSV gB (190,5 pg/ml)
+2.5 ng/ml BDNF
AP Taze DMEM F12 besiyeri | Taze DMEM F12 besiyeri 10 uM AP 1-42
(10% FBS) (10%FBYS) agregatlari
ABH Taze DMEM F12 besiyeri | Taze DMEM F12 besiyeri 10 uM AR 1-42
(10% FBS) (10% FBS) agregatlari

+ HSV gB (190,5 pg/ml)

+ HSV gB (190,5 pg/ml)
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3.5.5. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Calisma gruplarina eklenen maddeler ve uygulama giinleri Tablo 3.1°de

Ozetlenmistir. Calisma gruplari:

e Kontrol grubu

e Herpes simpleks viriisii-1 glikoprotein B uygulanan grup (HSV grubu): 190,5
ng/ml konsantrasyonda HSV-gB uygulanmustir.

e RA+ BDNF uygulanan grup (AD grubu; Alzheimer 1. model): RA: 10 uM;
BDNF: 2,5 ng/ml konsantrasyonlarda uygulanmustir.

e RA + BDNF + HSV-gB (ADH grubu): RA: 10 uM; BDNF: 2,5 ng/ml; HSV-
gB: 190,5 ng/ml konsantrasyonlarda uygulanmistir.

e Alzheimer 2. model (Ap grubu): 10 uM AP 1-42 peptidi uygulanmustir.

e Ap + HSV-gB (ABH grubu): AP 1-42: 10 uM; HSV-gB: 190,5 ng/ml

konsantrasyonlarda uygulanmstir.

Herpes simpleks viriisii, enfekte olmus noronlarda latent kalabilme
ozelliginden dolay1 6miir boyu enfeksiyonlara neden olur (243). Bu tez ¢alismasinda
HSV-1'in zaman zaman alevlenen kronik etkisini taklit etmek icin HSV-gB hiicrelere

iki farkli zamanda verilmistir.
3.5.6. Hiicre i¢ci ROS Miktarinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi: Florometrik hiicre i¢i ROS test kiti, canli hiicrelerde 1 saatlik
inkiibasyonu takiben olusan hiicre ici ROS'u tespit etmek icin hassas, tek adimli bir
florometrik 6l¢im saglamaktadir. ROS, hiicre gecgirgen bir sensor ile reaksiyona
girerek, mevcut ROS miktartyla orantili bir florometrik iiriin meydana getirir. Olusan

tirtiniin floresans siddetinin Sl¢iilmesiyle ROS miktari tespit edilir.
Yontemin Uygulams:

1. Hicreler kuyucuk bagina 90 pl’de 10.000-40.000 hiicre olacak sekilde hiire
plagina ekilir ve lizerine 10 pl dozlanan maddeleri igeren besiyeri eklenir.
2. Hiicre kiiltiir plag1 gece boyunca inkiibatorde (37°C, %5 CO2) bekletilir.

3. Hiicreler iizerine kuyucuk basina 100 pul Master Reaksiyon Karisimi eklenir.
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4. Hiicreler inkiibatorde (37°C, %5 CO2) 1 saat bekletilir.
5. Kuyucuklarin floresansi (Aex/Aem = 640/675 nm) dlgiiliir.

ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi: Kontrol kuyucuklari i¢in hesaplanan ROS
miktar1 %100 kabul edilir ve diger kuyucuklara ait ROS miktarlar1 kontrole

oranlanarak bagil olarak hesaplanir.
3.4.7. Amiloid Beta 1-42 Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore calismaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan Ai-42’ye 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti i¢cinde bulunan AB1-
42’nin spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak igerisinde antikorla
baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra Afi-42 igin spesifik biyotin-konjuge
antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe
edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir.
Durdurma c¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sari

renkli bilesigin absorbans1 450 nm’de 6l¢iiliir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.
Cozeltiler hazirlanirken koplirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca calkalanmalidir.

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100pL
standart, kor veya hiicre lizat1 eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/Grnek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Ornek/standart/kér eklendikten sonra plak
yavasca calkalanir ve iizeri kapatilarak 37 °C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika
inkiibe edilir.

2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara c¢oklu
mikropipetle hizlica 100 pL biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma ¢ozeltisi eklenir.
Plak yavasca ¢alkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla g¢ekilir. Kuyucuklara 200 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak

adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.
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4. Her kuyucuga 100uL HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklenir. Plak yavasca
calkalandiktan sonra iistii kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. 3. Basamakta yapilan yikama iglemi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 ul substrat reaktifi eklenir. Plagin istii kapatilir ve 151k
almayacak sekilde 15-30 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk
olusumuna bagli olarak degistirilebilir.

7. Son olarak mikropipet yardimai ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm’de dlgtiliir.

Amiloid Beta 1-42 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Afi-42 diizeyleri Molecular
Devices-Softmax® (Kaliforniya, ABD) programi kullanilarak hesaplanir. Standart,
ornek ve kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda
bulunan log-log algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.1).
Orneklerdeki APi-42 diizeyleri bu denkleme gore saptanmustir. Sonuglar pg/mg protein

cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.1. Amiloid Beta 1-42 standart egrisi.
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3.4.8. Tau Proteini Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
i¢inde bulunan 96 kuyucuklu plak insan Tau proteinine 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢dzeltileri kuyucuklara konularak ¢oézelti icinde bulunan tau
proteininin spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde antikorla
baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra tau igin spesifik biyotin-konjuge
antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe
edilir. Yikamay: takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir.
Durdurma c¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sari

renkli bilesigin absorbans1 450 nm’de 6l¢iiliir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.

Cozeltiler hazirlanirken koplirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca calkalanmalidir.

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100 pL
standart, kor veya hiicre lizat1 eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/Grnek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Ornek/standart/kér eklendikten sonra plak
yavasca calkalanir ve iizeri kapatilarak 37°C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika
inkiibe edilir.

2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla ¢ekilir. Kuyucuklara ¢oklu
mikropipetle hizlica 100 uL biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma ¢ozeltisi eklenir.
Plak yavasca calkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara 200 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir; 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama iglemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga 100 uL. HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklenir. Plak yavasca
calkalandiktan sonra iistii kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. 3. Basamakta yapilan yikama iglemi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenir. Plagin iistii kapatilir ve 151k
almayacak sekilde 15-30 dakika 37°C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk

olusumuna bagl olarak degistirilebilir.
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7. Son olarak mikropipet yardimi ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm’de Sl¢iiliir.

Tau Proteini Diizeylerinin Hesaplanmasi: Tau proteini diizeyleri Molecular
Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve kontrol
gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log
algoritmasi kullamilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.2). Orneklerdeki Tau proteini
diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonucglar pg/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.2. Tau proteini standart egrisi.
3.4.9. Amiloid Oncii Proteini (APP) Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢alismaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan APP’ye 6zgii bir antikorla kaplanmistir.
Standart ve numune ¢6zeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti icinde bulunan APP’nin
spesifik antikorlarla baglanmas1 saglanir. Plak icerisinde antikorla baglanmayan
maddeler uzaklastirildiktan sonra APP ig¢in spesifik biyotin-konjuge antikorlar
kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe edilir.

Yikamayi takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir. Durdurma
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cozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin

absorbansi 450 nm’de ol¢iiliir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.

Cozeltiler hazirlanirken koplirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca calkalanmalidir.

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100uL
standart, kor veya hiicre lizati eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/6rnek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Ornek/standart/kor eklendikten sonra plak
yavasca calkalanir ve iizeri kapatilarak 37°C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika
inkiibe edilir.

2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara coklu
mikropipetle hizlica 100uL biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma ¢ozeltisi eklenir.
Plak yavasca ¢alkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe
edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara 200 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga 100 uL. HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenir. Plak yavasca
calkalandiktan sonra {istii kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. 3. Basamakta yapilan yikama islemi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 ul substrat reaktifi eklenir. Plagin iistii kapatilir ve 1s1k
almayacak sekilde 15-30 dakika 37°C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk
olusumuna bagli olarak degistirilebilir.

7. Son olarak mikropipet yardimi ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm’de Slgiiliir.

Amiloid Oncii Protein Diizeylerinin Hesaplanmasi: APP diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log
algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.3). Orneklerdeki APP
diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar pg/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.3. Amiloid Oncii proteini standart egrisi.
3.4.10. Kompleman Protein C1q Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢calismaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan kompleman proteini C1q’ya 6zgii bir antikorla
kaplanmistir. Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti i¢inde
bulunan kompleman proteini C1q’nun spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak
icerisinde antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra Clq i¢in spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olugan sar1 renkli bilesigin absorbanst 450 nm’de dlgiiliir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

1. Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50’ser ul eklenir. Kor
¢Ozelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

2. Ornek kuyucuklarma ise 40 pl numune eklenir.
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3. Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
icerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in koér ve standart
kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmez.

4. Son olarak kor kuyucuklart hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenir.

5. Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

6. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

7. Biitiin kuyucuklara 6nce 50 ul substrat reaktifi A daha sonra da 50 ul substrat
reaktifi B eklenir.

8. Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

9. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢dzeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

10. Olusan rengin sidddeti 450 nm’de 6l¢iiliir.

Kompleman Protein Clq Diizeylerinin Hesaplanmasi: Clq diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan 4-
parametre algoritmasi kullamlarak standart egri elde edilir (Sekil 3.4). Orneklerdeki
Clq diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.4. Kompleman protein C1q standart egrisi.
3.4.11. Kompleman Protein C3 Diizeylerinin Olciimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore caligmaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan kompleman proteini C3’e 6zgii bir antikorla
kaplanmistir. Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti iginde
bulunan kompleman proteini C3’iin spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak
icerisinde antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra C3 igin spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olugan sar1 renkli bilesigin absorbanst 450 nm’de dlgiiliir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

1. Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50°ser ul eklenir. Kor
¢ozelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

2. Ornek kuyucuklarina ise 40 ul numune eklenir.

3. Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
icerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu icin kor ve standart

kuyucuklaria biyotinlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmez.
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Son olarak kor kuyucuklar1 hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenir.

Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

Biitlin kuyucuklara 6nce 50 pl substrat reaktifi A daha sonra da 50 pl substrat
reaktifi B eklenir.

Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

Olusan rengin sidddeti 450 nm’de 6l¢iiliir.

Kompleman Protein C3 Diizeylerinin Hesaplanmasi: C3 diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart,
ornek ve kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda
bulunan 4-parametre algoritmasi kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil
3.5). Orneklerdeki C3 diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar

ng/mg protein cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.5. Kompleman protein C3 standart egrisi.
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3.4.12. Kompleman Protein C6 Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan kompleman proteini C6’ya 6zgi bir antikorla
kaplanmistir. Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti iginde
bulunan kompleman proteini C6’nin spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak
icerisinde antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra C6 i¢in spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay:1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin absorbanst 450 nm’de 6l¢iiliir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

1. Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50’ser pl eklenir. Kor
¢Ozelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

2. Ornek kuyucuklarma ise 40 pl numune eklenir.

3. Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
icerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in kor ve standart
kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmez.

4. Son olarak kor kuyucuklart hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenir.

5. Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

6. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

7. Biitiin kuyucuklara 6nce 50 ul substrat reaktifi A daha sonra da 50 ul substrat
reaktifi B eklenir.

8. Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

9. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢dzeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

10. Olusan rengin sidddeti 450 nm’de Ol¢iiliir.
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Kompleman Protein C6 Diizeylerinin Hesaplanmasi: C6 diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan 4-
parametre algoritmasi kullamlarak standart egri elde edilir (Sekil 3.6). Orneklerdeki
C6 diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.

Absorbans (450 nm)
© ©
w o s
1 A T

e L
N
Rt (ST

0,1 1 10 100

Kompleman Protein C6 (ng/ml)

Sekil 3.6. Kompleman protein C6 standart egrisi.
3.4.13. Kompleman Protein C9 Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
iginde bulunan 96 kuyucuklu plak insan kompleman proteini C9’a 6zgii bir antikorla
kaplanmistir. Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti iginde
bulunan kompleman proteini C9’un spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak
icerisinde antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra C9 igin spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olugan sar1 renkli bilesigin absorbanst 450 nm’de dlgiiliir.
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Yontemin Uygulamisi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

10.

Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ézeltilerden 50°ser ul eklenir. Kor
cozelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

Ornek kuyucuklarina ise 40 pl numune eklenir.

Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
igerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in kor ve standart
kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢dzeltisi eklenmez.

Son olarak koér kuyucuklar1 hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢Ozeltisi eklenir.

Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

Biitiin kuyucuklara 6nce 50 pl substrat reaktifi A daha sonra da 50 pl substrat
reaktifi B eklenir.

Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

Olusan rengin sidddeti 450 nm’de 6l¢iiliir.

Kompleman Protein C9 Diizeylerinin Hesaplanmasi: C9 diizeyleri

Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve

kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan 4-

parametre algoritmasi kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.7). Orneklerdeki

C9 diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.7. Kompleman protein C9 standart egrisi.
3.4.14. interlokin 1-Alfa Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
iginde bulunan 96 kuyucuklu plak insan IL-1a’ya 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢o6zeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti iginde bulunan IL-
lo’nin  spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak igerisinde antikorla
baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra IL-1a i¢in spesifik biyotin-konjuge
antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe
edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir.
Durdurma c¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sari

renkli bilesigin absorbansi 450 nm’de olgiiliir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

1. Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50°ser pl eklenir. Kor
¢oOzelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

2. Ornek kuyucuklarma ise 40 ul numune eklenir.

3. Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
icerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in koér ve standart

kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmez.
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Son olarak kor kuyucuklar1 hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenir.

Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

Biitlin kuyucuklara 6nce 50 pl substrat reaktifi A daha sonra da 50 pl substrat
reaktifi B eklenir.

Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

Olusan rengin sidddeti 450 nm’de 6l¢iiliir.

Interlokin 1-a Diizeylerinin Hesaplanmasi: IL-la diizeyleri Molecular

Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, dérnek ve kontrol

gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log

algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.8). Orneklerdeki IL-1a

diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar pg/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.8. interlokin-1o standart egrisi.
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3.4.15. Interlokin-6 Diizeylerinin Olciimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan IL-6’ya 6zgli bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢6zelti i¢inde bulunan IL-6nin
spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak igerisinde antikorla baglanmayan
maddeler uzaklastirildiktan sonra IL-6 icin spesifik biyotin-konjuge antikorlar
kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe edilir.
Yikamay: takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir. Durdurma
cozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin

absorbansi 450 nm’de ol¢iiliir.

Yontemin Uygulamisi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

1. Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50’ser pl eklenir. Kor
¢Ozelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

2. Ornek kuyucuklarma ise 40 pl numune eklenir.

3. Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
icerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in kor ve standart
kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmez.

4. Son olarak kor kuyucuklart hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenir.

5. Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

6. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

7. Biitiin kuyucuklara 6nce 50 ul substrat reaktifi A daha sonra da 50 ul substrat
reaktifi B eklenir.

8. Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

9. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢dzeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

10. Olusan rengin sidddeti 450 nm’de Ol¢iiliir.
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Interlokin-6 Diizeylerinin Hesaplanmasi: IL-6 diizeyleri Molecular Devices-
Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplarina ait
absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log algoritmasi
kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.9). Orneklerdeki IL-6 diizeyleri bu

denkleme gore saptanmistir. Sonuglar pg/mg protein cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.9. Interlokin-6 standart egrisi.
3.4.16. Interlokin-10 Diizeylerinin Olciimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore caligmaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan IL-10’a 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢6zelti icinde bulunan IL-10’un
spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde antikorla baglanmayan
maddeler uzaklastirildiktan sonra IL-10 i¢in spesifik biyotin-konjuge antikorlar
kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe edilir.
Yikamayi takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir. Durdurma
cozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin

absorbansi 450 nm’de olciiliir.



78

Yontemin Uygulamisi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

10.

Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ézeltilerden 50°ser ul eklenir. Kor
cozelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

Ornek kuyucuklarina ise 40 pl numune eklenir.

Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
igerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in kor ve standart
kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢dzeltisi eklenmez.

Son olarak koér kuyucuklar1 hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢Ozeltisi eklenir.

Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

Biitiin kuyucuklara 6nce 50 pl substrat reaktifi A daha sonra da 50 pl substrat
reaktifi B eklenir.

Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

Olusan rengin sidddeti 450 nm’de 6l¢iiliir.

Interlokin-10 Diizeylerinin Hesaplanmasi: 1L-10 diizeyleri Molecular

Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve kontrol

gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log

algoritmas1 kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.10). Orneklerdeki 1L-10

diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonucglar pg/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.10. Interlokin-10 standart egrisi.
3.4.17. Tiimér Nekroz Faktorii-a (TNF-a) Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
iginde bulunan 96 kuyucuklu plak insan TNF-a’ya 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti icinde bulunan TNF-
a’nin spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde antikorla baglanmayan
maddeler uzaklastirildiktan sonra TNF-a i¢in spesifik biyotin-konjuge antikorlar
kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe edilir.
Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir. Durdurma
¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin

absorbansi 450 nm’de olciliir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanmadan once tiim reaktif ve cozeltiler oda

sicakligina getirilmelidir.

1. Standart kuyucuklarina hazirlanan standart ¢ozeltilerden 50°ser pl eklenir. Kor
¢oOzelti olarak standart seyreltme ¢ozeltisi kullanilir.

2. Ornek kuyucuklarma ise 40 pl numune eklenir.
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3. Ardindan 6rnek kuyucuklarina 10 pl biyotinlenmis antikor eklenir. Standartlar
icerisinde biyotinlenmis antikor mevcut oldugu i¢in koér ve standart
kuyucuklarina biyotinlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmez.

4. Son olarak kor kuyucuklart hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP
¢oOzeltisi eklenir.

5. Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

6. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilir ve kuyucuklar
herbir kuyucuga 300 pl olmak iizere 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikanir. Son
yikamadan sonra plagin adsorban kagit yardimiyla tamamen kurutulmasi
saglanir.

7. Biitiin kuyucuklara 6nce 50 ul substrat reaktifi A daha sonra da 50 ul substrat
reaktifi B eklenir.

8. Plak karanlikta ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

9. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢dzeltisi eklenerek
reaksiyon durdurulur.

10. Olusan rengin sidddeti 450 nm’de 6l¢iiliir.

Tiimor Nekroz Faktorii-a Diizeylerinin Hesaplanmasi: TNF-a diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log
algoritmasi kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.11). Orneklerdeki TNF-a
diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar pg/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Sekil 3.11. Tiimor Nekroz Faktorii- o standart egrisi.

3.4.18. Transforme Edici Biiyiime Faktorii-Beta 1 (TGF-p1) Diizeylerinin

Ol¢iimii

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢calismaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan TGF-B1’e 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti iginde bulunan TGF-
B1’in spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde antikorla baglanmayan
maddeler uzaklastirildiktan sonra TGF-B1 igin spesifik biyotin-konjuge antikorlar
kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati eklenir ve inkiibe edilir.
Yikamay: takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu saglanir. Durdurma
cozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin

absorbansi 450 nm’de ol¢iiliir.

Yontemin Uygulamsi: Kullanilacak tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda olmalidir.

Cozeltiler hazirlanirken kdpiirmeyi 6nlemek amaciyla yavasca ¢alkalanmalidir.

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100puL
standart, kor veya hiicre lizati eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/6rnek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Ornek/standart/kor eklendikten sonra plak
yavasca calkalanir ve iizeri kapatilarak 37 °C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika

inkibe edilir.
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2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara coklu
mikropipetle hizlica 100uL biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma ¢ozeltisi eklenir.
Plak yavasca calkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla gekilir. Kuyucuklara 200 pl
yikama ¢6zeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga 100 pL HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklenir. Plak yavasca
calkalandiktan sonra iistii kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. 2. Basamakta yapilan yikama islemi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 ul substrat reaktifi eklenir. Plagin istii kapatilir ve 151k
almayacak sekilde 15-30 dakika 37 °C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk
olusumuna bagli olarak degistirilebilir.

7. Son olarak mikropipet yardimai ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm’de dlgtiliir.

TGF-p1 Diizeylerinin Hesaplanmasi: TGF-B1 diizeyleri Molecular Devices-
Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplarina ait
absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log algoritmasi
kullanilarak standart egri elde edilir (Sekil 3.12). Orneklerdeki TGF-B1 diizeyleri bu

denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.12. TGF-PB1 standart egrisi.
3.4.19. DNA izolasyonu

Yontemin Esasi: “Quick-DNA™ Miniprep” kiti herhangi bir biyolojik sivi,
hiicre kiiltiirii veya kat1 doku 6rneginden total DNA ekstraksiyonu (6rn. genomik,

plazmit, mitokondriyal, viral) saglayan kolay bir yontem sunmaktadir.
Yontemin Uygulanisi:

1. Hiicre pelletleri tizerine 500 pl genomik lizis tamponu eklenir.

2. Ornekler oda sicakliginda 10 dak inkiibe edilir, ardindan 1500 devir/dak hizda
santrifiij edilir.

3. Siipernatandan 400 pl deney kiti ile tedarik edilen kolonlara alinir, kolonlar tiip
igine yerlestirilir ve 1 dakika siireyle 15000 devir/dak hizda santrifiij edilir.

4. Tipler yenileri ile degistirilir ve 6rneklere 200 pl DNA 6n yikama tamponu
eklenir, 1 dakika siireyle 15000 devir/dak hizda santrifiij edilir.

5. Ornek kolonlaria 500 pl g-DNA yikama tamponu eklenir ve 1 dak siireyle
15000 devir/dak hizda santrifiij edilir.

6. Ornek kolonlar1 temiz tiiplere alinarak, 125ul DNA eliisyon tamponu eklenir.

7. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon sonrasi 30 saniye siireyle 15000
devir/dak hizda santrifiij edilir.
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8. Santrifiij sonras1 toplanan siipernatanlar ependorf i¢ine alinarak ileri deneyler

i¢cin -20°C’de saklanur.
3.4.20. Global DNA Metilasyonu Diizeyinin Olgiilmesi

Yontemin Esasi: Kullanilan kit kompetitif ELISA yontemiyle Ol¢iim
yapmaktadir. Kitin prensibi, smirli miktarda monoklonal antikor igin 5-metil-2-
deoksisitidin ve 5-metil-2-deoksisitidin-AChE konjugati (tracer) arasindaki rekabete
dayanmaktadir.  5-metil-2-deoksisitidin ~ konsantrasyonu  degisirken  tracer
konsantrasyonu sabit tutuldugu i¢in, monoklonal antikora baglanabilen tracer miktar1
kuyucuklarda bulunan 5-metil-2-deoksisitidin  konsantrasyonuyla ters orantili
olmaktadir. Kuyucuklar baglanmamis reaktiflerin uzaklastrilmasi i¢in yikanir ve
ardindan AChE substrat1 igeren Ellman Reaktifi kuyucuklara eklenir. Enzimatik
reaksiyon sonucu elde edilen iiriin sar1 renge sahiptir ve renk siddetinin 412 nm’de

Ol¢iilmesi ile global DNA metilasyonu hesaplanir.
Yontemin Uygulanisi:

1. Spesifik baglanma olmayan (NSB) kuyucuklarina 100 pl tampon ve 50 pl
tracer, BO kuyucuklaria 50 pl tampon, 50 pl tracer ve 50 ul antikor ¢ozeltisi,
standart ve 6rnek kuyucuklarina ise 50 pl standart/6rnek, 50 ul tracer ve 50 pl
antikor ¢ozeltisi eklenir. Kor kuyucuklarina ise 6n inkiibasyon zamaninda
herhangi bir ¢ozelti eklenmez.

Plak 4°C’de 18 saat boyunca inkiibe edilir.

Plak icerigi bosaltilir ve kuyucuklar yikama ¢6zeltisi ile 5 kez yikanir.

Her kuyucuga 200 pl Ellman reaktifi eklenir.

Tracer (TA) kuyucuklarina 5 ul tracer eklenir.

Plak calkalayici tizerinde 1s1iktan korunarak 90-120 dak siireyle inkiibe edilir.

N g s~ WD

412 nm’de absorbans degerleri ol¢iiliir.

Global DNA Metilasyonu Diizeylerinin Hesaplanmasi: NSB ve maksimum
siir (Bo) kuyucuklarindan alinan absorbans okumalarinin ortalamasi alinir. NSB
ortalamasi, Bo ortalamasindan ¢ikarilarak diizeltilmis Bo veya diizeltilmis maksimum

baglama degeri elde edilir. Kuyucuklar icin B/Bo (Ornek veya Standart
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Sinir/Maksimum Sinir) hesaplanir. Bunu yapmak i¢in, S1 absorbansindan ortalama
NSB absorbansi g¢ikarilir ve diizeltilmis Bo'a boliiniir. Tiim standart ve Ornek
kuyucuklari i¢in bu hesaplama yapilir. Standartlarin konsantrasyonlarina karsi1 B/Bo
grafigi cizilir. Logaritmik egri c¢izilerek grafik denklemi elde edilir. Standart egri
grafiginden elde edilen denklem kullanilarak 6rnek konsantrasyonlari belirlenir.

Sonuglar pg/ng DNA seklinde ifade edilir.

100
90
80 y =-17,94In(x) + 89,298

70 |%e R%=0,97

60

50

40

% B/B,

30 ®
20 S
o g

20 40 60 80 100 120 140 160
S-metil-2 deoksisitidin (ng/ml)

20 ¢

Sekil 3.13. Global DNA metilasyonu standart egrisi.
3.4.21. Histon izolasyonu
Yontemin Uygulanisi:

1. Hiicre pelletleri 107 hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde 1X diliie pre-lizis
tamponu ile siispande edilir. Hafifce karistirilarak buz tizerinde 10 dakika
bekletilir.

2. Hiicre lizatlar1 4°C'de 1 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij edilir.

3. Siipernatan atilir. Hiicre pelletleri 10 hiicre/200 pl olacak sekilde lizis tamponu
ile yeniden siispande edilir ve buz iizerinde 30 dakika inkiibe edilir.

4. Lizat 4°C'de 5 dakika boyunca 12000 rpm’de santrifiij edilir.

5. Siipernatan temiz bir viale alinir. Siipernatan tizerine hizlica denge-Ditiotreitol
(DTT) tamponu 0,3:1 oraninda (Her 1 ml siipernatan i¢in 0,3 ml tampon olacak

sekilde) eklenir.
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6. Ekstrakt -20°C’de birkag giin ve -80°C'de uzun siire muhafaza edilebilir.
3.4.22. Histon H3 Asetilasyon Diizeylerinin Olciilmesi

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢calismaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan asetile histon H3’e ozgii bir antikorla
kaplanmigstir. Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti iginde
bulunan asetile histon H3’iin spesifik antikorlarla baglanmas1 saglanir. Plak icerisinde
antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra asetile histon H3 i¢in spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin absorbansi 450 nm’de 6l¢iiliir.
Yontemin Uygulanisi:

1. Ekstrakte edilen histonlarin protein konsantrasyonu 200-400 ng/ul olacak
sekilde histon tamponu (GF4) ile seyreltilir. 5 pl icerisinde 1-2 pg histon
proteini olacak sekilde 6rnekler kuyucuklarin tam ortasina konur. Standarlar
da 30, 15, 7,5, 3,75, 1,875 png/ml konsantrasyonlarda hazirlanarak 5 pl hacimde
kuyucuklara konur. Kor ¢ozelti olarak ise GF4 kullanilir.

2. Cozeltiler birkag kez pipetlenerek kuyucuk ylizeyine yayilir.

3. Plak 37°C’de 60-90 dakika inkiibe edilir.

4. Kuruyan kuyucuklara 150 pl bloke tamponu (GF5) eklenir ve 37°C’de 30
dakika inkiibe edilir.

5. Kuyucuklar bosaltilir ve her kuyucuk 3 kez 150 pl diliie yikama ¢ozeltisi (GF3)
ile yikanir.

6. Kuyucuklara 50 pl diliie yakalama antikoru (GF7) eklenir ve oda sicakliinda,
calkalayici lizerinde 30 dakika inkiibe edilir.

7. Kuyucuklar bosaltilir ve her kuyucuk 4 kez 150 pl diliie yikama ¢ozeltisi (GF3)
ile yikanir.

8. Kuyucuklara 50 pl diliie deteksiyon antikoru (GF8) eklenir ve oda sicakliginda,
30 dakika inkiibe edilir.
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9. Kuyucuklar bosaltilir ve her kuyucuk 4 kez 150 pl diliie yikama ¢ozeltisi (GF3)
ile yikanir.

10. Kuyucuklara 100 pl substrat reaktifi (GF9) eklenir ve oda sicakliginida,
karanlikta 2-10 dakika inkiibe edilir.

11. inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi (GF10)

eklenir ve olusan rengin siddeti 450 nm’de Slgiiliir.

Asetile Histon H3 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Standartlarin asetile histon
H3 konsantrasyonuna kars1 verdikleri absorbans degerleri grafige gegirilir ve lineer
kalibrasyon dogrusu ¢izilir. Kalibrasyon dogrusunun denklemi bulunup bu denklem
kullanilarak orneklerdeki asetile histon H3 diizeyleri hesaplanir. Sonuclar pg/mg

protein olarak ifade edilir.

0,8

y =0,0236x + 0,0418

0,7
R?=0,9794

0,6
0,5
0,4 e

0,3

Absorbans (450 nm)

0,2

0,1 R

o U

0 5 10 15 20 25 30 35
Asetile Histon H3 (ug/ml)

Sekil 3.14. Asetile histon H3 standart egrisi.
3.4.23. Histon H4 Asetilasyon Diizeylerinin Olciilmesi

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore caligmaktadir. Kit
i¢inde bulunan 96 kuyucuklu plak insan asetile H4’e 6zgii bir antikorla kaplanmustir.
Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢6zelti i¢inde bulunan asetile
H4’tin spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde antikorla

baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra asetile H4 ic¢in spesifik biyotin-
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konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugat1 eklenir ve

inkiibe edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk olusumu

saglanir. Durdurma ¢d6zeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu sonlandirilir.

Olusan sar1 renkli bilesigin absorbansi 450 nm’de Slgiiliir.

10.

11.

Yontemin Uygulanisi:

Ekstrakte edilen histonlarin protein konsantrasyonu 200-400 ng/ul olacak
sekilde histon tamponu (GE4) ile seyreltilir. 5 pl igerisinde 1-2 pug histon
proteini olacak sekilde drnekler kuyucuklarin tam ortasina konur. Standarlar
da 30, 15, 7,5, 3,75, 1,875 png/ml konsantrasyonlarda hazirlanarak 5 pl hacimde
kuyucuklara konur. Kor ¢ozelti olarak ise GE4 kullanilir.

Cozeltiler birkag kez pipetlenerek kuyucuk yiizeyine yayilir.

Plak 37°C’de 60-90 dakika inkiibe edilir.

Kuruyan kuyucuklara 150 pl bloke tamponu (GES) eklenir ve 37°C’de 30
dakika inkiibe edilir.

Kuyucuklar bosaltilir ve her kuyucuk 3 kez 150 ul diliie yikama ¢ozeltisi (GE3)
ile yikanir.

Kuyucuklara 50 pl diliie yakalama antikoru (GE7) eklenir ve oda sicakliginda,
calkalayici tizerinde 30 dakika inkiibe edilir.

Kuyucuklar bosaltilir ve her kuyucuk 4 kez 150 pl diliie yikama ¢ozeltisi (GE3)
ile yikanir.

Kuyucuklara 50 pl diliie deteksiyon antikoru (GES8) eklenir ve oda
sicakliginda, 30 dakika inkiibe edilir.

Kuyucuklar bosaltilir ve her kuyucuk 4 kez 150 pl diliie yikama ¢ozeltisi (GE3)
ile yikanir.

Kuyucuklara 100 pl substrat reaktifi (GE9) eklenir ve oda sicakliginida,
karanlikta 2-10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢ozeltisi (GE10)

eklenir ve olusan rengin siddeti 450 nm’de 6lgiiliir.

Asetile Histon H4 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Standartlarin asetile histon

H4 konsantrasyonuna kars1 verdikleri absorbans degerleri grafige gecirilir ve lineer

kalibrasyon dogrusu ¢izilir. Kalibrasyon dogrusunun denklemi bulunup bu denklem
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kullanilarak 6rneklerdeki asetile histon H4 diizeyleri hesaplanir. Sonuglar pg/mg

protein olarak ifade edilir.
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Sekil 3.15. Asetile histon H4 standart egrisi.

3.4.24. Coklu Histon H3 Modifikasyon Diizeylerinin Olciilmesi
Yontemin Esasi: EpiQuik™ Histon H3 Modifikasyon Multipleks Test Kiti

(Kolorimetrik), ayni anda birden fazla histon H3 modifikasyonunu 6lgmek igin

tasarlanmistir. Analizde spesifik bodlgelerde modifiye edilen her histon H3,

kuyucuklarin lizerine kaplanan ve spesifik olarak uygun histon modifikasyon modelini

hedefleyen bir antikor tarafindan yakalanmaktadir. Daha sonra tutunan modifiye

histon H3’ler bir deteksiyon antikoru ve substrat ¢6zeltisi ile tespit edilir. Orneklerdeki

modifiye histonun orani, 450 nm’de 6l¢iiln renk siddeti ile dogru orantilidir.

Yontemin Uygulanisi:

1. Kor kuyucuklarina 49 pl antikor tamponu eklenir.

2. Kontrol kuyucuklarina 49 ul antikor tamponu ve 1 pl diliie deney kontrol

protein ¢ozeltisi (5 ng/ul ve 25 ng/ul) eklenir.

3. Ornek kuyucuklarma ise eklenen toplam histon proteini konsantrasyonu 50-

100 ng araliginda olacak sekilde 1-4 ul arasi o6rnek ve toplam hacim 50 pl

olacak sekilde 46-49 ul aras1 antikor tamponu eklenir.

4. Plak 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilir.
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5. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilir ve 3 kez 150 pl’ser dilile yikama
tamponu ile yikanir.

6. Kuyucuklara 50 pul deteksiyon antikoru eklenir.

7. Plak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir.

8. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilir ve 4 kez 150 ul’ser diliie yikama
tamponu ile yikanir.

9. Kuyucuklara 50 pl substrat ¢6zeltisi eklenir. Daha sonra plak karanlikta ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

10. inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 pl durdurma ¢dzeltisi eklenir ve

olusan rengin siddeti 450 nm’de olg¢iiliir.

Histon H3 Modifikasyonlarinin Hesaplanmasi:

e Tiim okunan absorbans degerlerinden kor absorbans degeri ¢ikartilir.

e Her kuyucukta okunan absorbans degeri kuyucuga konulan toplam histon
proteini (ng cinsinden) miktarina boliiniir ve degerler kaydedilir.

e Total H3 ve modifiye H3 miktarlar1 deney kontrol proteini kuyucuklarindan
elde edilen degere boliinerek konsantrasyon hesaplanir ve sonuglar ng/pg
protein cinsinden ifade edilir.

e Son olarak her histon H3 modifikasyonu i¢in modifiye histon miktar1 toplam
ornekteki toplam histon H3 miktarina oranlanarak % modifikasyon cinsinden

belirlenir.
3.4.25. Coklu Histon H4 Modifikasyon Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Yontemin Esasi: EpiQuik™ Histon H4 Modifikasyon Multipleks Test Kiti
(Kolorimetrik), ayni anda birden fazla histon H4 modifikasyonunu 6l¢gmek igin
tasarlanmistir. Analizde spesifik bolgelerde modifiye edilen her histon H4,
kuyucuklarin {izerine kaplanan ve spesifik olarak uygun histon modifikasyon modelini
hedefleyen bir antikor tarafindan yakalanmaktadir. Daha sonra tutunan modifiye
H4’ler bir deteksiyon antikoru ve substrat ¢ozeltisi ile tespit edilir. Orneklerdeki

modifiye histonun orani, 450 nm’de 6l¢iilen renk siddeti ile dogru orantilidir.
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Yontemin Uygulanisi:

Kor kuyucuklarina 49 pul antikor tamponu eklenir.

Kontrol kuyucuklarina 49 pl antikor tamponu ve 1 ul diliie deney kontrol
protein ¢ozeltisi (5 ng/ul ve 25 ng/ul) eklenir.

Ornek kuyucuklarmna ise eklenen toplam histon proteini konsantrasyonu 50-
100 ng araliginda olacak sekilde 1-4 pl aras1 6rnek ve toplam hacim 50 pl
olacak sekilde 46-49 ul aras1 antikor tamponu eklenir.

Plak 37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilir ve 3 kez 150 ul’ser diliile yikama
tamponu ile yikanir.

Kuyucuklara 50 ul deteksiyon antikoru eklenir.

Plak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklar bosaltilir ve 4 kez 150 ul’ser diliie yikama
tamponu ile yikanir.

Kuyucuklara 50 ul substrat ¢ozeltisi eklenir. Daha sonra plak karanlikta ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklara 50 ul durdurma ¢dzeltisi eklenir ve

olusan rengin siddeti 450 nm’de olg¢iiliir.

Histon H4 Modifikasyonlarinin Hesaplanmasi:

Tiim okunan absorbans degerlerinden kor absorbans degeri ¢ikartilir.

Her kuyucukta okunan absorbans degeri kuyucuga konulan toplam histon
proteini (ng cinsinden) miktarina boéliiniir ve degerler kaydedilir.

Total H4 ve modifiye H4 miktarlar1 deney kontrol proteini kuyucuklarindan
elde edilen degere boliinerek konsantrasyon hesaplanir ve sonuclar ng/pg
protein cinsinden ifade edilir.

Son olarak her H4 modifikasyonu i¢in modifiye histon miktar1 toplam
ornekteki toplam H4 miktarina oranlanarak % modifikasyon cinsinden

belirlenir.
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3.4.26. Histon Deasetilaz 3 Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore ¢aligmaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan histon HDAC3’e 6zgii bir antikorla
kaplanmistir. Standart ve numune cozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti i¢inde
bulunan histon HDAC3’{in spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak igerisinde
antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra asetile H4 igin spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay:1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin absorbansi 450 nm’de 6l¢iiliir.
Yontemin Uygulanisi:

1. Kitigerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 100 pL.
standart, kor veya hiicre lizati eklenir. Kor ¢ozelti olarak standart/Grnek
seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Ornek/standart/kér eklendikten sonra plak
yavasca calkalanir ve iizeri kapatilarak 37°C’ye ayarlanmis etiivde 90 dakika
inkiibe edilir.

2. Kuyucuklardaki sivi mikropipet yardimiyla cekilir. Kuyucuklara c¢oklu
mikropipetle hizlica 100 pL biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma ¢ozeltisi eklenir.
Plak yavasca calkalandiktan sonra iizeri kapatilarak 37°C°de 60 dakika inkiibe
edilir.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti mikropipet yardimiyla g¢ekilir. Kuyucuklara 200 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve mikropipet yardimiyla ¢ozelti
cekilir. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanir. Son yikama isleminden sonra plak
adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga 100 uLL HRP konjugat calisma ¢ozeltisi eklenir. Plak yavagga
calkalandiktan sonra iistii kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon siiresi sonunda plak 4 kez yikanur.

6. Her kuyucuga 90 ul substrat reaktifi eklenir. Plagin istii kapatilir ve 151k
almayacak sekilde 15-30 dakika 37°C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk
olusumuna bagli olarak degistirilebilir.

7. Son olarak mikropipet yardimu ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.
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8. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm’de dlgtiliir.

Histon Deasetilaz 3 Diizeylerinin Hesaplanmasi: HDAC3 diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplara ait absorbans degerleri programa girilir. Programda yardimiyla
lineer standart egri elde edilir (Sekil 3.16). Orneklerdeki HDAC3 diizeyleri bu

denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade edilmistir.

Absorbans (450 nm)

0 2€ G
0 1 2 3 - 5 6 7 8 9 10

HDAC 3 (ng/ml)

Sekil 3.16. Histon deasetilaz 3 standart egrisi.
3.4.27. Histon Deasetilaz 8 Diizeylerinin Olgiilmesi

Yontemin Esasi: Yontem Sandvig-ELISA prensibine gore caligsmaktadir. Kit
icinde bulunan 96 kuyucuklu plak insan histon HDAC8’e 6zgii bir antikorla
kaplanmistir. Standart ve numune ¢ozeltileri kuyucuklara konularak ¢ozelti i¢inde
bulunan histon HDACS’in spesifik antikorlarla baglanmasi saglanir. Plak icerisinde
antikorla baglanmayan maddeler uzaklastirildiktan sonra asetile histon H4 i¢in spesifik
biyotin-konjuge antikorlar kuyucuklara eklenir. Ardindan avidin-HRP konjugati
eklenir ve inkiibe edilir. Yikamay1 takiben substrat reaktifi eklenerek mavi renk
olusumu saglanir. Durdurma ¢ozeltisi eklenerek enzim-substrat reaksiyonu

sonlandirilir. Olusan sar1 renkli bilesigin absorbansi 450 nm’de olgliir.
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Yontemin Uygulanisi:

1. Kit igerisinde bulunan kaplanmis 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 50 puL
standart, veya hiicre lizat1 eklenir. Kor kuyucuklarima bu asamada ¢ozelti
eklenmez. Ornek/standart eklendikten sonra kor kuyucuklari harig er kuyucuga
50 uL HRP konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklenir.

2. Plak yavasca calkalanir ve iizeri kapatilarak 37°C’ye ayarlanmis etiivde 60
dakika inkiibe edilir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki ¢dzelti mikropipet yardimiyla
cekilir. Kuyucuklara 200 pl yikama ¢ozeltisi eklenir 1-2 dakika bekletilir ve
mikropipet yardimiyla ¢ozelti ¢ekilir. Bu yikama islemi 2 kez tekrarlanir. Son
yikama isleminden sonra plak adsorban kagit yardimiyla iyice kurutulur.

4. Her kuyucuga sirastyla dnce 50 pL kromojen soliisyonu A daha sonra 50 pL
kromojen soliisyonu B eklenir. Plagin iistii kapatilir ve 151k almayacak sekilde
15-30 dakika 37 0C’de inkiibe edilir. Reaksiyon siiresi renk olusumuna bagl
olarak degistirilebilir.

5. Son olarak mikropipet yardimu ile hizlica 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklenir.

6. Kuyucuklarin absorbansi spektrofotometre ile 450 nm’de dlg¢tiliir.

Histon Deasetilaz 8 Diizeylerinin Hesaplanmasi: HDACS diizeyleri
Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanir. Standart, 6rnek ve
kontrol gruplarina ait absorbans degerleri programa girilir. Programda bulunan log-log
algoritmas1 kullamlarak standart egri elde edilir (Sekil 3.17). Orneklerdeki HDACS
diizeyleri bu denkleme gore saptanmistir. Sonuglar ng/mg protein cinsinden ifade

edilmistir.
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Absorbans (450 nm)
1

0.1

1 T 1 11
10 100

HDAC 8 (ng/ml)
Sekil 3.17. Histon deasetilaz 8 standart egrisi.

3.4.28. Total Protein Diizeylerinin Olciilmesi

Yontemin Esasi: Yontem, alkali kosullar altinda iki degerlikli bakir iyonunun,

tartarat varliginda, tek degerlikli bir iyona indirgendigi peptit baglari ile reaksiyona

girerek bir kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Daha sonra olusan bu

kompleksin Folin-Fenol reaktifi ile indirgenmesiyle olusan mavi-mor rengin 540

nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile hesaplama yapilir (244).

o a0k~ w N

Yontemin Uygulams:

96 kuyucuklu plaga 40’ar ul kor, standart veya ornek eklenir.

Uzerine 40 ul taze hazirlanmis bakir reaktifi eklenir.

Plak oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 120 uL folin fenol ¢dzeltisi ilave edilir.
Plak 10 dakika 50°C’lik su banyosunda inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresi bitince kuyuklarda olusan renk siddeti 540 nm’de 6l¢iiliir.

Toplam Protein Diizeylerinin Hesaplanmasi: Standartlarin  protein

konsantrasyonuna kars1 verdikleri absorbans degerleri grafige gegirilir ve lineer

kalibrasyon dogrusu ¢izilir. Kalibrasyon dogrusunun denklemi bulunup bu denklem

kullanilarak 6rneklerdeki protein miktarlari hesaplanir. Sonuglar pg protein/ml olarak

ifade edilir.
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Sekil 3.18. Protein standart egrisi.
3.4.15. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizde SPSS 17 (Chicago, IL) programi kullanilmustir. Tiim
gruplardan elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasi tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ve Student t testi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama = SD (Standart sapma)

olarak ifade edilmistir.



97

4. BULGULAR
4.1. Hiicre Canlihg:

SH-SYSY hiicreleri 0-1000 pg/ml konsantrasyon araliginda HSV-gB’ye 24
saat maruz birakilarak MTT yontemiyle hiicre canliligi iizerindeki etkileri
incelenmigtir. Hiicre canliligi kontrol grubu hiicrelerine goére % canlilik olarak
hesaplanmistir. Deneyler sonucunda HSV-gB i¢in hiicre canliliginda %50 inhibisyona
neden olan konsantrasyon (ICso) ve hiicre canliliginda %20 inhibisyona neden olan
konsantrasyon (IC20) dozlari sirastyla 1088 ve 190,5 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil
4.1., Sekil 4.2. ve Tablo 4.1.).

120

y = -0,0334x + 86,364
R2=0,6312

=
o
o
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Hiicre Canlihigi (% Kontrol)
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0 200 400 600 800 1000 1200
HSV gB (pg/ml)

Sekil 4.1. SH-SYS5Y hiicre hattinda HSV glikoprotein B (HSV-gB)’nin (0-1000

pg/ml) hiicre canlilig1 iizerine etkisi.
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Sekil 4.2. SH-SYS5Y hiicre hattinda HSV glikoprotein B (HSV-gB)’nin (0-1000

pg/ml) hiicre canlilig1 tizerine etkisi.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

“(p<0,05) ve ™(p<0,001) iissel isaretlerini tasiyan gruplar kontrol grubuna gére anlamli derecede

farklidir.
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Tablo 4.1. HSV-gB i¢in kullanilan konsantrasyon ve hiicre canliliklari

HSV-gB (pg/ml) Hiicre canlihigi (% kontrol)
0 100+17,05
0,97 96,13+13,95
1,95 92,79+14.,36
3,9 89,65+10,7
7,81 86,66+11,63
15,62 81,1847,65"
31,25 78,56+12,56"
62,5 76,55+13,19"
125 73,88+10,48™
250 69,97+12,29™
500 65,32+9,95™
1000 58,94+9,66™

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

*(p<0,05) ve **(p<0,001) issel isaretlerini tagiyan gruplar kontrol grubuna gore anlamli derecede
farklidir.

4.2. Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirleri

Calisma gruplarinda belirlenen hiicre i¢i ROS kontrole kiyasla % ROS olarak
hesaplanmis ve Sekil 4.3. ve Tablo 4.2.'de verilmistir. Tiim ¢alisma gruplarinda hiicre
ici ROS diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir (HSV; %22,1, AD;
%26, ADH; %24,8, AB; %33 ve ABH; %31,6, p<0,05). Calisma gruplarinin kendi

arasinda ise anlamli bir fark bulunamamuistir.
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Tablo 4.2. Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS diizeyleri.

Calisma Gruplan %ROS
Kontrol 100+8,92

HSV 122,11+12,03°

AD 125,98+9,68°

ADH 124,81+13,3°

AB 132,96+13,82°

ABH 131,63+11,31°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abAyn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

b b
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Sekil 4.3. Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab Aym {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli l¢iide farkhidir (p<0,05).
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4.3. Sitopatoloji

Kontrol grubunda SH-SY5Y hiicrelerinin epitel benzeri hiicreler ve kisa
dendrit ve aksonlu noron benzeri hiicreler ile heterojen bir popiilasyon gosterdigi
gozlenmistir. Diger gruplarda (HSV, AD, AB, ADH ve ABH gruplari) hiicre sayis1 ve
epitel benzeri hiicre sayis1 kontrol grubuna gore azaldigi goriilmiistiir. Bu gruplarda
noron benzeri hiicreler ve ndronal uglar boyunca varisler goriilmiistiir.

HSV grubunda az sayida iki ¢ekirdekli hiicre gézlenmistir. Gozlenen bu iki
cekirdekli hiicreler hiicre boliinmesinin = durdugunu gostermektedir. Hiicre
bolinmesinin durmasi hiicre yaslanmasini desteklerken, bu grupta goézlenen uzun
dendrit ve aksonlarin varligi néronal farklilasmay1 desteklemistir.

AD grubundaki hiicrelerin sitoplazmalarinda hiicrelerin daha ig seklinde
oldugu; daha uzun ve daha ince ndronal uglara sahip oldugu ve dagiik vakuoller
barindirdig1 goriilmiistiir. Bu grupta ince uzun noéronal uglar boyunca varisler belirgin
gozlenmistir.

AP grubunda sitoplazmada ve ayrica hiicre gevresinde koyu renkli birikimlerin
belirgin oldugu goriilmiistiir. Diizensiz sinirlara sahip néron benzeri hiicreler ve hiicre
kiimelerini olusturan c¢ok sayida yuvarlak, ayrik hiicre, bu gruptaki hiicre
dejenerasyonunu yansitmaktadir. ADH grubunda ¢ift ¢cekirdekli hiicreler ve vakuoller
gozlenmistir. ABH grubunda sitoplazmada birikim gosteren ¢ift ¢ekirdekli hiicreler ve
coklu vakuolleri belirgin dejenere hiicreler incelendi ve bu grupta néronal uglarda bile

vakuollerin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Calisma gruplarinin sitopatolojisi.
Kontrol grubunda kisa noronal uglar igeren epitel benzeri hiicreler (mavi ok) ve néron benzeri
hiicreler (kirmmz1 ok). HSV, ADH ve ABH gruplarinda iki ¢ekirdekli (sar1 ok) hiicreler.
AD ve ADH gruplarinda daha uzun ve ince néronal uglar, hiicrelerin sitoplazmasinda vakuoller (yesil
0k) ve ince uzun noronal uglar boyunca varisler (pembe 0k) ile piramidal sekilli hiicreler.

AP ve AP H grubundaki hiicrelerin sitoplazmasinda ve ayrica hiicrelerin ¢evresinde kofullar (yesil ok)

ve kiigiik yuvarlak koyu renkli birikimler (beyaz ok).
Bu gruplarda ¢ok sayida dejenere hiicre (siyah ok) da goriilmektedir. A) Kontrol B) HSV C) AD D)
AB E) ADH ve F) ABH
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4.4. Amiloid Beta 1-42 Diizeyleri

Caligma gruplarina ait hiicre lizatlarindaki Ai-42 diizeyleri Tablo 4.3. ve Sekil
4.5te verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV grubunda Ai-42 diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis (%90,6) olmustur (p<0,05). AD grubunda da
kontrol grubuna gore %47,8 artis olmustur; ancak bu artig istatistiksel olarak anlaml
degildir (p>0,05). ADH, AB ve ABH gruplarina bakildiginda ise tiim gruplarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig (sirasiyla 2,6-kat, 3.4-kat ve 3,3-kat,)
olmustur (p<0,05). ADH grubu ve AD grubu kendi arasinda kiyaslandiginda, ADH
grubunda APi-42 diizeyinin AD grubundan 1,5 kat daha fazla oldugu gozlenmistir
(p<0,05). Iki farkl1 Alzheimer modeli (AD ve AP) birbiriyle kiyaslandiginda ise AP
grubunda APi-42 diizeyinin AD grubundan 2 kat fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4.3. Amiloid beta 1-42 diizeyleri.

AP1-42 Diizeyleri
Calisma Gruplari

(pg/mg protein)

Kontrol 0,80+0,222

HSV 1,52+0,19°

AD 1,18+0,17%

ADH 2,94+0,77¢

AP 3,53+0,42°¢

ABH 3,46+0,86°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

ab.¢ Ayn iissel harfleri tasgimayan degerler birbirinden 6nemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.5. Amiloid beta 1-42 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abe Ayni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

4.5. Amiloid Prekiirsor Protein Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre lizatlarindaki APP diizeyleri Tablo 4.4. ve Sekil
4.6.’te verilmigtir. APP protein diizeyleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla en
fazla artis AD ve ADH gruplarinda (1,2 ve 1,5-kat, sirasiyla) olmustur (p<0,05). ADH
grubundaki artis AD grubundaki artistan %10 daha fazla olmasina ragmen iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). HSV ve A gruplarinda
APP diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 (sirasiyla %31 ve %63); ancak bu
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriilmiistiir (p>0,05). APP diizeyi ABH
grubunda ise kontrol grubuna kiyasla 84% artmistir (p<0,05).
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Tablo 4.4. Amiloid prekiirsor protein diizeyleri.

APP Diizeyleri
Calisma Gruplari

(pg/mg protein)

Kontrol 0,17+0,042

HSV 0,22+0,022

AD 0,37+0,05"

ADH 0,41+0,07°

AP 0,270,082

ABH 0,31+0,04P

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab Ayni {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lciide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.6. APP diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a5 Aym {issel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dl¢iide farklidir (p<0,05).

4.6. Tau Proteini Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre lizatlarindaki hiperfosforile Tau proteini diizeyleri
Tablo 4.5. ve Sekil 4.7.’da verilmistir. Hiperfosforile Tau proteini diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla HSV, AD ve ADH gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
(p<0,05) artmistir (%93,4, %127,4 ve %117,3, sirastyla). Ap ve ABH gruplarinda da
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kontrol grubuna gore bir artis gdzlenmekle beraber (%23 ve %27,1, sirasiyla) bu artis
istatistiksel olarak anlaml degildir (p>0,05). Iki Alzheimer grubu birbirleriyle
karsilastirildiginda ise AD grubundaki artisin AP grubundan %84,9 daha fazla oldugu

ve aralarindaki farkin anlaml diizeyde oldugu goriilmistiir (p<0,05).

Tablo 4.5. Tau proteini diizeyleri.

Tau Protein Diizeyleri
Calisma Gruplari
(pg/mg protein)

Kontrol 0,23+0,072
HSV-gB 0,44+0,11°°

AD 0,51+0,05°¢

ADH 0,49+0,08°¢

AP 0,28+0,072°

ABH 0,29+0,02%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abc Ay {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Kontrol HSV AD ADH AB ABH

Sekil 4.7. Tau proteini diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a.b.¢ Ay iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli dl¢iide farklidir (p<0,05).



107

4.7. Kompleman Protein C1q Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre siipernatanlarinda 6l¢iilen kompleman protein
C1q diizeyleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Tiim ¢aligma gruplarinda hiicre i¢i
Clq diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir (HSV; %187,92, AD;
%330,25, ADH; %442,66, AB; %121,26 ve ABH; %161,04, p<0,05). En ¢ok artigin
AD ve ADH gruplarinda gozlendigi ve bu gruplardaki artisin diger g¢aligma
gruplarindaki artistan anlamli diizeyde fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Iki
Alzheimer grubu birbirleriyle karsilastirildiginda ise AD grubundaki artisin Ap
grubundan %94,49 daha fazla oldugu ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica alzheimer gruplarina kombine olarak HSV-gB
uygulanmasmin Clq diizeylerindeki artis1 arttirdigit (ADH grubundaki artis AD
grubundan %26,13 ve ABH grubundaki artis AB grubundan %17,98 daha fazla);

ancak bu artisgin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Tablo 4.6. Kompleman Protein C1q diizeyleri.

Cl1q Diizeyleri
Calisma Gruplari

(ng/mg protein)

Kontrol 1,224+0,10?

HSV 3,51+0,77°

AD 5,25+0,83°¢

ADH 6,62+0,50°

AP 2,70+0,71°

ABH 3,18+0,78°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abe Ayn {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.8. Kompleman Protein C1q diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abe Ayni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

4.8. Kompleman Protein C3 Diizeyleri Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre siipernatanlarinda 6l¢iilen kompleman protein C3
diizeyleri Tablo 4.7 ve Sekil 4.9°da verilmistir. HSV grubunda C3 diizeylerinin kontrol
grubuna kiyasla %25 arttig1 ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
goriilmistiir (p>0,05). Kontrol grubuna gore en fazla artis ise AD (~3 kat, p<0,05) ve
ADH (~3 kat, p<0,05) gruplarinda gozlenmistir. Ap grubunda 6lgiilen C3 diizeyinin
kontrol grubundan %80,6 daha fazla olmasina ragmen bu artisin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05). Bu grubun HSV-gB ile kombine edilmesiyle
olusturulan ABH grubunda ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis oldugu gdzlenmistir (~2 kat, p<0,05). iki Alzheimer grubu birbirleriyle
karsilastirildiginda ise AD grubundaki artisin AP grubundan ~2 Kkat daha fazla oldugu
ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmistir (p<0,05). Ayrica,
Alzheimer gruplarina kombine olarak HSV-gB uygulanmasimin C3 diizeylerindeki
artig1 arttirdig1 (ADH grubundaki artis AD grubundan %1,44 ve ABH grubundaki artis
AB grubundan %11,44 daha fazla); ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli

diizeyde olmadig1 gorilmiistiir (p>0,05).
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Tablo 4.7. Kompleman protein C3 diizeyleri.

C3 Diizeyleri
Calisma Gruplari
(ng/mg protein)

Kontrol 1,36+0,40?

HSV 1,70+0,422

AD 4,99+1,04

ADH 5,07+0,29°

AP 2,45+0,59%

ABH 2,73+0,47°¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Ayni {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.9. Kompleman protein C3 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a5 Aym {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 8l¢iide farkhidir (p<0,05).

4.8. Kompleman Protein C6 Diizeyleri Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre siipernatanlarinda 6l¢iilen kompleman protein C6
diizeyleri Tablo 4.8 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Tiim ¢alisma gruplarinda C6 diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla anlaml olarak artmistir (HSV-gB; %53,59, AD; %207,53,
ADH; %254,77, AB; %120,17 ve ABH; %134,56, p<0,05). iki Alzheimer grubu
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birbirleriyle karsilagtirildiginda ise AD grubundaki artisin A grubundan %39,67 daha
fazla oldugu ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
Ayrica alzheimer gruplarma kombine olarak HSV-gB uygulanmasinin C6
diizeylerindeki artis1 arttirdigi (ADH grubundaki artig AD grubundan %15,36 ve ABH
grubundaki artis AB grubundan %6,53 daha fazla); ancak bu artisin istatistiksel olarak
anlaml diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Tablo 4.8. Kompleman protein C6 diizeyleri.

C6 Diizeyleri
Calisma Gruplari
(ng/mg protein)

Kontrol 1,36+0,252

HSV 2,09+0,36°

AD 4,19+0,63%

ADH 4,8440,42°

AB 3,00+£0,37°

ABH 3,20+0,58%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abe Ay {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.10. Kompleman protein C6 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a5 Aym {issel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.10. Kompleman Protein C9 Diizeyleri Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre siipernatanlarinda 6l¢iilen C6 diizeyleri Tablo 4.9
ve Sekil 4.11°de verilmistir. HSV grubunda C3 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
%39,81 arttig1 ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir
(p>0,05). Kontrol grubuna gore en fazla artis ise AD (%420,64, p<0,05) ve ADH
(%501,9, p<0,05) gruplarinda gozlenmistir. AP ve APH grubunda olgiilen C9
diizeylerinin de kontrol grubundan anlamli dl¢iide daha fazla oldugu bulunmustur
(%49,28 ve %183, sirastyla, p<0,05). ki Alzheimer grubu birbirleriyle
karsilastirildiginda ise, AD grubundaki artisin AR grubundan %248,77 daha fazla
oldugu ve aralarindaki farkin anlaml diizeyde oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica
alzheimer gruplarina kombine olarak HSV-gB uygulanmasmin C6 diizeylerindeki
artis1 arttirdigi. AD ve ADH grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmazken (%15,61, p>0,05), ABH grubunda C9 seviyelerinin Ap grubuna goére
anlaml diizeyde arttig1 (%89,57, p<0,05) gozlenmistir.
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Tablo 4.9. Kompleman protein C9 diizeyleri.

C9 Diizeyleri
Calisma Gruplari
(ng/mg protein)

Kontrol 1,15+0,13¢2
HSV-gB 1,61+0,53%

AD 5,99+2,58"

ADH 6,930,61°

AP 1,72+0,14°¢

ABH 3,26+0,55¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abe Ayni iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden dnemli dl¢iide farklidir (p<0,05).
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Kontrol HSV AD ADH AB ABH

Sekil 4.11. Kompleman protein C9 diizeyleri.

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a.bed Aym {issel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).

4.11. interlokin-1a Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre siipernatanlarinda dlgiilen IL-1a diizeyleri Tablo
4.10 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla sadece AD ve ADH
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis oldugu gozlenmistir (~2 Kat,

p<0,05). HSV grubunda kontrol grubuna kiyasla %15,57 oraninda bir artis oldugu
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ancak bu artigin anlamli diizeyde olmadigi (p>0,05) bulunmustur. AP ile kontrol grubu
arasinda bir fark olmadigi goriilmiistir. APH grubunda ise kontrol grubuyla
karsilastirildiginda IL-1a diizeyinin %22,76 oraninda arttigi; ancak artisin anlaml
diizeyde olmadigi bulunmustur (p>0,05). iki Alzheimer grubu birbirleriyle
karsilagtirildiginda ise, AD grubundaki artisin AP grubunda goriilen artisin 2 katindan
daha fazla oldugu ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Ayrica alzheimer gruplarina kombine olarak HSV-gB uygulanmasmin C6
diizeylerindeki artis1 arttirdigi (ADH grubundaki artig AD grubundan %3,2 ve ABH
grubundaki artis AB grubundan %28,04 daha fazla) ancak bu artigin istatistiksel olarak
anlamli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Tablo 4.10. Interlokin 1-a diizeyleri.

IL-1a Diizeyleri
Calisma Gruplari

(pg/mg protein)

Kontrol 1,09+0,172

HSV-gB 1,26+0,312

AD 2,20+0,45

ADH 2,27+0,24°

AP 1,04+0,052

ABH 1,33+0,11%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

a.b¢ Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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IL-1a (pg/mg protein)
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Sekil 4.12. interlokin 1-a diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a.b¢ Ayny iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.12. interlokin-6 Diizeyleri

Calisma gruplarma ait hiicre siipernatanlarinda olciilen IL-6 diizeyleri Tablo
4.11 ve Sekil 4.13’te verilmistir. HSV grubunda IL-6 diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla %3,7 arttig1 ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gortilmiistiir
(p>0,05). Kontrol grubuna gore en fazla artis ise AD (%197,84, p<0,05) ve ADH (~3
kat, p<0,05) gruplarinda gozlenmistir. AR grubunda 6l¢iilen IL-6 diizeyinin kontrol
grubundan %26,58 daha fazla olmasina ragmen bu artisin istatistiksel olarak anlamli
olmadigr bulunmustur (p>0,05). Bu grubun HSV-gB ile kombine edilmesiyle
olusturulan ABH grubunda ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis oldugu gozlenmistir (%76,63, p<0,05). Tki Alzheimer grubu birbirleriyle
karsilastirildiginda ise, AD grubundaki artisin AB grubundan %135,29 daha fazla
oldugu ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica
Alzheimer gruplarina kombine olarak HSV-gB uygulanmasinin IL-6 diizeylerindeki
artist daha da indiikledigi (ADH grubundaki artis AD grubundan %12,13 ve ABH
grubundaki artis AB grubundan %39,53 daha fazla); ancak bu artisin istatistiksel

olarak anlamli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).



Tablo 4.11. interldkin-6 diizeyleri.

IL-6 Diizeyleri
Calisma Gruplari

(pg/mg protein)

Kontrol 0,70+0,06?

HSV-gB 0,72+0,052

AD 2,07+0,29°

ADH 2,32+0,16°

AP 0,88+0,27

ABH 1,23+£0,24°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

ab¢ Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.13. Interlokin-6 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

a.b¢ Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.13. interlékin-10 Diizeyleri
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Calisma gruplarma ait hiicre siipernatanlarinda olciilen IL-6 diizeyleri Tablo

4.12 ve Sekil 4.14°te verilmistir. Tiim calisma gruplarinda IL-10 diizeyleri kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir (HSV-gB; %62,48, AD; %515,8, ADH; ~8
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kat, AB; ~2 kat ve ABH; ~2 kat; p<0,05, hepsi). En ¢ok artisin AD ve ADH gruplarinda
gozlendigi ve bu gruplardaki artisin diger calisma gruplarindaki artistan anlamli
diizeyde fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Iki Alzheimer grubu birbirleriyle
karsilastirildiginda ise AD grubundaki artisin A grubundan 2 Kattan daha fazla oldugu
ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmistir (p<0,05). Ayrica
Alzheimer gruplarina kombine olarak HSV-gB uygulanmasinin IL-10 diizeylerindeki
artist arttirdigt (ADH grubundaki artis AD grubundan %44,98 ve ABH grubundaki
artis AB grubundan %16,35 daha fazla); ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli
diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Tablo 4.12. Interlokin-10 diizeyleri.

IL-10 Diizeyleri
Calisma Gruplari

(pg/mg protein)

Kontrol 1,71+0,41°2

HSV-gB 2,79+0,04°

AD 10,56+1,18°¢

ADH 15,31+4,20°

AB 4,24+0,56"

ABH 4,93+0,75¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
3.b¢ Ayny iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Interlokin-10 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abcdAyn {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.14. Tumor Nekroz Faktorii-a Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre slipernatanlarinda 6l¢iilen TNF-a diizeyleri Tablo
4.13 ve Sekil 4.15’te verilmistir. HSV grubunda TNF-a diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla 9%34,59 arttif1 ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
goriilmistiir (p>0,05). Kontrol grubuna gore en fazla artis ise AD (~3 kat, p<0,05) ve
ADH (~3 kat, p<0,05) gruplarinda gozlenmistir. AB grubunda o6lgiilen TNF-a
diizeyinin kontrol grubundan %44,24 daha fazla olmasmma ragmen bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur (p>0,05). Bu grubun HSV-gB ile
kombine edilmesiyle olusturulan APH grubunda ise kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis oldugu gézlenmistir (~2 kat, p<0,05). Ayrica
APBH grubundaki artisin AB grubundan da %62,44 daha fazla oldugu ancak aradaki
farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05). Iki Alzheimer grubu
birbirleriyle karsilastirildiginda ise AD grubundaki artisin A grubundan ~2 kat daha

fazla oldugu ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Tablo 4.13. Timor nekroz faktorii-a diizeyleri.

TNF-a Diizeyleri
Calisma Gruplari
(pg/mg protein)

Kontrol 3,71+0,65%
HSV-gB 5,000,652

AD 13,11+2,65°

ADH 12,97+1,68°

AP 5,36+1,87%

ABH 8,70+1,85%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab.cAyn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lciide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.15. Tiimor nekroz faktorii-a diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab.CAyn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.15. Déoniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta-1 Diizeyleri

Calisma gruplarina ait hiicre silipernatanlarinda olgiilen TGF-B1 diizeyleri
Tablo 4.14 ve Sekil 4.16’te verilmistir. HSV grubunda kontrol grubuna kiyasla TGF-

B1 diizeyinin %12,87 arttig1; ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
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gbzlenmistir (p>0,05). Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis sadece
ABH grubunda goriilmistiir (%29,7, p<0,05). AP grubunda goriilen %20,3’liik artis
ise istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Iki Alzheimer grubu
birbirleriyle karsilastirildiginda ise AB grubundaki artisin AD grubundan %32,67 daha

fazla oldugu ve aralarindaki farkin anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4.14. Déniistiiriicii biiylime faktorii beta-1 diizeyleri.

TGF-B1 Diizeyleri
Calisma Gruplan
(ng/mg protein)
Kontrol 54,03+7,432
HSV 60,98+13,722
AD 48,99+10,022
ADH 49,97+19,32%
AP 64,99+17,48%
ABH 70,07+4,60°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir. * ® Ayni iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden
6nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.16. Dontistiiriicii biiytime faktorii beta-1 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
b Ayn iissel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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4.16. DNA Metilasyonu Diizeyleri

Calisma gruplarina ait global DNA metilasyonu diizeyleri Tablo 4.15 ve Sekil
4.17°da verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda
global metilasyonun anlamli diizeyde diistiigli goriilmiistiir (%35,8, %45,9, %44.8,
strastyla; p<0,05). AP grubunda ise diizeyler kontrol grubuna gore %55,5 orasninda
artmistir (p<0,05). ABH grubunda ise global metilasyon diizeyinin kontrol grubundan
%16 fazla oldugu; ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur
(p>0,05). Tki Alzheimer grubu birbiriyle karsilastirildiginda ise AP grubunda diizeyin
AD grubundan %187,4 daha fazla oldugu gézlenmistir (p<0,05). Alzheimer gruplarina
kombine olarak HSV-gB uygulanmasi sonucunda AD ve ADH gruplari arasinda fark
gozlenmezken ABH grubunda global metilasyon diizeyinin AP grubundan %25,3 daha
diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4.15. DNA metilasyonu diizeyleri.

5-mC Diizeyleri
Calisma Gruplan

(pg/ng DNA)

Kontrol 49,59+8,10?

HSV 31,80+6,14°

AD 26,8346,12°

ADH 27,36+1,27°

AB 77,11+6,96°

ABH 57,64+8,68?

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Ay {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.17. DNA metilasyonu diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abe Ayni iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 8lgiide farklidir (p<0,05).

4.17. Histon H3 Asetilasyon Diizeyleri

Calisma gruplarina ait H3 asetilasyon diizeyleri Tablo 4.16 ve Sekil 4.18°de
verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda histon
H3 asetilasyonunun anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir (%56,9, %58,9, %76,9,
strastyla; p<0,05). AP grubunda asetilasyonun kontrol grubuna gore %31,6 oraninda
arttig1 goriilmiistiir; ancak artis anlaml diizeyde degildir (p>0,05). ABH grubunda da
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde bir azalis (%33,5)
gbzlenmistir (p>0,05). HSV, AD ve ADH gruplarinda H3 asetilasyon diizeyinin AP
grubuna gore de anlamli diizeyde diislik oldugu ol¢iilmiistiir (%67,3, %68,8, %82,5,
strastyla; p<0,05). Bu gruplar ABH grubuyla kiyaslandiginda ise bu anlamli farkin
kayboldugu goriilmiistiir.



Tablo 4.16. Histon H3 asetilasyon diizeyleri.

H3 Asetilasyon Diizeyleri
Calisma Gruplari
(ng/mg protein)
Kontrol 17,75+4,36%
HSV 7,63£1,54°
AD 7,2942,04°
ADH 4,09+2,27°
AP 23,37+2,182
ABH 11,80+3,88%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

a.b¢ Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.18. Histon H3 asetilasyon diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

b Ayni iissel harfleri tasgtmayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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4.18. Histon H4 Asetilasyon Diizeyleri

Calisma gruplarina ait histon H4 asetilasyon diizeyleri Tablo 4.17 ve Sekil
4.19’da verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda
histon H4 asetilasyonunun anlamli diizeyde azaldigi gériilmiistiir (%68,9, %61,5,
%72,5, swrastyla; p<0,05). Ap ve ABH gruplarinda ise kontrol grubuna gore fark
olmadig1 gézlenmistir. HSV, AD ve ADH gruplarinda histon H3 asetilasyon diizeyinin
AP grubuna gore de anlamli diizeyde diisiik oldugu ol¢iilmiistiir (sirastyla %70,2,
%62,9, %73,6; p<0,05).

Tablo 4.17. Histon H4 asetilasyon diizeyleri.

H4 Asetilasyon Diizeyleri
Calisma Gruplan
(ng/mg protein)
Kontrol 18,68+2,522
HSV 5,80+1,16"
AD 7,20+0,91%
ADH 5,13+1,70°
AB 19,44+2,232
ABH 18,90+4,62%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

a.b¢ Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.19. Histon H4 asetilasyon diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a5 Aym iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli lgiide farkhidir (p<0,05).

4.20. Coklu Histon H3 Modifikasyon Diizeyleri

Tez deneyleri kapsaminda calisma gruplarinda meydana gelen histon H3’te
meydana gelen 15 farkli metilasyon, 4 farkli asetilasyon ve 2 farkli fosforilasyon
modifikasyonu &l¢iilmiistiir. Olgiimler Kontrol, HSV, AD ve ADH olmak iizere 4
calisma grubunda gergeklestirilmistir. Modifikasyon diizeyleri Tablo 4.18’de
verilmistir. Histon H3 metilasyonu olarak histonun 4., 9., 27., 36. ve 79. lizin
kalintisinin metilasyonu, di-metilasyonu ve tri-metilasyonu degerlendirilmistir. HSV
grubunda tiim metilasyon diizeylerinin kontrol grubundan daha diisiik diizeyde oldugu
goriilmiistiir. AD ve ADH gruplarinda da HSV grubu ile benzer sekilde metilasyon
modifikasyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla diisiik seviyede oldugu
gozlenmistir. ADH grubunda ozellikle 4. lizin kalintisinda meydana gelen
modifikasyonlar (H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3) basta olmak iizere metilasyon
diizeyindeki azalmanin HSV ve ADH grubuna kiyasla daha fazla oldugu 6l¢iilmiistiir.
HSV, AD ve ADH gruplar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda histon 3 lizin 9
pozisyonundaki asetilasyon (H3K9ac) diizeylerinin azaldigi (%14,64, %8,28, %14,31,
sirastyla) gorilmiistir. H3 lizin 18 pozisyonunda ise (H3K18ac) HSV ve AD
gruplarinda degisim gozlenmezken ADH grubunda asetilasyonun kontrol grubuna

kiyasla %20,43 oraninda azaldig1 goriilmiistiir.



Tablo 4.18. Histon H3 modifikasyon diizeyleri.

Modifikasyon Kontrol HSV AD ADH
H3K4mel %61,10 %52,08 %54,10 %43,02
H3K4me2 %72,87 %68,65 %69,90 %52,39
H3K4me3 %61,83 %57,68 %67,55 %51,39
H3K9mel %72,43 %56,43 %69,40 %50,42
H3K9me2 %63,95 %55,66 %63,84 %56,95
H3K9me3 %54,59 %50,28 %57,71 %48,89

H3K27mel %62,40 %52,44 %61,55 %50,06
H3K27me2 %73,67 %68,69 %65,95 %52,85
H3K27me3 %60,42 %59,90 %55,65 %45,63
H3K36mel %69,88 %60,56 %69,79 %54,07
H3K36me2 %64,58 %56,79 %57,55 %59,90
H3K36me3 %71,86 %68,05 %70,84 %60,94
H3K79mel %73,23 %56,56 %58,70 %57,13
H3K79me2 %67,55 %61,03 %64,14 %68,10
H3K79me3 %58,91 %56,32 %58,18 %42,66
H3K9ac %63,49 %54,19 %58,23 %54,40
H3K14ac %56,92 %55,36 %55,13 %43,72
H3K18ac %70,57 %69,70 %70,15 %56,15
H3K56ac %58,03 %62,56 %64,96 %46,03
H3ser10P %69,26 %65,77 %66,39 %58,69
H3ser28P %60,80 %62,97 %66,10 %54,91

125
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4.20. Coklu Histon H4 Modifikasyon Diizeyleri

Calisma gruplarinda meydana gelen H4’te meydana gelen 5 farkli metilasyon,
4 farkli asetilasyon ve 1 farkli fosforilasyon modifikasyonu Ol¢lilmiistiir.
Modifikasyon diizeyleri Tablo 4.19°da verilmistir. Asetilasyon modifikasyonlari
olarak histon H4 proteininin 5., 8., 12. ve 16. lizin kalintisinda meydana gelen
asetilasyon diizeyleri Olciilmiistiir. Besinci pozisyondaki lizin kalintisinda meydana
gelen asetilasyon diizeyine bakildiginda HSV ve AD gruplarinda kontrol grubuna gére
sirastyla %14,26 ve %8,57 azalis meydana gelmistir. iki grubun kombinasyonu olan
ADH grubunda ise bu pozisyondaki asetilasyon diizeyi kontrol grubuna goére %35,95
azalmistir. Diger asetilasyon diizeylerinin de HSV, AD ve ADH gruplarinda kontrol
grubuna gore azaldigi gozlenmistir. A ve APH gruplarinda ise asetilasyon
diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigi goézlenmistir. Histon H4 serin
pozisyonundaki fosforilasyon diizeyleri incelendiginde ise HSV ve AP gruplarinda
fosforliasyon diizeyinin kontrol grubuna gore azaldigr gozlenmistir (%15,68 ve
%13,76, sirasiyla). Metilasyon diizeylerine bakildiginda ise HSV grubunda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda H4K20m2, H4K20m3, H4R3m2a ve H4R3m2s metilasyon
diizeylerinin sirasiyla %12,01, %27,49, %21,43 ve %17,19 oraninda azaldig

gbzlenmistir.



Tablo 4.19. Histon H4 modifikasyon diizeyleri.
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Modifikasyon | Kontrol | HSV AD ADH AB ABH

H4K5ac %87,25 %74,81 %79,77 %55,88 %92,09 | %84,70
H4K8ac %86,30 %77,99 %83,37 %66,76 %85,21 | %88,63
H4K12ac %75,60 %78,45 %86,75 %73,81 %91,39 | %96,72
H4K16ac %88,71 %71,94 %84,52 %92,76 %91,38 | %97,16
H4K20m1 %79,13 %76,55 | %80,28 | %93,57 %98,22 | %95,68
H4K20m?2 %83,51 %73,50 %85,69 %91,32 %93,82 | %88,31
H4K20m3 %94,15 %68,28 %85,69 %95,28 %93,41 | %88,31
H4R3m2a %91,50 %71,89 %80,19 %77,11 %96,18 | %98,42
H4R3m2s %97,39 %80,65 %89,12 %90,64 %94,31 | %97,06
H4Ser1P %95,58 %80,59 %97,10 %90,01 %82,43 | %88,45

4.21. Histon Deasetilaz 3 Diizeyleri

Calisma gruplarina ait HDAC3 diizeyleri Tablo 4.20 ve Sekil 4.20’da

verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda AD ve ADH gruplarinda HDAC3

diizeylerinin 2 kattan daha fazla arttig1 gozlenmistir (p<0,05). HSV grubunda da

kontrol grubuna oranla %31 oraninda artis gézlenmekle birlikte bu artisin istatistiksel

olarak anlamli olmadigi bulunmustur. Ap ve ABH gruplarinda ise kontrol grubuna

kiyasla 6nemli bir degisim gozlenmemistir. AD ve ADH gruplarinda gézlenen artigin

diger calisma gruplarinda gozlenen artistan da istatistiksel olarak anlamli diizeyde

fazla oldugu bulunmustur (p<0,05). ADH grubunda HDAC3 diizeyi AD grubundan da

%28 oraninda daha fazla olmakla birlikte, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).
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Tablo 4.20. Histon deasetilaz 3 diizeyleri.

HDACS3 Diizeyleri
Calisma Gruplari
(ng/mg protein)
Kontrol 8,37+2,1°
HSV 10,97+1,862
AD 17,99+2,05°
ADH 23,18+1,60°
AB 8,50+0,41°
ABH 9,94+0,93?

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

b Ayn iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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Sekil 4.20. HDAC3 diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a5 Aym {issel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).

4.19. Histon Deasetilaz 8 Diizeyleri

Caligma gruplarina ait histon HDACS diizeyleri Tablo 4.21 ve Sekil 4.21°de
verilmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda HDACS
diizeylerinin anlamli diizeyde arttig1 goriilmistiir (sirasiyla %22,5, %42,6, %92,1;
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p<0,05). AP ve ABH gruplarinda ise HDACS seviyesinin kontrol grubundan sirasiyla
%49,7 ve %34,3 oraninda daha az oldugu bulunmustur (p<0,05). ADH grubundaki
artisin hem HSV hem de AD grubundan (%56,8 ve %34,7, sirasiyla) daha fazla oldugu
goriilmiistiir ve HSV ile ADH gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugu ol¢iilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4.21. Histon deasetilaz 8 diizeyleri.

HDACS Diizeyleri
Calisma Gruplari
(ng/mg protein)
Kontrol 8,49+0,96%
HSV 10,40+0,40°
AD 12,11+£1,89%
ADH 16,31+1,72°
AP 4,27+0,67°
ABH 5,58+0,91¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abed Ayny iissel harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farkhidir (p<0,05).
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Sekil 4.21. HDACS diizeyleri.

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
a5 Aym {issel harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli élgiide farklidir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Alzheimer hastali§1 geriatrik popiilasyonda demansin en sik nedenidir.
Hastaligin baslangicinda en sik goriilen semptom kisa stireli hafiza kaybidir. Hastalik
ilerledikge motivasyon kaybi, konusma fonksiyonlarinda bozulma, 6z bakim
yonetememe ve davranig sorunlart goriilebilir (245).

Alzheimer hastaliginin nedenleri hala bilinmemektedir. Yillar gectikge AHmin
patogenezi ve hastaligin ilerlemesini etkileyen faktorler konusunda farkli hipotezler
ortaya atilmistir (245). HSV-1 gibi viral enfeksiyonlarin AH'nin gelisiminde 6nemli
roller oynayabilecegi diistintilmektedir. HSV-1 birincil enfeksiyonu genellikle
cocukluk caginda ortaya ¢ikar ve baglangigta yiiz mukoza zarlarindaki epitel
hiicrelerini ve ikincil olarak duyusal sinir terminallerini etkiler. Bu bolgelerde viriis
sinir sistemini istila edebilir. HSV-1'in enfekte olmus noronlarda saklanma kapasitesi
vardir; ¢esitli uyaranlara bagl olarak aralikli olarak aktive olabilir ve Omiir boyu
enfeksiyonlara neden olabilir (77, 246). Sekonder HSV-1 reaktivasyonunun bir sonucu
olarak ensefalit dahil ciddi nérolojik komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir (69).

Noroinflamasyonun AH patogenezinde rol oynayabilecegine iliskin artan
kanitlar mevcuttur. AH gelisiminde kompleman sistemin etkileri hakkinda ¢aligmalar
literatiirde mevcuttur (16, 122, 149). Kompleman sistem proteinlerinin
ekspresyonunun AH siirecinde arttig1 gozlenmistir (165-167). Kompleman sisteminin
bilesenleri diginda inflamasyonun gelisiminde rol oynayan proinflamatuvar
sitokinlerin de AH iizerinde etkili oldugunu gdsteren calismalar mevcuttur. AP
peptitlerinin birikmesinin ve plak olusumunun ana patolojik sonuglarindan biri
noroinflamasyonun gelismesidir (13). TNF-a, IL-1pB ve IL-6 gibi sitokinlerin, kronik
olarak yiiksek seviyelerde iiretildiginde dogrudan sitotoksik oldugu bulunmustur.
Ayrica TNF-a ve IL-1f'nin APP sentezini arttirdigi, ndroprotektif etkiye sahip olan
APP alfa sekretaz enziminin ekspresyonunu azaltti§i ve A olusumunu arttirdig: tespit
edilmistir (126,127,139).

Yasamin erken donemlerinde meydana gelen epigenetik degisiklikler, genel
saghigi yillar sonra bile etkileyebilir. Norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde
epigenetik mekanizmalarin rolii olduguna dair de yeni ¢alismalar mevcuttur. Ayrica
epigenetik mekanizmalarin ndroinflamasyon gelisiminde rol oynayabilecegine

yonelik veriler de mevcuttur. CK-p25 AH fare modeli iizerine yapilan bir aragtirma,
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bagisiklik tepkisi islevleriyle iligkili genlerin ekspresyonunun arttigini ve sinaptik ve
ogrenme islevlerinde yer alan genlerin ekspresyonunun azaldigini gostermistiri (247).
AH tedavisinde AP diizeylerini azaltma yaklasiminin, artan AP seviyelerinin neden
oldugu epigenetik degisikliklerin de tersine ¢evrilmesi ile tamamlanmasinin tedavi
etkinligini artirabilecegi disiiniilmiistir. AH tedavisinde epigentik yaklasimlarin
kullanilmasimmin amaci, hafiza olusumunda yer alan genlerin transkripsiyonunu
arttirmak ve Tau, APP ve B-sekretaz 1 (BACE1) gibi hastalik siirecindeki patojenik
ara Urlnlerin transkripsiyonunu azaltmaktir (248). Cesitli c¢alismalar, AH'deki
patolojik  degisikliklerin, epigenetik modifikasyonlar yoluyla semptomlarin
gelismesinden Once tersine g¢evrilebilecegini disiindiirmektedir (249,250). AH
gelisimi ile iliskili epigenetik siireglerin tanimlanmasi, AH ilerlemesinde rol olan
yolaklar1 ve mekanizmalar1 tam olarak belirlemek i¢in miikemmel tanisal belirtegler
saglayacak ve AH'nin baslangicta nasil basladigina dair yeni epigenetik bir model
ortaya konmasini beraberinde getirebilecektir. Ayrica, DNA metilasyonu gibi tersinir
olan bir siire¢ lizerinde yapilacak ¢alismalar, genomda yasa bagli degisiklikleri
onlemeyi veya hatta geri almay1 amaglayan epigenetik terapotiklerin gelistirilmesini
saglayabilecektir (248).

Bu tez calismasinda HSV-1 enfeksiyonunun AH iizerindeki olasi etkileri HSV-
1 gB uygulamasinin SH-SY5Y hiicreleri tizerinde hem inflamatuvar hem de epigenetik
parametreler lizerindeki etkileri dl¢iilerek degerlendirilmesi amaglanmistir. HSV-1’in
norinflamasyon siireci tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in, kompleman sistem
proteinleri (Clq, C3, C6 ve C9) ve bazi sitokinler (IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a ve TGF-
B1) 6lciilmiistiir. Epigenetik degisimlerin degerlendirilmesi i¢in ise DNA metilasyonu,
H3 ve H4 asetilasyonu, H3 ve H4’iin farkli pozisyonlarda ¢oklu modifikasyonlari
(asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon), HDAC3 ve HDACS8 enzim diizeyleri
Olclilmiistiir. Ayrica hiicrelerde iki farkli AH modeli olusturarak hastaligin
patogenezinde noroinflamasyonun ve epigenetik degisikliklerin oynadigi roliin
arastirilmast amaclanmistir. Son olarak, iki AH modeline ayr1 olarak kombine HSV-
gB uygulamasinin, hastalikta meydana gelebilecek olasi diizensizlikler iizerinde

artirict etkisi olup olmayacagi belirlenmeye ¢alisilmistir.
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5.1. Hiicre ici ROS Diizeyleri

Reaktif oksijen tiirleri, en az bir oksijen atomu ve bir veya daha fazla
eslesmemis elektron igeren molekiillerdir. Fizyolojik kosullar altinda, aerobik
solunum veya inflamatuvar siiregler gibi hiicre siiregleri sirasinda, oOzellikle
hepatositlerde ve makrofajlarda diisiik miktarlarda ROS olusur. Ayrica, ROS sinyal
molekiilleri olarak gorev yapar; fizyolojik kosullarda hiicre farklilagmasini ve
apoptozu indiikleyerek dogal yaslanma siirecine katkida bulunurlar. UV 1sinlarina asiri
maruz kalan, uzun siireli stres kosullari, yogun fiziksel egzersiz, yetersiz/kotii
beslenme ve kimyasal/biyolojik ajanlara maruziyet sonucunda ROS iiretimi artar.
ROS’un asir1 tiretimi birgok inflamatuvar hastaligin ilerlemesinde temel rol oynar
(251,252).

Beyin yiiksek diizeyde oksijen tiiketir ve bu nedenle ROS, yaglanan beyinlerde
ve daha da Onemlisi AH beyinlerinde bulunan noéronal hasarda onemli bir rol
oynayabilir. Frontal korteksten gelen hiicresel oksidatif belirtegler, hafif biligsel
bozukluktan siddetli AH’ye dogru ilerleyen bir siirece yol agabilir. Bu da, oksidatif
hasarin AH’nin gelisiminde ve ilerlemesinde aktif olarak yer alan erken bir olay
oldugunu gostermektedir (253,254).

Calismamizda her iki Alzheimer modeli grubunda da (AD ve AP) hiicre igi
ROS diizeylerinin arttifi goriilmiistiir. Bu veriler ROS diizeyinin artmasmin AH
gelisimindeki rolii konusunda 6nceki galismalarla tutarlidir (251-254). AB grubunda
ROS iiretiminin AD grubundan da fazla oldugu goézlenmistir. Wang ve ark. (2010)
yaptiklar1 ¢alisamada Api-42 peptidi uygulamasinin SH-SY5Y ve U87 insan glioma
hiicre hatlarinda ROS iiretimini artirdigini gostermislerdir (255). Ayni zamanda, ROS
tiretiminde artisin noronlarda AP tretimini de arttirdign goériilmistiir (256). Bu
caligmalardan elde edilen veriler ROS ve A peptitlerinin beyinde bir geri besleme
dongiisii igerisinde olabilecegini gostermektedir. Bu durum, ¢calismamizda AB ve ABH
gruplarinda ROS diizeyindeki artisin diger ¢alisma gruplarindan da daha fazla
olmasini agiklamaktadir.

Viral beyin enfeksiyonuna yanit olarak mikroglial hiicreler tarafindan ROS ve
pro-inflamatuvar sitokinlerin iiretimi, hem patojenlerin temizlenmesine hem de
noronal hasara katkida bulunur. HSV enfeksiyonunun ROS diizeylerini arttirdigi

gosteren galismalar literatiirde mevcuttur (257-259). Yapilan bir in vitro ¢alismada RA
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kullanilarak néronal fenotipe farklilastirilmis fare P19N embriyonik karsinoma
hiicrelerine HSV-1 uygulanmistir. HSV-1 enfeksiyonu sinir hiicrelerinde ROS
diizeylerini enfeksiyondan 1 saat sonra %21,5 artirmis (p<0,01) ve artis 24 saat
boyunca devam etmistir. Ayni ¢alismada 1s1 ve UV 1sikla inaktive edilmis HSV-1
hiicrelere uygulandiginda ayni etki goriilmediginden bu viral etkinin goriilmesi igin
viriisiin hiicre igine girisi ve replikasyonunun gerektigi diistiniilmiistiir . Bu bulgular,
sinir hiicrelerinin HSV-1 ile enfekte olmasinin oksidatif strese neden oldugunu ve
enfeksiyonun ROS gelisme siireci ile sinir sisteminde patolojiye yol
acabileceginigostermistir (257). Baska bir calismada HSV-1 enfeksiyonu, U937
monositik hiicrelerinde NF-«xB yolagin1 aktive edebilecek sekilde ani bir ROS
tiretimini indiiklemistir. ROS diizeyi uygulamadan yarim saat sonra 4 kat artmistir
(p<0,01) ve zamanla ROS diizeyi diismiistiir (258). Hu ve ark. (2011) yaptiklar
calismada, fare mikroglialarinda HSV-1 ile indiiklenen NADPH oksidaz tiirevli
ROS’un, mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar1 (MAPK) aktive etmedeki ve
sitokin/kemokin ekspresyonu {izerindeki etkileri incelenmistir. HSV enfeksiyonunun
ardindan, hiicre i¢i ROS diizeylerinin oldukg¢a yiiksek oldugu bulunmus ve viriisiin
neden oldugu ROS’un c¢ogunlugunun bir NADPH oksidaz inhibitorii olan
difenileniyodonyum ve aposinin uygulamasinin ardindan bloke edildigi goriilmiistiir.
Buna bagl olarak, NADPH oksidazin inhibisyonu viriis kaynakli proinflamatuvar
sitokin ve kemokin firetimini azaltmistir. Burada sunulan veriler, HSV
enfeksiyonunun, NADPH oksidaza bagimli ROS ve MAPK ’lerin aktivasyonu yoluyla
mikrogliadaki proinflamatuvar yanitlari indiikledigini gostermektedir (259).
Calismamizda SH-SYSY hiicrelerine HSV-1 gB uygulanmasinin ROS
diizeyini anlaml diizeyde arttirdig1 gézlenmistir. Bu durum daha 6nce yapilan benzer
calismalardan elde dilen veriler ile uyumludur (257-259). Calismalarda ROS olusumu
i¢in viriisiin hiicre i¢ine girisinin gerekli oldugu goriilmiistiir ve HSV gB’nin hiicre
icine giriste fiizojen gorevi gormesi sebebiyle viriisiin ROS olusturma potansiyelinin
bir kismindan gB’nin sorumlu oldugu diisiiniilebilir (61,259). Bu bulgular HSV
enfeksiyonun ROS olusumu yoluyla ndronal hasara sebep olabilecegini ve AH

patogenezine bu sekilde katkida bulunabilecegini kanitlamaktadir.
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5.2. Alzheimer Hastahgu ile ilgili Parametrelerdeki Degisiklikler

Alzheimer hastaligi (AH) patogenezi, anormal AP metabolizmasi, Tau
hiperfosforilasyonu, oksidaif stres, reaktif glial ve mikroglial degisiklikler ve diger
patolojik siirecleri iceren karmasik bir siirectir. Hastaliga iligskin iki 6nemli patolojik
bulgu tanimlanmistir. Bunlar, A igeren ekstraseliiler plaklar ve hiperfosforile edilmis
Tau proteinlerinden olusan intraseliiler NFY’lerdir (4). NFY’ler, mikrotiibiillerle
iligkili hiperfosforile hiicre iskelet proteini Tau'nun fibriler kiimeleridir ve hem hiicre
ici hem de hiicre disinda bulunabilirler. Ekstraseliiler plaklar ise, APP’nin diizensiz
bolinmesinin Urlinleri olan AP peptitlerinin asir1 birikmesi sonucu olusur (260).
Yapilan bir in vitro ¢caligmada RA ve BDNF uygulanarak farklilastiritlmig SH-SY5Y
hiicrelerinde Tau proteininin hem diizeyinin hem de fosforilasyon oraninin arttig
bulunmustur. Tau fosforilasyonunun, ser-199, ser-202, thr-205, ser-396 ve ser-404
bolgelerinde arttiglr goriilmiistiir. Ayrica farklilasmis SH-SYSY hiicrelerinde Tau
fosforilasyonunun mekanizmasinda GSK3p enzimin etkisi olup olmadig
arastirilmistir ve GSK3p inhibisyonu yoluyla Tau fosforilasyonunun doza bagl
azaldigt bulunmustur. Boylece RA ve BDNF ile farklilastirilmis SH-SYSY
hiicrelerinin, Tau fosforilasyon mekanizmalarinin incelenmesi ve potansiyel GSK3[3
inhibitdrlerinin taranmasi i¢in uygun bir model gorevi gorebilecegi diistiniilmiistiir
(261).

Yaptigimiz ¢alismada olusturulan iki farkli AH modelinde AP1-42, fosforile Tau
proteini ve APP diizeyleri 6l¢ililerek modellerin gegerliligi test edilmistir. RA ve BDNF
kullanarak yapilan birinci model olan AD grubunda fosforile Tau proteini ve APP
diizeylerinin anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir. APi-42 peptit diizeyinde ise artis
goriilmekle birlikte aradaki farkin anlaml diizeyde olmadigi saptanmistir. Tam tersine
AP agregatlar1 kullanilarak olusturulan ikinci modelde (AP grubu), fosforile Tau ve
APP diizeylerine artis gozlenmekle birlikte bu artisin istatistiksel olarak anlaml
diizeyde olmadigi; APi-42 peptit diizeyinin ise 3 kattan daha fazla arttig1 goriilmiistiir.
AD grubunda fosforlie Tau proteini diizeyinin artmast SH-SYS5Y hiicrelerinin benzer
sekilde farklilastirilmast ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglarla benzerdir. Iki
farkli AH modelinden elde edilen sonuglarin farkli olmasi ise, modellerin AH
patogenezinin farkli yonlerini yansittigini diisiindiirmektedir. Bulunan sonuglar

degerlendirildiginde birinci modelin Tau patofizyolojisi {izerinden ikinci modelin ise
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amiloid patolojisi tiizerinden AH’nin degerlendirilmesine olanak sagladig
diisiiniilebilir.

Herpes simpleks viriisii-1’in AH ile iligkili olabilecegini gosteren pek ¢ok kanit
sunulmustur (9-11, 78-80). Wozniak ve ark. (2007), HSV-1 enfeksiyonunun insan SH-
SYS5Y hiicrelerinde A birikimine neden oldugunu gostermistir (10). Yakin zamanda
yapilan baska bir ¢alismada ise, HSV-2 enfeksiyonunun SK-N-MC noéroblastoma
hiicreleri iizerindeki etkisi arastirilmistir ve viriisiin hiicrelerde AP ve hiperfosforile
Tau diizeylerini arttirdigir bulunmustur (262). Yine SH-SYSY hiicreleri kullanilarak
yapilan bagka bir ¢aligmada da Wozniak ve ark. (2009) HSV-1 enfeksiyonunun
hiicrelerde ser-202, tre-212, ser-214, ser-396 ve ser-404 dahil ¢esitli bolgelerde Tau
fosforilasyonuna neden oldugunu ve GSK3p enzimini indiikledigini gostermislerdir
(263). Bu veriler ayn1 hiicre hattinda RA ve BDNF ile yapilan hiicre farklilagtirmasi
sonucu yapilan deneyden elde edilen verilerle benzer bulunmustur (261). Bu durum
HSV-1 enfeksiyonunun AH {izerinde benzer mekanizmalar iizerinden etki
gosterebilecegini  diisiindiirmektedir. Santana ve ark. (2012)’nin yaptiklari bir
calismada, HSV-1’in SH-SYS5Y hiicrelerinde APP diizeylerini artirdigi, APP’nin non-
amiloidojenik metabolizmasini inhibe ettigi ve hiicrelerde AP birikimine yol actig
bulunmustur (264).

Calismamizda hiicrelere HSV-gB uygulanmasinin fosforile Tau ve Api-42
peptit diizeylerini anlaml 6l¢iide arttirdigi, APP diizeyinde ise artisa neden olmakla
birlikte bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir. Caligmada HSV
uygulamasi ile fosforile Tau diizeyinde gozlenen artisin, AD grubu ile benzer olmasi
HSV enfeksiyonunun benzer mekanizmalar iizerinden AH gelisimine etkisi
olabilecegini gostermektedir. Ayn1 zamanda elde edilen veriler Onceki benzer
calismalardan elde edilen veriler de tutarlilik gostermektedir. Bir diger 6nemli bulgu
ise, RA ve BDNF ile indiiklenen AH modelinde (AD grubu) AP diizeylerinde anlamli
bir artis olmazken, ayni1 grubun HSV-gB ile kombine edilmesiyle olusturulan ADH
grubunda APi-42 peptit diizeyi anlamli dl¢giide artmistir. Bu, HSV-1 gB uygulamasinin
ve dolayisiyla HSV-1 enfeksiyonunun AH'nin ilerlemesine katkida bulunabilecegini

gostermektedir.
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5.3. Sitopatolojik Degisiklikler

Noroblastoma hiicrelerinin RA ve BDNF kullanilarak farklilastirildigi bazi
calismalar yapilmistir. Noronal farklilasmayi takiben, SH-SYS5Y noéroblastoma
hiicrelerinin proliferasyon oraninda azalma oldugu; néron dejenerasyonu ve norit
olusumu ve hiicrelerin uzamasi ve olgun noron belirteglerinin ekspresyonu da dahil
olmak {izere bir dizi morfolojik ve biyokimyasal olay1 ortaya ¢ikar ve boylece hiicreler
fenotipik olarak birincil néronlara daha yakin hale gelir (241). Yapilan bir ¢aligmada,
SH-SYS5Y hiicrelerine RA uygulamasini takiben hiicrelerin incelip uzadigi ve néronal
uclar boyunca varislerin goriildiigii gézlenmistir (265). HSV-1 enfeksiyonun da
noronlarda saglikli kontrollere gore dendritik u¢ sayilarini azalttig1 ve dejenerasyona

sebep oldugu bulunmustur (266).

Calismamizda kontrol grubunda SH-SY5Y hiicrelerinin epitel benzeri hiicreler
ve kisa dendrit ve aksonlu ndron benzeri hiicreler ile heterojen bir popiilasyon
gosterdigi gézlenmistir. Diger gruplarda (HSV, AD, AP, ADH ve ABH gruplan) hiicre
sayis1 ve epitel benzeri hiicre sayis1 kontrol grubuna gore azaldigi goriilmiistiir. Bu
gruplarda noron benzeri hiicreler ve ndronal uglar boyunca varisler goriilmiistiir. HSV
grubunda az sayida iki ¢ekirdekli hiicre gozlenmistir ve hiicre boliinmesinin olmamasi
yaslanmay1 desteklerken, bu grupta uzun dendrit ve aksonlarin varligi noéronal
farklilasmay1 desteklemistir. AD grubundaki hiicrelerin sitoplazmalarinda hiicreler
daha ig seklinde, daha uzun ve daha ince noronal uglara sahip olarak belirlenmis ve
dagiik vakuoller goriilmiistiir. Bu grupta, ince uzun noéronal ug¢lar boyunca varisler
belirgin olarak gozlenmistir. A grubunda ise sitoplazmada ve ayrica hiicre ¢evresinde
koyu renkli birikimler belirgin olarak goriilmiistiir. Diizensiz sinirlara sahip noron
benzeri hiicreler ve hiicre kiimelerini olusturan ¢ok sayida yuvarlak, ayrik hiicre, bu
gruptaki hiicre dejenerasyonunu yansitmaktadir. ADH grubunda ¢ift c¢ekirdekli
hiicreler ve vakuoller gézlenmistir. ABH grubunda sitoplazmada birikim gosteren cift
¢ekirdekli hiicreler ve goklu vakuolleri belirgin dejenere hiicreler belirlenmis ve bu
grupta noronal uglarda bile vakuollerin oldugu goriilmiistiir. HSV ve AD gruplarinda
benzer sitopatolojik degisikliklerin gozlenmesi HSV-gB uygulamasinin hiicreler
tizerinde birinci AH modeli ile benzer etki potansiyeline sahip olabilecegini

gostermistir. AP grubunda sitoplazma ve hiicre c¢evresinde koyu renkli birikimler



137

goriilmesi ve bu bulguya paralel olarak bu grupta dlgiilen AP1-42 peptit diizeylerinin
artmis olmasmin hiicre i¢i ve hiicreler arasi AP birikimine isaret edebilecegi
diisiiniilebilir. Onemli bir bulgu olarak ise, ADH grubu ve APH grubunda gdzlenen
dejenerasyon diizeyinin tek baslarina AD ve AP grubunda gdzlenenden daha fazla
oldugu belirlenmistir ki bu durum HSV-1 enfeksiyonunun AH'nin ilerlemesine katkida

bulunabilecegini gostermektedir.
5.4. Kompleman Sistem Proteini Diizeyleri

Kompleman sistemi, mikroplara ve antikor aracili doku hasarima karsi
savunmada gorev alan, hiicre zarinda yer alan bir grup proteinden olusur. Bu sistem,
dogustan gelen bagisiklik sisteminin Onemli bir bilesenidir (267). Kompleman
proteinleri Clq, C3 ve C4'lin sinir sisteminde iyi eksprese edildigi ve saglikli
deneklerle karsilastirildiginda AH hastalarinda birka¢ kat daha yiiksek diizeyde
eksprese edildigi gosterilmistir (16). Kompleman sisteminin bilesenlerinin ve diger
inflamatuvar molekiillerin AH'nin gelisiminde rol oynadig1 giderek daha fazla kabul
edilmektedir (13). Bu tez ¢alismasinda kompleman sistemin AH {izerindeki rolii ve
HSVgB’nin bu sistem iizerindeki olast etkileri Clq, C3, C6 ve C9 proteinlerinin
Olciilmesi ile degerlendirilmistir.

Zhou ve ark. (2008) yaptiklar1 calismada farelerde artan C1q seviyelerinin Tau
proteini diizeylerinde artigsa karsilik geldigini gostermistir (16). Baska bir ¢alismada
ise, Tg2576-AH farelerde Clq ekspresyonu baskilanarak Clqg’nun etkileri
arastirilmistir. AP plaklarini gevreleyen aktif glia sayisinin C1q eksikligi olan farelerde
daha diisiik oldugu gozlenmistir. Aym1 zamanda bu farelerde sinaptofizin ve
miktotiibiil 1iliskili protein-2 (MAP2) diizeylerinde azalmanin daha az oldugu
bulunmustur. Bu bulgular Clg'nin bir inflamatuvar tepki baslatarak noéronun
biitiinliigl tizerinde zararli bir etkiye sahip olabilecegi sonucuna yol agmistir (268).
Sarvari ve ark. (2003) yaptiklari in vitro ¢alismada ise C1 kompleks inhibitori C1-
Inh'nin hipokampal hiicreler tizerindeki etkilerini aragtirmislardir. C1q inhibisyonunun
hipokampal hiicreleri Af kaynakli kompleman lizisinden korudugu gosterilmistir
(269). Hipokampustaki ve korteksteki noronlar, genellikle konak¢i dokuyu
kompleman pargalanmasindan koruyan kompleman inhibitorlerinden eksik

olduklarindan, kompleman aracili hasara karsi daha savunmasizdir (270). C1qg, hem
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hipokampusta hafiza olusturan biyokimyasal siire¢lerde 6nemli bir rol oynar; hem de
AP oligomerlerinin sinapslardaki toksisitesini artirir (271).

Calismamizda tiim ¢alisma gruplarinda Clq seviyesinin arttig1 gézlenmistir.
Kontrol grubuna kiyasla en fazla artiy AD ve ADH gruplarinda olmustur. Bu iki
grubun ayni1 zamanda Tau proteini ve APP diizeylerinin de en fazla arttig1 grup daha
onceki galigsmalarda ortaya sunulan Clq ve Tau proteini diizeylerinin es zamanl
artmasi hipotezini destekler niteliktedir. Diger calisma gruplarinda da, Clq ve Tau
proteini diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla benzer oranlarda arttigr goriilmiistiir.
HSV grubunda Clg seviyelerinin artmast da HSV-gB uygulamasinin
noroinflamasyona sebep olarak AH patolojisine katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Ayn1 zamanda ADH grubunda goézlenen artisin AD grubundan, ABH
grubunda gozlenen artigin ise AP grubundan daha fazla olmas1t HSV enfeksiyonunun
kompleman sistem aktivasyonu yoluyla hastaliin seyrini kotiilestirebilecegini

distindiirmiistiir.
5.5. Sitokin Diizeyleri

Kompleman sisteminin bilesenleri disinda inflamasyonun gelisiminde rol
oynayan proinflamatuvar sitokinlerin de AH iizerinde etkili oldugunu gosteren
caligmalar mevcuttur. Baz1 ¢alismalarda bu sitokinlerin noronlart AH kaynakh
toksisiteden korudugu gosterilmistir. Ornegin; IL-6 ekspresyonunun AH'nin erken
evrelerinde gelisen inflamatuvar hasara kars1 koruma saglayabilecegi ileri stiriilmistiir
(124). Baska bir in vitro c¢alismada hastaligin klinik Oncesi evrelerinde diisiik
konsantrasyonlarda {iretilen TNF-a'nin AP kaynakli toksisiteyi Onleyebildigi
gosterilmistir (122). Bununla birlikte, AH siirecinde bagisiklik sisteminin uzun siireli
uyarilmasinin dezavantajlari, avantajlarindan daha agir basmaktadir (125). TNF-a, IL-
1B ve IL-6 gibi sitokinlerin, kronik olarak yiiksek seviyelerde iiretildiginde, dogrudan
sitotoksik oldugu bulunmustur. Ayrica TNF-a ve IL-1B'nin APP sentezini arttirdig,
noroprotektif etkiye sahip APP alfa sekretaz enziminin ekspresyonunu azalttigi ve A3
olusumunu arttirdigr bulunmustur (126,127,138). AH'de plaklarda TGFB1 tespit
edilmistir. AH'li hastalarin BOS ve serumunda, demansi olmayan kontrol hastalarina
gore daha yiiksek TGFB1 seviyeleri bulunmustur ki, bu da anti-inflamatuvar savunma

mekanizmalarinin hastalik siirecinde ¢aligtigini gostermektedir (142). Ayrica anti-



139

inflamatuvar ajanlarin kullanimi ile AH baslangicindaki gecikmeyi iligskilendiren ¢ok
sayida epidemiyolojik ¢alisma, bu demansa yol agan patojenik olaylarda inflamatuvar
stireclerin katkisin1 desteklemektedir (272,273). Yapilan bir arastirmada da yaygin bir
anti-inflamatuvar ilag olan ibuprofenin APP'yi asir1 eksprese eden transgenik farelere
oral yoldan verilmesinin, IL-1B ve AP pepitlerinin MSS’deki diizeylerini azalttigi
gorilmistiir (274).

Calismamizda interlokin (IL-1a, IL-6, IL-10) ve TNF-a diizeylerindeki
artislarin APP diizeyindeki artisa karsilik geldigi gortilmiistiir. AD grubunda IL-1a,
IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeylerinin 3 kattan fazla diizeyde arttig1 goriilmiistiir. Veriler
hiicrelerin RA ve BDNF ile farklilastirma siirecinde proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu artirdigimi gostermektedir ve bu durum yaslanma ve AH gelisim
stirecinde bagigiklik tepkisinin uzun siireli asir1 artisiin etkisi olabilecegini
dogrulamaktadir. Hiicrelere AP uygulamasinin ise, IL-10 ve TNF-a diizeylerini
anlamli Ol¢lide arttirdigr goriilmiistiir. IL-1a, IL-6 ve TGF-B1 diizeylerinde ise artis
goriilmekle birlikte bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gorilmiistiir. Bu
sonuglar da hiicrelerde A birikiminin hiicrelerin bagisiklik tepkisini uyararak sitokin
saliimin artirdigini gostermektedir.

HSV-1 enfeksiyonunun, insan mikroglial ve kornea epitel hiicrelerinde
interferonlarin ve IL-la, TNF-o, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu arttirdign  gosterilmistir  (275,276). Calismamizda HSV-1 @B
uygulamasinin IL-10 diizeylerini anlaml diizeyde arttirdigt; IL-1a, IL-6, TNF-a ve
TGF-B1 diizeylerinde ise anlamli diizeyde artisa yol agmadig1 gozlemlenmistir. HSV
grubunda AH parametrelerinde meydana gelen degisiklikler ve sitokin diizeyleri
birlikte ele alindiginda, HSV enfeksiyonunun AH patolojisi lizerindeki olasi
mekanizmalarindan birinin bagigiklik tepkisinin uzun siireli uyarilmasi oldugu
diisiiniilebilir. Ayrica, hem ADH hem de ABH grubunda gbzlenen sitokin diizeylerinin
tek basina AD ve AP grubunda gozlenen diizeylerden daha fazla olmasi, HSV
enfeksiyonunun AH siirecinde MSS’de meydana gelen inflamasyon siirecini

siddetlendirerek hastaligin gelismesini hizlandirabilecegini gostermektedir.
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5.6. DNA Metilasyonu

Genlerin promotor bolgeleride meydana gelen DNA metilasyonu,
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini inhibe ederek dogrudan gen
ekspresyonunun durdurulmasina yol agar (185). PSEN-1 gibi genlerin promotor
bolgelerinin hipometilasyonu AP gibi {irlinlerin iiretiminin artmasi ile sonuglanir
(207). Mano ve ark. (2017)’nin yaptiklar1 ¢aligmada, normal beyin Ornekleri
postmortem AD beyin Ornekleri ile karsilastirilmistir. DNA onarim proteinini
kodlayan BRCA1 geninin promotdr bolgesinin AH beyninde hipometile oldugu
bulunmustur (216). PSEN-1 gibi genlerin promotor bolgelerinin hipometilasyonunun,
AP iiretiminde artisa yol actigi bulunmustur (207). APP geninin, promotor bolgesi
normal fizyolojik kosullarda metilasyonu ile susturulur. Bununla birlikte, yaslanma
sirasinda bu gen demetile duruma gecerek, APP ekspresyonunu ve sonu¢ olarak
beyinde AP birikimini artirir (215). AH'de genellikle spesifik olarak hipokampal ve
serebral korteks hiicrelerinin DNA metilasyonunda azalmalar gdzlenmistir. Ornegin,
postmortem AH beyinlerinden alinan kortikal noéronlarda, 5-mc seviyeleri saglikli
kontrollerinkinden daha diisiik bulunmustur. Benzer sekilde, AH hastalarinin
hipokampiisiinde, serebral kortekste ve serebellumda diisik 5-mc diizeyleri
bildirilmigtir. Ayrica, DNMT-1 ve metillenmis DNA-baglayict 2 gibi baz1 metilasyon
koruma faktorlerinin, saglikli kontrollerin aksine AH’li beyinlerin hipokampiisiinde
azaldigi bulunmustur (213,214). DNMTI1 enzimi gibi metilasyonla ilgili bazi
faktorlerin de, AH hastalarinda entorhinal korteks tabakasinin noronlarinda 6nemli
Ol¢iide azaldig1 ve buna bagli azalan metilasyon diizeyleri sergiledikleri gdzlenmistir
(210). Yash farelerin hipokampiisiinde DNMT3a2'nin asir1 ekspresyonu ise genel
metilasyon diizeyini artirmis ve hafizay1 gelistirmistir (219).

Calismamizda HSV, AD ve ADH gruplarinda kontrole gére anlamli 6l¢iide
azalmis DNA metilasyonu seviyeleri gozlenmistir. Birinci Alzheimer modelinde
goriilen global hipometilasyon yapilan ¢alismalardan elde edilen verilerle tutarlidir
(216-219). HSV grubunda da AD grubu ile benzer bir metilasyon diizeni goriilmesi
HSV-1 enfeksiyonunun hipometilasyon mekanizmasi yoluyla hiicre yaslanmasina ve
AH patogenezine katkida bulunabilecegini gostermistir. Bunun tersine ikinci
Alzheimer modeli olan AP grubunda DNA metilasyonu diizeyinin kontrol grubu ve

diger ¢alisma gruplarina gore anlaml diizeyde arttig1 bulunmustur. Béylece iki farkl
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Alzheimer modelinin farklit DNA metilasyon profili gosterdigi bulunmustur. Taher ve
ark. (2014)’nin yaptiklart in vitro ¢alismada kolinerjik IMR-32 insan noroblastoma
hiicrelerinin - APi40 peptitine maruz birakilmast sonucunda global DNA
metilasyonunun degismedigini gostermislerdir. Ancak, noral faklilasma ve apoptozu
yonlendiren gen bolgelerinde hem hipermetilasyon hem de hipometilasyon durumu
goriilmiistiir (211). Iki Alzhimer modeli arasinda meydana gelen DNA metilasyonu
profili farkliligina birinci modelin (AD grubu) hiicre yaslanmasini temel almasi
sebebiyle yaslanma ile birlikte goriilen hipometilasyon calismalar1 ile benzerlik
gostermesi (203,204); hiicrelere APi-42 peptiti uygulanmasi ile olusturulan AP
grubunda ise ndrogenezde gorev alan ve a-sekretaz gibi normal fizyolojik kosullar igin
gerekli olan enzimleri kodlayan genlerin promotor bdlgelerinde olusabilecek
hipermetilasyonun toplam DNA metilsyonu oranini artirmasi seklinde yorumlanabilir.
Bie ve ark. (2014) yaptiklar1 in vivo ¢alisamadan da bu hipotezi destekleyebilecek
veriler elde edilmistir. Calismada APi-42 enjekte edilen sicanlarin beyinlerinde
neuroligin-1 (NLGN1) geninin promotor bolgelerinde hipermetilasyon goriilmiistiir.
Bu da NLGN1 ekspresyonunda azalma ile birlikte sinaptik plastisitenin azalmasina ve

bunun sonucunda hafiza ve 6grenmede bozulmaya neden olmustur (277).
5.7. Histon Modifikasyonlar:

Histon modifikasyonlart MSS'nin gelisimi, travma sonrasi stres bozukluklari,
hafiza olugsumu ve bagimlilik gibi genis norobiyolojik siire¢lerde yer alir. Ayrica,
histon modifikasyonlarinin noronal farklilagsma, kolin asetiltransferaz aktivitesinin
diizenlenmesi, BDNF transkripsiyonu, mikroglial apoptoz, akson olusumu ve sinaptik
budama gibi bir¢ok spesifik fizyolojik olayda da 6nemli gorevleri vardir (220,222).
Norodejeneratif hastaliklar i¢in en dikkate deger risk faktorii yastir ve yaslanma
dogrudan biligsel kapasitedeki diistisle iliskilidir. Bu nedenle, beyin yaslandik¢a
goriilen kromatin degisiklikleri, bilissel bozulmay1 onlemek i¢in 6nemli hedefler
olabilir. Ek olarak, bu tiir degisiklikler dejeneratif hastaliklarin gelisimine katkida
bulunabilir. Degisen histon asetilasyon ve metilasyon diizeyleri ileri yasla
iliskilendirilmistir (278). Yaslanma ile birlikte histon modifikasyonlarinin farkli
diizeylerde ve yonlerde degisebilecegi gozlenmistir. Hayvan modellerinde yapilan

incelemelerde yasglanma ile birlikte serebral korteks ve hipokampiiste H3K9me2,
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H3K9me3 ve H3K27me3 seviyelerinde azalma; H3K36me3 ve H3K27ac
diizeylerinde ise artis gozlenmistir (279). Yash farelerde BDNF gen promotor
bolgelerinde H3K27ac diizeyinin azaldigi, H3K27me3 diizeyinin ise arttig1
bulunmustur (280).

Histon asetilasyonu gibi post-translasyonel modifikasyonlar, beyindeki gen
aktivasyonu ve baskilanmasindaki rolleri i¢in giderek daha fazla taninmaktadir.
Epigenetik faktorler, hafiza ve uzun siireli sinaptik plastisite ile ilgili genlerin
diizenlenmesinde Onemli bir rol oynamaktadir (201). AH’nin fare modellerinde
genellikle H3 ve H4 hipoasetilasyonu goriilmiistiir. Son zamanlarda yapilan bir
aragtirmada, histon H3 ve H4 te hipoasetilasyonun NLGN1 ekspresyonunda azalmaya
neden oldugu gosterilmistir (277). Normal yaslanma, saglikl1 yaslh kortekste H4K 16ac
diizeylerindeki artiglarla iliskilidir. Buna karsilik, H4Kl6ac, AH’li bireylerin
korteksinde dramatik bir sekilde kaybolur ve bu durum yasli AH durumunda beyindeki
noronlarinn H4K16ac modifikasyonunu yukari yonlii reglile edemedigine isaret eder
(281). Marzi ve ark. (2018) AH’li bireylerin enthorinal korteksinde gen
ekspresyonunun kritik bir belirteci olan H3K27’nin asetilasyonunu (H3K27ac)
incelemislerdir. Bu arastirmada AH patolojisi ile iligkili gen bolgelerinde (APP,
PSEN1, PSEN2, vb.) asetilasyon diizeylerinin degistigi gézlenmistir (282). Benzer
sekilde, Klein ve ark. (283) 669 kisilik biiyiik bir kohortta H3K9'un (H3K9ac)
asetilasyonunu AP veya Tau protein ekspresyonu i¢in onemli gen bdlgelerinde
arastirmislardir.  Ozellikle, Tau patolojisi ile ilgili gen bélgelerinde H3K9ac
diizeylerinde biiyiik genomik degisiklikler gézlemlemislerdir (283). Bu ¢alismalarin
yaninda histon H3 hiperasetilasyonunun da A ile iligkili patogenez basta olmak {izere,
AH patolojisinde etkili olabilecegine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bir ¢aligmada,
kontrollere kiyasla AH vakalarinin post-mortem incelenen neokortekslerinde lys-9'da
histon H3'in hiperasetilasyonu goézlenmistir (284). Gu ve ark. (2013) yaptiklar
calismada ise, SH-SYS5Y hiicrelerinde hidrojen peroksit uygulamasi sonucu
indiiklenen oksidatif stres histon asetilasyon seviyelerini arttirmistir (285).

Calismamizda HSV, AD ve ADH gruplarinda histon H3 ve H4 proteinlerinde
global asetilasyon seviylerinin kontrol grubuna kiyasla 2 kattan daha fazla azaldig
bulunmustur. Histon H3 ve H4 hipoasetilasyonu gozlenmesi yapilan diger bazi AH

calismalarinda elde edilen verilerle uyumludur. HSV grubunda gozlenen
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hipoasetilasyon diizeyinin AD grubu ile benzer olmasi diger parametrelerde oldugu
gibi HSV-gB’nin histon asetilasyon diizeyini etkileyerek hiicre yaslanmasina yol
acabilecegi ve AH patolojisine katkida bulunabilecegini gostermektedir. Ayrica birinci
Alzheimer modeli ile kombine olarak HSV-gB uygulanan ADH grubunda asetilasyon
diizeylerinin hem HSV hem de AD grubundan daha diisiik diizeyde olmasi HSV
enfeksiyonunun hastalifin  seyrini de kotiilestirebilecegini - gdstermektedir.
Calismamizda kullanilan ikinci Alzheimer modeli olan AP grubunda ise anlaml
diizeyde olmamakla birlikte, histon H3 ve H4’te asetilasyon diizeyinin arttig1
gozlenmistir. APa-42 peptitinin HSV-gB ile birlikte kombine olarak uygulandigi ABH
grubunda ise, asetilasyon diizeyinin kontrol grubu ile benzer oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla, RA ve BDNF ile indiiklenen ve hiicre yaglanmas1 mekanizmasi ile isleyen
birinci model ve APi-42 peptidti ile dogrudan indiiklenen ikinci modelin asetilasyon
kaliplarinin farkli olmasi, AH’nin iki modelde farkli patolojilerle ortaya ¢ikabilecegine
isaret eder niteliktedir. ABH grubunda ise, kontrol grubu ile benzer toplam asetilasyon
diizeyinin gézlenmesi HSV-gB’nin histonun bazi pozisyonlarinda hipoasetilasyona,
AP1-42 peptitinin ise histonun bazi pozisyonlarinda hiperasetilasyona neden olmasi ile
agiklanabilir.

Calismamizda histon H3 ve H4’lin c¢oklu modifikasyonlarinin olgiilmesi
sonucu elde edilen verilerden de onemli bulgular elde edilmistir. H3 lys-9
pozisyonundaki asetilasyon (H3K9ac) diizeylerinin 6lgiilen tiim ¢alisma gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla azaldigi bulunmustur. H3K14ac ve H3Kl18ac diizeyleri
Olctildiigiinde is,e AD ve HSV gruplarinda tek baglarina asetilasyonun degismedigi
ancak; iki grubun kombine maruziyeti olan ADH grubunda asetilasyonun anlamli
Ol¢iide diistiigii goriilmiistiir. Bu modifikasyonlarda gozlenen farklar ADH grubunda
HSV ve AD grubunda olgiilen toplam H3 asetilasyon diizeyinden daha diisiik
asetilasyon diizeyinin gozlenmesinin nedenleri olarak diistiniilebilir. Histon H4 lys-5
pozisyonunda asetilasyon (H4Kb5ac) diizeylerine bakildiginda ise, HSV ve AD
gruplarinda asetilasyon seviyesinin kontrol grubuna gore azaldigi; ADH grubunda ise
asetilasyon diizeylerinde azalma goriilmekte ve bu azalmanin HSV ve AD gruplarinda
goriilen azalmanin iki katindan oldugu goriilmistiir. Bu durum, HSV enfeksiyonunun
AH hastaliginin seyrinin koétiilesmesinde etkili olmasinin mekanizmasinin H4KS5ac

modifikasyonu iizerinden olabilecegini gdstermektedir. Yapilan bir calismada, H4K5
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hipoasetilasyonunun farelerde azalan hafiza fonksiyonu ile iligkili oldugu bulunmustur
(286). AP grubunda ise, H4K12 ve H4K 16 pozisyonlarinda asetilasyon seviyelerinin
arttigt  bulunmustur. Bu bulgular hiicrelerde APi42 peptiti birikmesinin  AH
patogenezinde etkili genlerin ekspresyonunda artisa sebep olarak hastaligin seyrine
etki edebilecegine isaret etmektedir.

Yaslanma ve biligsel islevlerde azalma ile histon metilasyon proteinlerinin
global birikimi veya kaybina ve ardindan bir¢ok genin ekspresyonunun degismesine
yol agabilir (191). Smith ve ark. (2021) yaptiklar1 ¢alismada ANK1 geninde
H3K4me3 ve H3K27me3 modifikasyonlarim &lgiilmiistiir. Olgiilen genomik
bolgelerde H3K4me3 seviyelerinin azaldigi tespit edilmistir. H3K4me3'teki azalma,
genellikle azalan gen ekspresyonu ile iliskilendirilir ve ANK1 gen ekspresyonunun
azalmasinin AH patolojisine katkida bulunacagi diigiiniilmustiir (287).

En ¢ok ¢alisilan histon modifikasyonlarindan ikisi, sirasiyla gen ekspresyonu
ve baskilama belirtecleri olan H3'lin (H3K4me3 ve H3K27me3) 4 ve 27
pozisyonlarindaki lizinin tri-metilasyonudur (288). Calismamizda hem H3K4me3 hem
de H3K27me3 diizeylerinin dl¢iilen tim ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
azaldig1 bulunmustur. Iki modifikasyon da incelendiginde, ADH grubunda gézlenen
azalmanin tek basina HSV ve AD gruplarinda gézlenen azalmadan daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bu bulguya dayanarak HSV-gB uygulamasinin bu pozisyonlarda
hipometilasyonu indiikleyebilecegi ve AH seyrine etki edebilecegi diisiliniilebilir. A
grubunda ise H4K20m1 ve H4K20m2 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla arttigi
gozlenmistir. Elde edilen bu veriler, ¢alismamizda kullanilan iki farkli Alzheimer
modelinin histon metilasyonu diizeylerin farkli mekanizmalar tizerinden etkileyerek
farklit AH patolojilerine yol a¢tigina isaret eder niteliktedir.

Ogawa ve ark. (2003)’nin yaptiklari ¢alismada, AH’li bireylerden alinan
hipokampiis dokularinda incelenen néronlarda H3 fosforlisyonunun kontrol grubuna
kiyasla arttig1 goriilmiistiir. Ozellikle dikkat ¢ekici olan ise H3 ser-10 pozisyonundaki
fosforilasyon (H3Ser10P) artislarinin, fosforile edilmis Tau dagilimiyla hemen hemen
ayni olmasidir (289). Caligmamizda deney gruplarinda 6lgiilen H3Ser10P diizeylerine
bakildiginda ise, HSV ve AD gruplarinda kontrol grubuna kiyasla degisim

gozlenmezken; ADH grubunda fosforilasyon diizeyinin azaldigi gézlenmistir. Daha
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once yapilan ¢alisma ile elde ettigimiz bugularin farkli olmasinin nedeni HSV’nin AH
gelisiminde farkli mekanizmalar etkilemesi oldugu diisiiniilebilir.

Gjoneska ve ark. (2015) p25 AD fare modeli kullanarak yaptiklar1 ¢alismada,
AH siirecinde meydana gelen epigenetik degisikliklerin bagisiklik tepkisi ile iliskili
genlerin ekspresyonunu artirdigini; sinaptik islevler ve 6grenme siireci ile iligkili
genlerin ekspresonunu ise azalttigini gostermislerdir. Bu veriler AH siirecinde
epigenetik degisiklikler ve néro-immiin cevaplardaki dengesizligin birbirleriyle iliskili
olabilecegini gostermektedir (290). Yaptigimiz ¢alismada tiim ¢aligma gruplarinda
meydana gelen DNA metilasyonu, histon metilasyonu ve histon asetilasyonu
diizensizlikleirinin inflamatuvar sitokin tiretimi ve kompleman sistem aktivasyonu ile
birlikte gelistigi gozlenmistir ve bu durum hem epigenetik diizensizliklerin hem de
noroinflamasyon belirteglerinin esgiidiim icerisinde AH patolojisini olusturabilecegini

distindiirmektedir.
5.8. Histon Deasetilaz Seviyeleri

Histon deasetilaz ekspresyonu ve aktivitesi dogrudan histon asetilasyonu ile
ilgili bir biyomarkdr olarak kullanilabilir. Artan HDAC2 seviyeleri CK-p35 fare
modellerinde biligsel bozulma ile iliskilendirilmistir. Farelerin beyinlerinde yapilan
psot-mortem ¢alismalar, hipokampiiste HDAC1 veya HDAC3’iin degil, HDAC2’nin
arttigint  gostermistir. Bu durum, farkli enzim alt gruplarmin farkli etkileri
olabilecegini gostermektedir (198,199). Farelerde yapilan g¢alismalar, HDAC2’nin
norona 6zgl asir1 ekspresyonunun dendritik u¢ yogunlugunu, sinaps sayisint, sinaptik
plastisiteyi ve hafiza fonksiyonunu azalttigin1 ortaya koymustur. Bununla birlikte,
HDAC2’nin eksikligi sinaptik ug¢ sayisim1 arttirmig ve hafiza fonksiyonlarini
giiclendirmistir (199). Ayrica monozigotik ikizlerle yapilan bir ¢alismada da periferik
kan hiicrelerinde HDAC2 ve HDACY ekspresyon diizeyleri, AH olan ikizlerde saglikli
olanlara gore daha yiiksek bulunmustur (291).

Ding ve ark. (2008) yaptiklar1 in vitro ¢alismada insan embriyonik bobrek
hiicrelerinin HDAC6 artisinin Tau fosforilasyonunu artirdigi ve ayni hiicrelerde
HDAC6’nin baskilanmasmin Tau fosforilasyonunu azalttigin1 géstermislerdir. Ayni
calismada, AH’li bireylerden alinan post-mortem beyin Orneklerinde, HDAC6

seviyelerinin kortekste ve hipokampiiste sirasiyla %52 ve %91 oraninda arttig
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bulunmustur. Tau proteinlerinin de hipokampiiste HDAC6 ile kolokolize oldugu
gozlenmistir (292) Drosophila ve farelerde yapilan son ¢aligmalar ise, HDAC6
diizeylerindeki artisin AH gelisiminde etkili oldugunu gostermistir (293,294).
Janczura ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢calismada, 3xTg-AH fare modeli ve HEK-293
hiicrelerinde HDAC3 ekspresyonundaki artisin H3 ve H4 asetilasyonunun artigina ve
BDNF miktarindaki azalma ile birlikte Tau fosforilasyonuna neden oldugunu
belirlemislerdir (295). Bu bilgiler AH patogeneziyle iliskili bulunan histon
hipoasetilasyonunun altinda HDAC enzim ekspresyonu ve aktivitesindeki artiglarin
olabilecegine isaret eder niteliktedir.

Calismamizda HDAC3 diizeyinin AD ve ADH gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde arttig1; HSV grubunda daha az belirgin bir artis oldugu ve AB ve
ABH gruplarinda ise degisim olmadig1 goriilmiistiir. HDACS diizeylerine bakildiginda
ise kontrol grubuna kiyasla HSV, AD ve ADH gruplarinda artis, AP ve ABH
gruplarinda ise azalma oldugu ve bu degisimlerin istatistiksel olarak anlaml diizeyde
oldugu goriilmiistiir. HDAC diizeyleri ve H3 ve H4 asetilasyon diizeyleri birlikte
incelendiginde ise, sonuglarin birbirini destekledigi goriilmiistiir. HDAC diizeylerinde
en fazla artisin goriildiigi AD ve ADH gruplar1 ayn1 zamanda histon asetilasyonunda
en fazla azalmanin gorildigi gruplar olmustur. Bu korelasyon gozlenen
hipoasetilasyonun mekanizmasinin HDAC seviyelerinin artmasina bagli olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ayrica, hem HSV grubunda artis gdzlenmesi hem de AH
modellerinin HSV-gB ile kombine edildigi gruplarda (ADH ve ABH) HDAC
diizeyindeki artisin ayr1 ayr1t AD ve ABH gruplarinda gozlenen artistan fazla olmasi
HSV-gB uygulamasimnin bagimsiz olarak HDAC diizeyini artirarak hiicrelerde

epigenetik diizensizlige sebep olabilecegini gdstermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu tez ¢alismasinda HSV-1 enfeksiyonunun AH {izerindeki olasi
etkileri HSV-1 gB uygulamasinin SH-SY5Y hiicreleri tizerinde hem inflamatuvar hem
de epigenetik parametreler Tlizerindeki etkileri Olgiilerek degerlendirilmesi
amaglanmistir. HSV-1’in nérinflamasyon siireci lizerindeki etkilerini degerlendirmek
i¢cin kompleman sistem proteinleri (Clq, C3, C6 ve C9) ve baz sitokinler (IL-1a, IL-
6, IL-10, TNF-a ve TGF-B1) dlgiilmiistiir. Epigenetik diizensizligin degerlendirilmesi
icin ise DNA metilasyonu, H3 ve H4 asetilasyonu, H3 ve H4’{lin farkli pozisyonlarda
coklu modifikasyonlar1 (asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon) ve HDAC3 ve
HDACS enzim diizeyleri Olclilmiistiir. Ayrica hiicrelerde iki farkli AH modeli
olusturarak hastaligin patogenezinde néroinflamasyonun ve epigenetik degisikliklerin
oynadig1 roliin arastirilmasi amaglanmistir. Son olarak iki AH modeline ayr1 olarak
kombine HSV-gB uygulamasinin hastalikta meydana gelebilecek olas1 diizensizlikler
tizerinde artirici etkisi olup olmayacagi belirlenmeye ¢alisiimistir. Elde edilen sonuglar

asagida Ozetlenmistir:

1.  HSV-gB’nin sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan MTT testinde SH-
SYSY hiicrelerinde 24 saatlik uygulama ile HSV-gB icin ICso ve 1C20 degerleri
sirastyla 1088 pg/ml ve 190,5 pg/ml olarak bulunmustur.

2. Tiim gruplarda hiicre i¢i ROS diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,05). En fazla artis AP uygulanan gruplarda
belirlenmigtir (AB'da ~%33 ve APH gruplarinda ~%32). AD gruplan
degerlendirildigin, ROS diizeylerinde artis kontrole goreAD grubunda ~%26,
ADH grubunda ise ~%25 olarak belirlenmistir. HSV-gB uygulana grupta ROS
olusumunun kontrol grubuna gére ~%?22 oraninda arttig1 bulunmustur. Ancak,
HSV-gB uygulamasinin her iki AH model grubunda da hiicre i¢i ROS iiretimi
tizerinde ek bir etkiye neden olmadigi goriilmistiir.

3. HSV-gB grubunda kontrole gore APi-42 diizeyinde anlamli bir artis (~%91)
gozlenmistir (p<0,05). AD grubunda artis gézlenmesine ragmen (~%#48) bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05). ADH, Ap ve ABH gruplari
incelendiginde, tiim gruplarda Api-40 diizeyleri kontrole gore anlamli derecede

yiiksek (sirasiyla 2,6 kat, 3.4 kat ve 3,3 kat) olarak gozlenmistir.
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Fosforile Tau protein diizeyleri HSV, AD ve ADH gruplarinda kontrole kiyasla
onemli dl¢lide artmistir (sirasiyla ~%93, ~%127 ve ~%117, p<0,05). Ap ve ABH
gruplarinda hafif bir artis olmasina ragmen bu artiglar kontrole gore anlamli
bulunmamistir.  HSV grubu AP gruplarindan o6nemli o6l¢lide farklilik
gostermezken, AD ve ADH guplarinda fosforile Tau protein seviyeleri A
gruplarindan anlamli derecede yiiksek olarak belirlenmistir (p<0,05).

Calisma gruplarindaki APP diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna gore en
yuksek artisin AD ve ADH gruplarinda oldugu goriilmiistiir (sirasiyla 1,2 kat ve
1,5 kat; her ikisi de p<0,05). ADH grubundaki artis AD grubundaki artigtan
(~%10) daha yiiksek olmasina ragmen, AD ve ADH gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). HSV ve AB grubunda
kontrole kiyasla APP seviyelerinde artiglar gbézlenmis (sirasiyla ~%31 ve
~%63); ancak bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).
Interlokin la diizeyleri incelendiginde kontrole gore sadece AD ve ADH
gruplarinda yaklasik 2 kat olmak {iizere istatistiksel olarak anlamli artig
goriilmistir. HSV ve APH gruplarinda ise kontrole gore artis bulunmakla
birlikte bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (sirasiyla %15,57 ve %22,76,
p>0,05). HSV'nin AP ile birlikte uygulandig1 grupta ise sadece AP uygulanan
gruba gore IL-1a diizeyi %28,04 daha yiiksek olarak belirlenmistir (p>0,05).
Interlokin 6 diizeylerinin HSV-gB uygulamasiyla degismedigi goriilmiistiir. AD
ve ADH gruplarinda kontrole gére ~3 kat artig gdzlenmistir (p<0,05). ADH
grubunda IL-6 diizeyleri AD grubuna gore daha yiiksek olmasina ragmen
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). AB grubunda
IL-6 diizeyleri kontrol grubuna goére %26,6 daha yiiksek bulunmustur (p>0,05).
ABH grubunda ise IL-6 diizeyleri kontrol grubuna gore %76,6 oraninda artmistir
(p<0,05).

Tiim ¢aligma gruplarinda IL-10 diizeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artislar gézlenmistir. AD ve ADH gruplarinda kontrole gore en yiiksek
IL-10 diizeyleri belirlenmistir (sirasiyla 6 kat ve 8 kat). Bu gruplardaki artis,
diger galisma gruplarina gore de anlamli derecede yiiksek olarak belirlenimistir.

HSV-gB uygulamasi IL-10 diizeylerini %62 artirmistir. AR ve ABH gruplarinda
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da IL-10 diizeyleri kontrole gore belirgin sekilde yiiksek bulunmustur (sirasiyla
%147 ve %187; p<0.05).

Timor nekroz faktorii a diizeyleri AD ve ADH gruplarinda kontrol grubuna gore
neredeyse 3 kat daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). ABH grubunda da kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis (%134) gozletnmisir. AR grubunda ise
(%44) artis olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(p>0,05).

Timor biiylime faktorii 1 diizeyleri karsilastirildiginda kontrole gore tek
anlamli degisiklik %29'luk artisla ABH grubunda goriilmiistiir. AD ve ADH
gruplarinda diizeylerin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmayan
diizeylerde azaldig1 bulunmustur (sirastyla %9,3 ve %7,5).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim ¢alisma gruplarinda C1q diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir. En fazla artisin gorildiigii
gruplar AD ve ADH gruplart olmustur (sirasiyla 4,3 kat ve 5,4 kat). Bu
gruplardaki artisin diger ¢alisma gruplarina gore anlamli derecede yiiksek
oldugu tespit edilmistir. ADH grubundaki artis AD grubundaki artigtan daha
yiiksek olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
HSV-gB uygulamasimin Clq diizeylerini ~2 kat arttirdigi goriilmistiir. Ap ve
APBH gruplar1 da Clq seviyelerini sirasiyla her iki grupta da ~2 kat arttigi
gorlilmiistiir.

Kompleman C3 diizeyleri AD ve ADH gruplarinda kontrole gore 3,6 kat
artmistir (p<<0,05). ADH grubunda da kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir artig (~2 kat) gozlendi. Ap grubunda artis (%80,6) olmasina ragmen, bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim ¢alisma gruplarinda C6 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir. C6 diizeyleri HSV grubunda
kontrol grubuna gore 9%53,6 artmistir (p<0,05). Diger gruplarla
karsilagtirildiginda en fazla artisin ADH grubunda oldugu bulunmustur (kontrol
grubuna gore 3,5 kat daha yiiksek). AP ve ABH gruplarinda ise kontrole gore C6
diizeylerinin sirasiyla 2,3 ve 2,5 kat artig1 goriilmistiir (p<0,05). AD grubunda
AP grubuna kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek (%39,7) C6 seviyeleri oldugu
bulunmustur (p<0,05).
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HSV-gB uygulamasiyla C9 seviyelerinin degismedigi goriilmiistiir. En fazla
artigin goriildiigii gruplar ise AD ve ADH gruplari olmustur (sirasiyla 5,2 kat ve
6 kat). AP grubunda C9 diizeyleri kontrol grubuna goére %49,3 daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). ABH grubunda ise C9 diizeyleri kontrole gore 2,83 kat
yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ayrica ABH grubunun C9 diizeyleri A grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek (%89,57) bulunmustur.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda DNA metilasyon diizeylerinin HSV, AD ve
ADH gruplarinda anlamli diizeyde diistligli goriilmiistiir (%35,8, %45.9, %44.,8,
strastyla; p<0,05). AP grubunda, global DNA metilasyonu kontrol grubuna gore
%355,5 oraninda artmistir (p<0,05). APH grubunda is,e global metilasyon
diizeyinin kontrol grubundan %16 fazla oldugu; ancak, bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05). Iki Slzheimer grubu birbiriyle
karsilagtirildiginda ise AP grubunda global metilasyon diizeyinin AD grubundan
~2 kat daha fazla oldugu gozlenmistir (p<0,05). Alzheimer gruplarina HSV-gB
uygulanmasi sonucunda, AD ve ADH gruplar arasinda fark gdzlenmezken,
ABH grubunda global metilasyon diizeyinin AP grubundan %25,3 daha diisiik
oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda H3
asetilasyonunun anlamli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (%56,9, %58.9, %76.,9,
strastyla; p<0,05). AP grubunda asetilasyonun kontrol grubuna goére %31,6
oraninda arttig1 gorilmistiir ancak artis anlamli degildir (p>0,05). ABH
grubunda da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde
bir azalis gozlenmistir (%33,5; p>0,05). HSV, AD ve ADH gruplarinda H3
asetilasyon diizeyinin AP grubuna goére de anlamli diizeyde diisiik oldugu
Ol¢iilmiistiir (%67,3, %68,8, %82,5, sirastyla; p<0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda H4
asetilasyonunun anlamli diizeyde azaldig1 goriilmiistiir (%68.9, %61,5, %72,5,
sirastyla; p<0,05). AP ve APH gruplarinda ise kontrol grubuna gore fark
olmadigi gézlenmistir. HSV, AD ve ADH gruplarinda H3 asetilasyon diizeyinin
AP grubuna gore de anlamli diizeyde diisiik oldugu 6l¢tilmiistiir (sirastyla %70,2,
%62,9, %73,6; p<0,05).
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HSV grubunda H3 metilasyon diizeylerinin kontrol grubundan daha diisiik
diizeyde oldugu goriilmiistiir. AD ve ADH gruplarinda da HSV grubu ile benzer
sekilde metilasyon modifikasyon diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla diisiik
diizeyde oldugu goézlenmistir. ADH grubunda o&zellikle lys-4 kalintisinda
meydana gelen modifikasyonlar (H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3) basta olmak
iizere metilasyon diizeyindeki azalmanin, HSV ve ADH grubuna kiyasla daha
fazla oldugu ol¢lilmiistiir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda AD ve ADH gruplarinda HDAC3
diizeylerinin 2 kattan daha fazla arttig1 gozlenmistir (p<0,05). HSV grubunda da
kontrol grubuna oranla %31 oraninda artis gozlenmekle birlikte, bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigir bulunmustur. Ap ve ABH gruplarinda ise,
kontrol grubuna kiyasla onemli bir degisim gozlenmemistir. AD ve ADH
gruplarinda gozlenen artisin diger calisma gruplarinda gozlenen artistan da
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fazla oldugu bulunmustur (p<0,05). ADH
grubunda HDACS3 seviyesi AD grubundan da %28 oraninda daha fazla olmakla
birlikte, aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigr goriilmistiir
(p>0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda HSV, AD ve ADH gruplarinda HDACS
diizeylerinin anlamli diizeyde arttigi goriilmiistiir (sirasiyla %22,5, %42,6,
%92,1; p<0,05). AP ve APH gruplarinda ise, HDACS8 diizeyinin kontrol
grubundan sirastyla %49,7 ve %34,3 oraninda daha diisiik oldugu bulunmustur
(p<0,05). ADH grubundaki artisin hem HSV hem de AD grubundan (%56,8 ve
%34,7, sirastyla) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir ve HSV ile ADH gruplar

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu 6l¢iilmiistiir (p<0,05).

Bu tez calismasindan elde edilen veriler birlikte ele alindiginda, kronik

noroinflamasyonun AH gelisiminde onemli bir rol oynayabilecegi goriilmiistiir.

Ayrica HSV-1'in indiikledigi inflamatuvar faktorlerin ekspresyonunun AH'nin

baslangicina veya ilerlemesine katkida bulunabilecegini gosterilmistir. AH gibi ¢ok

faktorlii bir hastalikta, her faktoriin katkisinin ve altta yatan mekanizmalarin

belirlenmesi, hastaligr 6nlemek ve/veya ilerlemesini yavaglatmak i¢in yeni terapdtik

stratejiler gelistirmede kritik 6neme sahip olmaktadir. Bu verilerden yola ¢ikarak anti-
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inflamatuar tedavilerin AH gelisimini ve ilerlemesini yavaslatmaya yonelik yeni
terapdtik yaklasimlar olarak belirlenebilecegi diisiintilebilir.

Calismamaizdan elde edilen bulgular 15181nda, epigenetik diizensizliklerin AH
gelisiminde etkili olabilecegi sdylenebilir. AH gelisimi ile iliskili epigenetik isaretlerin
tanimlanmasi, AH ilerlemesini haritalamak i¢in miikemmel tanisal belirtegler
saglayacak ve AH'nin baslangigta nasil basladigina dair yeni epigenetik bir model
Onerecektir. Ayrica, tez kapsaminda AH’de DNA metilasyonu gibi tersine ¢evrilebilir
bir siire¢ ile ilgili verilerin literatiire sunulmas1 genomda yasa bagh degisiklikleri
Onlemeyi veya hatta geri almay1 amaclayan epigenetik terapotiklerin gelistirilmesine
katk1 saglayabilecektir. Bu konuda yapilacak ve spesifik genleri hedef alan daha fazla
calismaya ihtiya¢ oldugu gorilmektedir. Bu tezden elde edilen verilerin
degerlendirilmesiyle, ileride epigenetik modifikasyonlar1 diizenlemeye yonelik yeni
terapotik yaklagimlarin gelistirilmesi saglanabilir. Ayrica, elde edilen veriler AH’de
meydana gelen nérodejenerasyonun yavaslatilmasi ve iyilestirilmesi yoniinde yeni

caligmalarin yapilmasi i¢in bir yol agabilir.
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hipczin Kayrs orik HSY' bayrokh cosctlit akalarmda, AN e benase by




EK-3. Tez Calismasi ile Tlgili Yayin ve Bildiriler

1. Yiriin A, Cakir DA, Sanajou S, Erdemli Kése SB, Ozyurt AB, Zeybek D,
Bozdemir O, Baydar T, Erkekoglu P. Evaluation of the effects of herpes
simplex glycoprotein B on complement system and cytokines in in vitro

models of Alzheimer's disease. J Appl Toxicol. 2023;43(9):1368-1378.

2. Yiriin A, Erdemli K6se SB, Erkekoglu P. Alzheimer Hastaliginda Kompleman

Sistemin Rolii. J. Fac. Pharm. Ankara. 2024;48(1).



9.0ZGECMIS



	1-Doktora Dış Kapak (1)
	BOŞ SAYFA
	2-Doktora İç Kapak
	3-Doktora Tez_On_Kisim cd
	tez metni cd



