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1.ÖZET 

YENİDOĞAN ALZHEİMER TRANSGENİK FARE MODELİNDE FARKLI 

BEYİN BÖLGELERİNDE PROTEİN PROFİL DEĞİŞİMLERİNİN 

İNCELENMESİ 

Alzheimer Hastalığı (AH), belirgin hafıza kayıplı kortikal demansa sebep olan çeşitli 

moleküler patolojilerle tanımlanan progresif bir hastalıktır. Hastalığın tanısından 

onlarca yıl önce oluşmaya başlayan patolojinin dağılımı, klinik semptomlarla 

oldukça ilişkilidir. Hayvan modelleri kullanılarak, hastalığın farklı dönemlerinde 

beyin dokusundaki proteom değişimini gözlemlemeye yönelik birçok proteomiks 

çalışması yapılmıştır. Ancak yeni-doğan transgenik fare modelinde proteom değişimi 

incelenmemiştir. Bu sebeple, bu çalışmada neonatal 1.günde 5 mutasyonlu ailesel 

AH transgenik fare modeli (5XFAD) korteks, hipokampus ve serebellumundaki 

proteom profil değişimi incelendi. Sonuçlar, yeni-doğan 5XFAD protein ekspresyon 

profilinde; postmortem insan AH beyin proteomuna benzer, beyin bölgelerine göre 

farklılık gösteren, dikkate değer bir değişimi işaret etmektedir. Biyoinformatik 

analizleri, tespit edilen moleküler değişimin çoğunlukla; nöroinflamasyon, hücre 

morfolojisi, hücresel oluşum ve organizasyon ile ilişkili olduğunu göstermiştir. 

Morfolojik değişimleri inceleme amaçlı yapılan in-vitro çalışmalarda 5XFAD fare 

nöronlarında dendrit sayısında artışa rastlanmıştır. Veriler göstermektedir ki; AH 

beynindeki moleküler değişimler doğumda bile var olmakta ve aktifleşen zararlı ve 

koruyucu mekanizmalar hastalığı beynin hasara daha açık olduğu yaşlılık dönemine 

kadar susturmaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastalığı, Hipokampus, Korteks, Proteomiks, 

Serebellum 
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2.ABSTRACT 

INVESTIGATION OF BRAIN REGION-SPECIFIC PROTEIN PROFILE 

ALTERATIONS IN NEWBORN TRANSGENIC MOUSE MODEL OF 

ALZHEIMER’S DISEASE 

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive disorder identified by a variety of 

molecular pathologies causing cortical dementia with a prominent memory deficit. 

Distribution of pathologies, which begin decades before the diagnosis of the disease, 

is highly correlated with the clinical symptoms. Several proteomics studies were 

performed to monitor alterations of the brain tissue proteome at different stages of 

the disease using animal models. However, proteome changes of newborn transgenic 

mouse model have not been investigated. To this end, we analyzed proteome profile 

alterations of 5 mutations familial AD transgenic mouse (5XFAD) cortex, 

hippocampus and cerebellum at neonatal day-1. Our results indicate a remarkable 

difference in protein expression profile of newborn 5XFAD brain with region 

specific variations similar to postmortem human AD brain. Bioinformatics analysis 

showed the molecular alterations were mostly related to the cell morphology, cellular 

assembly and organization, and neuroinflammation. Our further studies targeting to 

examine morphological changes revealed an increase in neurite number of 5XFAD 

mouse neurons in-vitro. Our data suggest that, molecular alterations in AD brain 

exist even at birth, and activated detrimental and neuroprotective mechanisms silence 

the disease until the old ages when the brain is vulnerable.  

 

Keywords: Alzheimer’s Disease, Cerebellum, Cortex, Hippocampus, Proteomics 
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3.GİRİŞ VE AMAÇ 

Alzheimer Hastalığı (AH) hafıza ve diğer bilişsel fonksiyonların kaybıyla baş 

gösteren, çeşitli beyin bölgelerini etkileyen, progresif bir nörodejeneratif hastalıktır. 

AH, vakaların %60-80’ini oluşturmak suretiyle en yaygın demans türüdür 

Alzheimer's (1) ve yalnızca 2010 yılında maliyeti dünya genelinde 604 miyar doları 

bulmuştur. Alzheimer hastalığı patolojisini temel olarak; β-amiloid peptidlerinin 

kümelenmesiyle oluşan ekstraselüler senil plaklar (SP) ve hiperfosforile MAPT 

(Microtubule-Associated Protein Tau) protein içeren intraselüler nörofibriler 

yumaklar (NFY) oluşturur Braak et al. (2), Weintraub et al. (3). SP oluşumu 

izokortekste başlayıp hipokampus ve entorinal korteks üzerinden tüm beyne yayılır 

Thal et al. (4). Buna karşılık NFYlar medial temporal lobun bir parçası olan ve aynı 

zamanda hastalıktan en ağır etkilenen bölüm olarak bilinen entorinal kortekste ortaya 

çıkarak tüm beyne yayılır Bobinski et al. (5). Hastalığın ilerleyen dönemlerinde iki 

patolojinin en yoğun görüldüğü bölge medial temporal lobdur de Leon et al. (6). 

Yapılan çalışmalarda, nöron ve sinaps kaybı sonucu oluşan, kognitif yetersizlik ve 

klinik semptomlarla paralel artış gösteren atrofinin de bu bölgede gerçekleştiği tespit 

edilmiştir Hyman et al. (7). 

Hastalığın tanımlanmasının üstünden bir asır geçmesine ve bu süreçte yürütülen 

yoğun çalışmalara rağmen mekanizması tam olarak çözülememiş ve tedavi yöntemi 

geliştirilememiştir. Yukarıda bahsedilen patofizyolojik değişimlerin klinik 

semptomlardan çok daha önce gözleniyor olması araştırmacıları erken tanı amaçlı 

biyobelirteçler aramaya yönlendirmiştir. Biyobelirteç keşfetme amaçlı dokudaki 

proteinleri analiz etmek için kullanılan yöntemlerden biri sıvı kromatografi ve ardışık 

kütle spektrometrisi ile veritabanı üzerinden protein tanımlamadır. Son yıllarda 

postmortem AH beyin dokusu, beyin omurilik sıvısı, kan numuneleri üzerinden 

olduğu gibi transgenik AH hayvan modeli numunelerinden de proteomiks yöntemleri 

kullanan birçok biyobelirteç keşif çalışması yapılmıştır. Transgenik hayvan modeli 

çalışmalarında erken döneme ışık tutma amaçlı farklı birçok yaşta hayvan 

kullanılmasına rağmen yeni doğan çalışması yapılmamıştır. 
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Bu çalışma kapsamında yeni doğan (0-24saat) 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer 

hastalığı (5XFAD) transgenik fare modeli ve onların aynı batında doğup mutasyon 

taşımayan kardeşleri (LM) arası farklı beyin bölgelerindeki (korteks, hipokampus, 

serebellum) proteom profil değişimleri nano sıvı kromatografi ve ardışık kütle 

spektrometrisi yöntemi ile incelenecektir. Böylece hastalığın patolojisi ya da 

semptomları oluşmadan çok önceki dönemde beyinde gerçekleşen moleküler 

değişimler tespit edilerek, hastalık oluşum mekanizmasına ışık tutmak ve potansiyel 

biyobelirteç adayları keşfetmek mümkün olacaktır. 
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4.GENEL BİLGİLER 

4.1.Alzheimer Hastalığı 

Alzheimer hastalığı (AH) beyinde atrofi ile birlikte hafıza ve bilişsel fonksiyonların 

kaybolması ile tanımlanan nörodejeneratif hastalıktır Moodley et al. (8). Yaşlı 

popülasyonda en yaygın rastlanan demans olarak bilinen AH, nöropatolojik olarak 

ekstraselüler seni plaklar (SP), intraselüler nörofibriler yumaklar (NFY), 

nöroinflamasyon, nöron ve sinaps kaybıyla karakterizedir.  

 

4.1.1.Tarihçe 

AH ilk kez Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafından tanımlanmıştır. 50 yaşında 

hastası Auguste D.’nin hastalığını 5 yıl boyunca takip eden Dr.Alzheimer, 1906 

yılında hastanın ölümü ardından otopsisinde tespit ettiği senil plaklar ve gümüş boya 

ile saptadığı nörofibriler yumaklar gibi bulguları, yeni bir hastalığı işaret ettikleri 

düşüncesiyle yayınladı Alzheimer et al. (9). Bu yayını takip eden 5 yıl çerisinde 

benzer birçok vaka Alzheimer hastalığı terimi de kullanarak literatüre girdi Berchtold 

et al. (10). 20.yüzyılın büyük çoğunluğunda AH tanısı demans semptomları görünen 

45-65 yaş arası insanlar için kullanıldı. 1977 yılında AH hakkında yapılan bir 

konferansın ardından AH yaştan bağımsız olarak belirli karakteristik semptomları ve 

nöropatolojiyi gösteren tüm vakalar için kullanılan bir terim haline geldi Boller et al. 

(11). 

 

4.1.2.Epidemiyoloji 

Demasın en yaygın formu olan AH, tüm demans vakalarının %65’ini oluşturur. 

Hatalığın prevalansı yaşa bağımlı değişim gösterir. Global literatürün meta analizi 

göstermektedir ki; 60-64 yaş arası AH prevalansı %1,3 iken, 90 yaş üstü için bu 

değer %63,9’dur Prince et al. (12). 65 yaşından sonra hastalık riski her beş yılda iki 

katına çıkmaktadır Bermejo-Pareja et al. (13), Di Carlo et al. (14). Özellikle 85 yaş 

sonrasında hastalık sıklığı cinsiyete de bağımlı değişim göstermekte, kadınlar daha 
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yüksek risk taşımaktadır Di Carlo et al. (14), Andersen et al. (15). Türkiye’ye 

bakıldığında, 70 yaşından sonra AH prevalansı %11’dir Gurvit et al. (16). AH için 

birincil risk faktörü yaşlanma olduğundan, ortalama yaşam süresinin uzamasına bağlı 

olarak hasta sayısında büyük artışlar beklenmektedir Bonda et al. (17). Hastalık 

genetik kökenli olarak ortaya çıkabilmesinin yanında, sporadik vakalar tüm vakaların 

%95-99’unu oluşturur. Düşük eğitim düzeyi, Down Sendromu, diyabet Mendez et al. 

(18), majör depresyon Nihonmatsu-Kikuchi et al. (19), kronik stres Machado et al. 

(20) ve yanlış beslenme Morris et al. (21) hastalığın diğer risk faktörleri olarak 

sıralanabilir.  

 

 

Şekil 4.1: Sağlıklı beyin (solda) ve Alzheimer hastalığı taşıyan insan beyni (sağda) 
karşılaştırması 

(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a5/Alzheimer%27s_disease_brain_com
parison.jpg) 

 

4.1.3.Patofizyoloji 

4.1.3.1.Nöropatoloji 

AH serebral kortekste ve belirli korteks altı alanlarda nöron ve sinaps kaybıyla 

karakterizedir. Bu kayıp temporal lob, pariyetal lob, frontal korteks ve singulat girus 

gibi bölgeleri de etkileyen atrofiye sebep olur Wenk (22) (Şekil 4.1). Bununla 
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birlikte kortikal tabakada incelme ve beyaz maddede hacimsel azalma görülür. Buna 

paralel olarak ventriküllerde genişleme görülür. 

Histolojik tanı kriterleri temel bileşeni ekstraselüler amiloid-beta (Aβ) olan plaklar 

ve temel bileşeni hiperfosforile tau proteini olan intraselüler nörofibriler yumaklardır 

Claeysen et al. (23). Bu histolojik değişimlere azalan sinaptik yoğunluk, artan glial 

aktivite ve nöron kaybı eşlik eder.  

AH beyinde anormal katlanan Aβ ve tau proteinlerinin birikimiyle oluşan bir protein 

yanlış katlanma hastalığı (proteopati) olarak tanımlanmıştır Hashimoto et al. (24). 

Plaklar 39-43 aminoasit uzunluğunda Aβ peptidlerinden oluşur. Aβ, amiloid 

prekürsör proteininin (APP) bir parçasıdır. APP nöron büyümesi, hayatta kalması ve 

hasar sonrası onarımı açısından önem arz eden bir transmembran proteindir Priller et 

al. (25), Turner et al. (26). APP’nin proteolitik enzimler α, β ve γ sekretazlar 

tarafından kesilmesi iki şekilde gerçekleşir Hooper (27). Amiloidojenik olmayan 

proteoliz işlemi, α-sekretaz enziminin APP’yi transmembran bölgesinden kesmesini 

takiben γ-sekretaz enziminin intraselüler parçayı kesmesiyle gerçekleşir ve amino 

ucunda çözülebilir amiloid prekürsör protein alfa (APPsα) ve karboksil ucunda C 

terminal alfa fragmanı (α-CTF), daha sonra da APP intraselüler domain (AICD) 

oluşur. Amiloidojenik proteoliz işlemi ise, α-sekretaz yerine β-sekretaz enziminin 

proteini amino terminaline 16 aminoasit daha yakın bölgeden kesmesiyle gerçekleşir. 

Bu durumda çözülebilir amiloid prekürsör protein beta (APPsβ) ve γ-sekretaz 

enziminin kesimi ardından Aβ1-40, Aβ1-42 ve AICD oluşur (Şekil 4.2-A). Bu 

işlemle ortaya çıkan Aβ peptidlerinin  %10’u birikime sebep olan Aβ42’dir. Bu 

birikimin sebebi molekülün aşırı hidrofobik yapısıyla çözeltilerde bir araya gelme 

eğilimi göstermesidir. Bu birikimler nöron dışında birleşip senil plak adı verilen 

yoğun yapıları oluşturur. 

AH aynı zamanda tau proteinlerinin anormal birikimiyle oluşan bir taupati olarak 

değerlendirilir. Her nöron, mikrotübül isimli yapılardan oluşan ve hücre yapısına 

destek sağlayan hücre iskeletine sahiptir. Mikrotübüller aynı zamanda besin ve 

moleküllerin hücre gövdesiyle akson uçları arasında iletimine rehberlik eden 

yapılardır. Tau proteini fosforile halde iken mikrotübülleri stabilize eder. AH’nda tau 
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proteinleri hiperfosforile hale gelerek mikrotübülden ayrılır ve birleşerek nörofibriler 

yumakları oluştururlar. Böylece mikrotübül yapısı, hücre iskeleti bütünlüğü ve 

aksonal iletim sistemi bozulur ve hücre ölüme gider Hernandez et al. (28) (Şekil 4.2-

B). 

 

 4.1.3.2.Genetik altyapı 

AH’nın sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte %1-%5 arası vakalarda genetik 

farklılıklar saptanmıştır Reitz et al. (29). Yapılan ikiz ve aile çalışmalarına göre 

hastalığın genetik kalıtımsallığı %49-%79 oranındadır Wilson et al. (30), Gatz et al. 

(31). Vakaların %0,01’inde otozomal dominant kalıtım görülmekte ve bu vakalarda 

hastalık 65 yaş öncesinde ortaya çıkmaktadır Blennow et al. (32). Hastalığın bu 

formu erken başlangıçlı ailesel AH olarak bilinir. Hastalığın bu formunun oluşumu 

genellikle üç gendeki mutasyonlardan kaynaklanır; APP, presenilin 1 ve presenilin 2 

Waring et al. (33). Bu genlerdeki mutasyonların Aβ42 üretimini arttırarak SP 

oluşumuna yol açar Selkoe (34). Bazı mutasyonlar ise Aβ42 miktarını değiştirmez 

ancak diğer Aβ peptidlerine oranını değiştirir Borchelt et al. (35), Shioi et al. (36). 

 

 

Şekil 4.2: APP’nin α,β ve γ sekretazlarla amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan proteoliz 
işlemi  (A); sağlıklı nöronlarda ve taupati durumunda tau proteini (B) 

LaFerla et al. (37), Brunden et al. (38) 
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AH vakalarının çoğunda otozomal dominant kalıtım görülmez. Bu vakalar sporadik 

AH olarak adlandırılır ve çevresel ve genetik farklılıklar risk faktörü olabilir. En 

bilinen genetik risk faktörü alipoprotein E (APOE)’nin ε4 alelidir Strittmatter et al. 

(39), Mahley et al. (40). AH’na sahip insanların %40-%80’inde en az bir APOEε4 

aleli bulunur Mahley et al. (40). APOEε4 aleli hastalık riskini heterozigotlarda üç 

kat, homozigotlarda 15 kat arttırır Blennow et al. (32). Geç başlangıçlı sporadik AH 

ile ilişkili 400’e yakın genin görüntülenmesine yönelik çalışmalardan beklenen verim 

alınamamıştır Blennow et al. (32), Waring et al. (33). Daha yakın zamanda yürütülen 

çalışmalarda risk oluşturabilecek 19 gen bölgesi bulunmuştur Lambert et al. (41).  

 

4.1.3.3.Kolinerjik hipotezi 

Kolinerjik hipotezi, AH’nın asetilkolin nörotransmitterinin sentezinin azalması 

sebebiyle oluştuğunu öneren hipotezdir. En eski hipotez olmakla birlikte, günümüzde 

varolan ilaçların temellendiği hipotezdir Francis et al. (42). Kullanılan ilaçların 

istenen etkiyi oluşturmaması, hipotezin de desteklenmemesine sebep olmuştur. 

 

4.1.3.4.Amiloid hipotezi 

1991 yılında ortaya atılan bu hipotez, AH’nın ana sebebinin ekstraselüler Aβ 

birikimleri olduğunu savunur Hardy et al. (43). Bu hipotezi güçlendiren durumlardan 

bir tanesi APP genini 21. kromozomda bulunması ve trizomi 21 (Down Sendromu) 

hastalarında 40 yaşlarında AH semptomlarının görülmesidir Nistor et al. (44), Lott et 

al. (45). Aβ birikimine sebep olan APOE4 proteini ekspres eden genin AH riskini 

arttırıyor olması bir diğer hipotez kuvvetlendirici noktadır. Ayrıca insan APP ekspres 

eden transgenik farede öğrenme güçlüğüne ek olarak Aβ plakları ve AH benzeri 

patolojinin görülmesi hipotezi kuvvetlendirmektedir Games et al. (46), Masliah et al. 

(47), Hsiao et al. (48), Dumont et al. (49). 

Aβ plaklarını temizlemek amacıyla üretilen deneysel aşının demans üzerinde kayda 

değer bir etki sağlayamadığı görülmüştür Holmes et al. (50). Bunun üzerine 

araştırmacılar hastalık sebebinin plaklar değil de, yüzey reseptörlerine bağlanıp 



10 
 
 

 

sinaps yapısını değiştirerek nöronal iletişimi bozan toksik Aβ oligomerleri olduğunu 

ileri sürmüştür Lacor et al. (51).  

 

4.1.3.5.Tau hipotezi 

Bu hipotez, tau proteinindeki anormalliklerin hastalığı başlattığını savunur Mudher et 

al. (52). Hiperfosforile taunun hücre içi NFY’ları oluşturmasıyla mikrotübül yapısı, 

hücre yapısı ve aksonal iletim bozulur, nöronlar arası iletişim sekteye uğrar ve 

hücreyi ölüme sürükler Iqbal et al. (53), Chun et al. (54). AH’nda atrofinin 

NFY’ların dağılımına paralel gelişmesi bu hipotezi güçlendiren bir noktadır. 

 

4.1.3.6.Diğer hipotezler 

Aβ, tau oligomerleri ve oksidatif ajanlar gibi hasar sinyalleri nöroinflamasyon 

oluşumunu tetiklemektedir. Bu inflamatuar tepki savunma amaçlı olmakla birlikte 

daha çok zarara sebep olmakta ve nöron kaybını arttırmaktadır Akiyama et al. (55). 

Nöröinflamasyon oluşumu glial hücrelerin, özellikle astrosit ve mikrogliaların 

aktivasyonu ve birikimiyle gerçekleşir. Hasar sinyalleri devamlı olursa ortaya çıkan 

kronik inflamasyon hasarın artmasına ve hastalığın gelişimine sebep olur. AH’nda 

belirli sitokinler arasında bağlantı olduğu gösterilmiştir. Özellikle SP ve NFY 

yaınlarında inflamatuar aracılara yüksek oranda rastlanmaktadır Akiyama et al. (55). 

İnflamasyon hipotezini kuvvetlendiren en önemli kanıt çeşitli çalışmalarda non-

steroidal inflamatuar ajanların (NSAIDs) kullanımında AH riskinin azaldığının 

gösterilmesidir McGeer et al. (56). 

AH’nda, iyonik bakır, demir ve çinko gibi biyometallerin dengesinin bozulduğu 

bilinmektedir ancak bunun hastalığa sebebiyet mi verdiği yoksa hastalık sonucu mu 

oluştuğu netlik kazanmamıştır. Bu iyonlar tau, APP ve APOE ile etkileşim 

halindedirler ve regülasyonlarındaki bir bozukluk oksidatif strese sebep olarak 

hastalık patolojisine katkı sağlayabilmektedir Xu et al. (57).  
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4.1.4.Alzheimer Hastalığı ilerleyişi 

Şekil 4.3: Alzheimer Hastalığı evreleri 

(http://www.agenebio.com/pipeline/about-amci-and-alzheimers-dementia/) 

 

Alzheimer patolojisi, pek çok nörodejeneratif hastalıkta olduğu gibi tüm sinir 

sistemini sarmak yerine belirli fonksiyonel belgelerde başlayarak zamanla yayılım 

gösterir. Hastalığın semptomatik süreci genellikle dört evrede incelenir (Şekil 4.3) 

AH, Aβ seviyesinin artmasıyla birlikte uzun bir prodromal sürece girer Ashe et al. 

(58). Hastalığın ilk fazında amiloid toksisitesine karşı oldukça hassas olan kolinerjik 

nöronlar ve noradrenerjik nöronlar etkilenir Tomlinson et al. (59), Whitehouse et al. 

(60).  Hipokampus ve entorhinal kortekste yoğunlaşan patoloji ve atrofi hafıza 

kaybıyla kendini gösterir. Azalan noradrenerjik sinyal iletimi AH’nın ilerleyen 

dönemlerinde patolojiye nöroinflamasyonu şiddetlendirerek katkı sağlar Heneka et 

al. (61).  

İlerleyen zamanlarda kortekse yayılan patoloji; okuma, nesne algılama, yön kavrama, 

muhakeme ve dikkat gibi bilişsel birçok işlevi sekteye uğratır. Hastalığın ilerleyen 

fazlarında en büyük nöron kaybı yine korteks ve hipokampuste görülerek 

hipometabolizm ve atrofiye yol açar Mann (62). SP varlığı ve nöron ölümleri immün 

sistemi aktive ederek nöroinflamasyonu başlatır ki bu da hastalığın ilerleyişini 



12 
 
 

 

hızlandırır Hensley (63). Günlük aktivitelerde sıkıntı, agresiflik, şizofreni 

semptomları gibi bilişsel olmayan bozukluklar ile ilerleyici bir yapı göstermez 

Reisberg et al. (64).  

 

4.2.Transgenik Alzheimer Hastalığı Fare Modeli 

Alzheimer hastalığında patofizyolojik değişimler klinik semptomlardan onlarca yıl 

önce oluşmaya başlar. Beyindeki değişimler her zaman kan, BOS, idrar gibi numune 

alınıp testler uygulanabilecek vücut sıvılarına yansımaz. Bu durum pre-semptomatik 

dönemin hastalarda saptanmasını zorlaştırır ve insan üzerinde AH oluşumu ve 

gelişimi üzerine çalışmalar yapılmasını imkân vermez. Postmortem AH beyin 

dokusundan yapılan çalışmalar da hastalık patogenezi incelenemez. Transgenik 

hayvan modelleri oluşturmak, bu problemin üstesinden gelmek için önemli bir 

araçtır.   

Son yıllarda, AH ve benzer bilişsel zayıflamanın moleküler ve patolojik 

mekanizmalarını çalışmak amacıyla birçok transgenik AH fare modeli 

oluşturulmuştur Duyckaerts et al. (65), Bryan et al. (66). İnsan APP, PSEN1 ve tau 

genlerinin mutant formlarının ekspresyonunun arttırılmasıyla Aβ birikimi, 

nörofibriler yumak, gliozis ve sinaptik dejenerasyon gibi hastalığın birçok patolojisi 

fare modelinde tekrarlanmış olur. Ek olarak, bu modellerde hafıza kaybı da oluştuğu 

çeşitli bilişsel testlerle ortaya koyulmuştur Ashe (67), Eriksen et al. (68), Gotz et al. 

(69). 

Beş mutasyonlu ailesel AH (5XFAD), hızlı Aβ üretimi ve birikimi görünen erken 

başlangıçlı bir transgenik AH fare modelidir Oakley et al. (70). Bu transgenik fareler, 

İsveç (K670N, M671L), Florida (I716V), ve Londra (V717I) mutasyonlu insan APP 

genlerine ek olarak M146L ve L286V insan PSEN1 mutasyonlarını taşır. Tüm bu 

genler nörona özel ekspresyon artışı sağlaması amacıyla Thy1 promotörüne 

bağlanmıştır. 5XFAD,  2-4 ay içerisinde 5. kortikal tabakada ve hipokampusün 

subikulüm bölgesinde, öğrenme ve bellek kaybıyla birlikte, intraselüler Aβ 

birikimleri göstermeye başlar Girard et al. (71). Dört aydan sonra, ağır gliyoz ve 
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amioyid plakları sebebiyle frontal korteks ilişkili bilişsel kayıp baş gösterir Girard et 

al. (72). Bu modelde tau patolojisi görülmemekle birlikte; yüksek miktarda toksik 

Aβ, sinapsların yapısını ve yoğunluğunu değiştirir ve birçok AH fare modelinde 

görülmeyen progresif nöron ölümü ve atrofi ortaya çıkar Eimer et al. (73), Jawhar et 

al. (74). 

 

4.3.Proteomiks 

Proteomiks proteinlerin, özellikle yapı ve fonksiyonlarının geniş çaplı çalışılmasıdır 

Anderson et al. (75), Blackstock et al. (76). Proteom, bir organizma ya da sistem 

tarafından üretilen tüm proteinlere verilen addır Wilkins et al. (77) Proteom, hücre ya 

da organizmanın içinde bulunduğu şartlara ve zamana bağlı olarak değişim gösterir. 

Proteomiks genellikle proteinlerin geniş çaplı deneysel analizini ifade etmek için 

kullanılmakla birlikte protein saflaştırma ve kütle spektrometresini ifade etmek için 

de kullanılır. Alzheimer hastalığında proteomiks; kan, beyin-omurilik sıvısı, idrar ve 

beyin dokusunda çalışılarak hastalıkta farklılık gösteren proteinlerin tanımlanması, 

yapısal ve fonksiyonel özelliklerinin, yerleşimlerinin ve post translasyonel 

modifikasyonlarının tespiti ve bu sayede hastalık mekanizması ve potansiyel 

biyobelirteçlerin tespiti ve ilaç geliştirme için kullanılır. 
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5.MATERYAL VE METOT 

5.1.Materyaller 

5.1.1.Ekipmanlar 

Tablo 5.1: Ekipman Listesi 

Gereç Markası Ürün Kodu 

ChemiDoc
TM 

MP System BioRAD 1708280 

Concentrator Plus Ependorf 5490 030.001 

Cordless Pellet Pestle  Kimble 749540-0000 

Cryostat Lecia CM1950 

Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube (1.5 mL) Sigma-Aldrich Z666505 

Etüv (37 ºC - Proteomiks) Memmert 8419 8998 

Etüv Forma Steri-Cycle (37 ºC %5 CO2 – Hücre Kültürü) Thermo Scientific 144099-8653 

Hassas Terazi Explorer EX124 

Heatblock Isıtıcı Benchmark H5000-HC 

Hoffman Modulasyonlu Ters Optik Mikroskop Zeiss  

Konfokal Mikroskop (LSM 780 NLO) Zeiss  

Kuru-buz Cihazı   

Lam Thermo Scientific 10143352 

Lamel   

Laminar Flow Kabin Airstream Gen 3 ESCO  

LC-Vial Supelco 29413-U 

Manyetik Karıştırıcı Benchmark H400HSB 

Maxisafe 2020 Class II Biyolojik Güvenlik Kabini Thermo Scientific 51026653 

Mikropipet Seti Ependorf  

Mini-PROTEON Tetra Cell BioRAD 1658000EDU 

nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column  Waters  

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap Column  Waters  

Pappen   

PCR tüp (0,2 µL)   

PCR tüp (0,5 µL)   

Petri (Cam tabanlı – 35 mm) Fluoro Dish PD35-100 

PowerPac
TM 

Universal Power Supply BioRAD 1645070 

Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Scientific Q32866 

Santrifuj (Hücre kültürü) SL 16R Thermo Scientific 75004030 

Santrifuj (Proteomiks) Biocen 22R Orto Alresa CE 148 

Shaker Benchmark  
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Soğutucu (+4 ºC) Ugur  

Soğutucu (-20 ºC) Thermo Scientific  

Soğutucu (-80ºC) Arctiko  

Stereo Mikroskop Observer.A1 Zeiss  

Sub-Cell ® GT Horizontal Electrophosesis Systems, Tray BioRAD 1704401 

SYNAPT G2-Si High Definition Mass Spectrometry Waters  

T100
TM 

Thermal Cycler BioRAD 1861096 

Trans-Blot
® 

Turbo
TM

 Transfer System BioRAD 1704155 
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5.1.2.Kimyasallar 

Tablo 5.2: Genotiplemede Kullanılan Kimyasallar Listesi 

Gereç Markası Ürün Kodu 

NaOH Sigma-Aldrich 221465 

EDTA Sigma-Aldrich E9884 

Tris/HCl Sigma-Aldrich T5941 

Taq PCR BioLabs® Inc. E5000S 

PCR Primerleri Sentromer * 

Agaroz Sigma-Aldrich A9539 

Trizma® Base Sigma-Aldrich T1503 

Glasiyal Asetik Asit  Sigma-Aldrich 537020 

SafeView™ DNA boyası ABM G108 

DNA Standart   

Yükleme Boyası Thermo Scientific R0611 

*Tablo 5.2de belirtilen diziler özel olarak sentezletilmiştir. 

 

Tablo 5.3: Protein Ekspresyon Analizinde Kullanılan Kimyasallar Listesi 

Gereç Markası Ürün Kodu 

Proteaz İnhibitör Kokteyl Sigma-Aldrich P8340 

FASP
TM 

Protein Digestion Kit Expedeon 44250 

AmBic Sigma-Aldrich  

UPX
TM 

Universal Protein Extraction Kit Ecpedeon 44101 

Pur-A-Lyzer
TM 

Mini 6000 Dialysis Kit   Sigma-Aldrich PURN60100 

Tripsin Thermo Scientific 90055 

Formik Asit Fluka 94318 

Qubit Assay Kit Thermo Scientific Q32853 

Asetonitril (LC-MS saflığında LiChrosolv® ) Merck 100029.2500 

Su (LC-MS saflığında LiChrosolv®) Merck Millipore 15333 

Glu1-Fibrinopeptide B Standart Waters 700004729 

NaCl Sigma-Aldrich S7653 

Leu-Enkephalin   
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Tablo 5.4: Hücre Kültüründe Kullanılan Kimyasallar Listesi 

Gereç Markası Ürün Kodu 

PNBM LONZA CC-3256 

Hibernate®-A Medium Gibco A1247501 

L-15 Medium (Leibovitz) Sigma-Aldrich L5520 

NSF-1 Neural Survival Factor LONZA CC-4323 

B-27 Supplement  Gibco 17504044 

Glutamax-I Gibco 35050-061 

Poly-D-lisin Sigma-Aldrich P7280 

Penisilin Streptomisin Multicell 450-201-EL 

Amforterisin B   

Papain Sigma-Aldrich P4762 

DNaz Sigma-Aldrich D4513 

FBS Sigma-Aldrich F4135 

PBS Tablet Sigma-Aldrich P4417 

HBSS Sigma-Aldrich 508264 

PFA Sigma-Aldrich 15127 

BSA Sigma-Aldrich A9418 

Sodyum Azit Sigma-Aldrich S8032 

Goat Serum Sigma-Aldrich G9023 

Triton-X Sigma-Aldrich  

Tween-20 Sigma-Aldrich P1379 

Β-Tubulin III Sigma T8660 

Alexa Fluor® 568 goat anti-mouse  Life Technologies A-11004 

DAPI Sigma-Aldrich D9542 
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Tablo 5.5: Western Blot İçin Kullanılan Kimyasallar Listesi 

Gereç Markası Ürün Kodu 

Amonyum Persulfat Sigma-Aldrich A3678 

Beta Actin rabbit polyclonal Santa Cruz sc-47778 

Beta-Amyloid, 17-24 (4G8) BioLegend SIG-39220 

BME Sigma-Aldrich  

Cdk-5 (J-3) mouse monoclonal Santa Cruz sc-6247 

Clarity Western ECL Blotting Substrate BioRAD 1705060 

Goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz sc-2005 

Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz sc-6721 

HSP70 (3A3) mouse monoclonal Santa Cruz sc-32239 

IL-4 goat polyclonal Santa Cruz sc-1260 

KCl Sigma-Aldrich P9333 

Laemmli Örnek Tampon Çözeltisi BioRAD 1610737 

Metanol  Merck Millipore 106009 

mTOR (55.42) mouse monoclonal Santa Cruz sc-293089 

NaCl Sigma-Aldrich S7653 

Potasyum Fosfat, Monobazik Moleküler Biyoloji Dereceli  Merck Millipore 529568 

SDS Sigma-Aldrich L3771 

Sodyum Fosfat, Dibazik Moleküler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 567547 

TEMED Sigma-Aldrich T9281 

TGX Stain-Free
TM 

FastCast
TM 

Acrylamide Solutions Kiti BioRAD 1610180 

Trans-Blot
® 

Turbo
TM 

RTA Mini PVDF Transfer Kit BioRAD 1704272 

Tris/HCl Sigma-Aldrich T5941 

Tween-20 Sigma-Aldrich P1379 

Yağsız Süt Tozu Fluka 70166 

 

Tablo 5.6: İmmunohistokimya İçin Kullanılan Kimyasallar Listesi 

Gereç Markası Ürün Kodu 

Mounting Medium   

NaCl Sigma-Aldrich S7653 

KCl Sigma-Aldrich P9333 

Sodyum Fosfat, Dibazik Moleküler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 567547 

Potasyum Fosfat, Monobazik Moleküler Biyoloji Dereceli  Merck Millipore 529568 

IL-4 goat polyclonal Santa Cruz sc-1260 

VECTASTAIN Universal Quick HRP Kit (Peroxidase) Vector Laboratories PK-7800 

DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit Vcetor Laboratories SK-4100 
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5.2.Metot 

5.2.1.Deney grubunun oluşturulması ve  genotipleme 

Jackson Laboratuvarlarından alınan, 3 ailesel AH mutasyonu ve 2 insan presenilin 

mutasyonu ile yüksek miktarda insan APP geni ifade edilen 5 mutasyonlu ailesel AH 

(5XFAD) fare modeli kullanıldı. Hayvanların bakımı ve üretimi İstanbul Medipol 

Üniversitesi Tıp Araştırmalar Merkezi-MEDİTAM’da yapıldı. Tüm hayvan 

deneyleri İstanbul Medipol Üniversitesi hayvan çalışmaları komitesinin onayıyla 

gerçekleştirildi. Hemizigot transgenik 5XFAD fareler, B6/SJL F1 üretim fareleriyle 

çaprazlanarak üretilen yeni-doğanlar (0-24 saat) hipotermi yöntemiyle anestezi altına 

alındı ve kuyruklarından doku alındı. 

 

5.2.2.DNA eldesi 

Alınan dokular 75 µL, 25 mM NaOH/EDTA içeren 0,2 mL’lik PCR tüplerine 

koyuldu. Tüpler PCR cihazında 1 saat 98ºC’de bırakıldı. Cihazdan çıkarılan tüplere 

75 µL, 40 mM Tris/HCl eklendi ve -4000rpm-g’de 3 dk santrifüj edildi. 

Süpernatantın 100 µL’si doku alınmamaya dikkat edilerek yeni PCR tüplerine alındı.  

 

5.2.3.Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

PCR solüsyonu aşağıda verilen ölçüler ve sıra ile Taq PCR kiti kullanılarak 

hazırlandı. Kontrol için bir örneklik Taq polimeraz içermeyen solüsyon hazırlandı.  

 
Tablo 5.7: PCR Karışımı 

Gereç 1 örnek için hacim (25 µL) 1 örnek için konsantrasyon 

10X Tepkime tampon çözelti 2,4 µL 1X 

10 µM Kontrol İleri 1,2 µL 0,5 µM  

10 µM Kontrol Geri 1,2 µL 0,5 µM  

10 µM APP İleri 1,6 µL 0,6 µM  

10 µM APP Geri 1,6 µL 0,6 µM  

10 µM PSEN İleri 1,6 µL 0,6 µM  

10 µM PSEN Geri 1,6 µL 0,6 µM  

10 mM dNTP 0,5 µL 200 µM  

Taq polimeraz enzimi 0,125 µL 0,125 U 

ddH2O 25 µL’te tamamlayacak kadar  
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Tablo 5.8: Primer Dizilimi 

Primer Primer Uzunluğu Dizilimi 

Kontrol İ 24 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT 

Kontrol G 23 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC AT 

APP İ 20 AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG 

APP G 19 CGG GGG TCT AGT TCT GCA T 

PSEN İ 20 AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA 

PSEN G 20 GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT 

 

Boş PCR tüplerine hazırlanan solüsyondan 21 µL koyuldu. Üzerlerine 4 µL DNA 

ekstraktı koyuldu ve Thermocyclera bırakıldı. 

 

Tablo 5.9: PCR Metodu 

Döngü Sıcaklık Süre 

1 94ºC 3 dk 

35 

94ºC 30 sn 

57,3ºC 1dk 

72ºC 1 dk 

1 72ºC 2 dk 

1 10ºC ∞ 

 

 

5.2.4.Agaroz jel elektroforezi 

Üç gr agaroz tartılarak erlene koyuldu ve 100 µL 1X TAE (40 mM tris, 20 mM 

glasiyal asetik asit, 1Mm EDTA, pH:7,6) eklenerek mikrodalgada 200ºC’de 3 dk 

ısıtıldı. Karışıma 5 µL Safe View DNA boyası eklenip baloncuk oluşmamasına 

dikkat ederek karıştırıldı ve tarak yerleştirilmiş jel dökme standına döküldü. Jel 

tamamen donduktan sonra elektroforez tankına yerleştirildi, tarak kuyucuklara zarar 

vermeden çıkarıldı ve 1X TAE ile tank dolduruldu. İlk kuyuya 10 µL DNA 

standardı, diğer kuyulara en başta kontrol olmak üzere 2 µL yükleme boyasıyla 

karıştırılan 10 µL PCR ürünü yüklendi. Elektrot uçları doğru şekilde yerleştirildikten 

sonra PCR ürünü örnekler 80 V’ta 30 dk yürütüldü. Jel, BioRAD ChemiDoc cihazı 

kullanılarak görüntülendi. 
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Görüntüleme sonrası çift bant olarak görünen transgenik (5XFAD) farelerden n = 3 

olarak deney grubu, tek bant görünen batın kardeşi (LM) farelerden n = 3 olarak 

kontrol grubu oluşturuldu. 

 

5.3.Proteomiks Analizi 

5.3.1.Örnek hazırlama 

Genotipleme sonrası seçilen fareler hipotermi yöntemiyle anestezi altına alındı ve 

sakrifiye edildi. Beyinler çıkarıldı ve korteks, hipokampus, serebellum bölgelerine 

ayrıldı. Kuru buz üstünde dondurulan dokular protein LoBind tüplere alındı ve -

80ºC’de saklandı. 

 

5.3.1.1.Dokudan protein eldesi 

Beyin bölgeleri tartıldı ve 10 mg dokuya 100 µL denk gelecek şekilde, %1 proteaz 

inhibitör kokteyli (PIC) içeren AmBic eklendi. Pellet pestle homojenizatör 

kullanılarak dokular öğütüldü. Hazırlanan homojenatlara mevcut hacimleri kadar %1 

PIC içeren UPX (Universal Protein Extraction Kit) tampon çözeltisi eklendi. Karışım 

100ºC’de 5 dk kaynatıldı ve 1 saat süreyle +4ºC’de bırakıldı. Ardından, 15000 g’de 

10 dk santrifüj edildi ve süpernatant alınarak yeni LoBind® tüplere koyuldu. Protein 

ekstraktı -80ºC’ye kaldırıldı.  

 

5.3.1.2.Mikrodiyaliz ile tuzların uzaklaştırılması 

Mikrodiyaliz tüplerine 200 µL 50 mM AmBic koyuldu ve tüpler manyetik 

karıştırıcıda 50 mM AmBic dolu behere yerleştirilerek 10 dk membranların 

dengelenmesi için bırakıldı. Tüplerin içi boşaltılıp 200 µL protein ekstraktı koyuldu. 

Manyetik karıştırıcıda gece-boyu bırakıldı. Diyaliz sonrası örnekler LoBind® tüplere 

alındı. 
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5.3.1.3.FASP (Filter-Aided Sample Preparation) ile proteinden peptid eldesi 

Protein konsantrasyon tayini için Qubit® 2.0 Fluorometer önerilen protokole uygun 

olarak kullanıldı. 3 standart ve örnekler için, her bir tüpe 199 µL tampon çözelti ve 1 

µL protein belirteci karışımı hazırlandı.  Üç protein standardı, 190 µL tampon-

belirteç solüsyonuna 10 µL’şer olarak; her bir örnek 198 µL solüsyona 2 µL olarak 

PCR tüplerine koyuldu ve vortekslendi. Karışımlar 15 dk karanlıkta inkübe edilip 

Qubit cihazı ile ölçüldü.  

Peptid eldesi FASP kiti yayınlanan protokole uygun olarak kullanıldı Wisniewski et 

al. (78). Konsantrasyonu ölçülen her bir örnekten 50 µg alındı ve 230 µL’ye AmBic 

ile çözülmüş üre ile tamamlandı. Karışımlar kitte bulunan spin filtrelere koyulup 

14000 g’de 15 dk santrifüj edildi. Ürenin soğukta kristalleşip filtreleri tıkama 

ihtimaline karşılık santrifüjü soğukta yapmamaya dikkat edildi. 200 µL üre eklenip 

tekrar 14000 g’de 15 dk santrifüj edildi. Toz haldeki 10X IAA üre ile çözüldü. Her 

bir spin filtreye 10 µL IAA, 90 µL üre karışımı eklendi. Kısa bir süre karıştırılıp oda 

sıcaklığında, karanlıkta 20 dk inkübe edildi ve 14000 g’de 10 dk santrifüj edildi. 100 

µL üre eklenip 14000 g’de 15 dk santrifüj edildi. Bu aşama iki kez daha tekrarlandı 

ve filtreden süzülerek tüpte biriken sıvı atıldı. 100 µL, 50 mM AmBic eklenip 14000 

g’de 10 dk santrifüj edildi. Bu aşama iki kez daha tekrarlandı. 1mg/75µL tripsin 

enzimi eklenerek kısa bir süre çalkalandı ve parafilmlenerek 37ºC’de gece-boyu 

(maksimum 18 saat) inkübe edildi. Filtrelerin altındaki tüpler yeni ve temiz tüplerle 

değiştirildi. 2 kez 40 µL, 50 mM AmBic eklenip 14000 g’de 10 dk santrifüj edildi. 

50 µL, 0,5 M NaCl çözeltisi eklenip 14000 g’de 10 dk santrifüj edildi. Spin filtreden 

süzerek tüpte biriken peptid içeren çözelti yeni LoBind tüplere alındı. Çözeltiler 

kosantratör ile liyofilize hale getirildi, 50 µL %0,1 formik asit içeren AmBic ile 

çözüldü ve analize kadar -80ºC’de saklandı. 

Triptik peptidlerde Qubit ile konsantrasyon tayini yapıldı ve her bir örnek 100 ng/µL, 

20 µL olarak hazırlandı. Her birinden 2 µL alınarak QC hazırlandı. Tüm örnekler ve 

QC, LC viallere alınarak cihaza verildi.  
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5.3.2.Sıvı kromotografisi-kütle spektrometresi analizi 

Peptid karışımından 2 μL yüksek başarımlı sıvı kromatografisine (Acquity UPLC M-

Sınıf, Waters) bağlı, elektriksel püskürtme ile iyonlaştırma ve dört kutup zaman bazlı 

ölçüm kaynağı içeren kütle spektrometresi (Synapt G2-Si HDMS, Waters) sistemine 

[nanoUPLC (nano ultra performance liquid chromatography)-ESI (electrospray 

ionization)-QTOF (quadrupole time of flight)-MS (mass spectrometry)] gönderildi. 

Dahili kütle kalibrantı glu-fibrinopeptid 300nL/dk akış oranıyla enjekte edildi. Kolonlar, 

%97 hareketli faz A (%0,1 formik asit içeren LC-MS dereceli su) ile şartlandırıldı ve 

sıcaklık 55ºC’ye ayarlandı. Peptidler trap kolondan (Symmetry C18 5 µm, 180 µm i.d. × 

20 mm); 120 dk süreyle, 300 nL/dk akış hızında, %5’den %40’a derecelenen hareketli 

faz B (%0,1 formik asit içeren ekstra saf asetonitril) ile analitik kolon (BEH C18, 1,7 

µm, 75 µm i.d. × 250 mm) üzerinde ayrıştırıldı. Her örnek için çift enjeksiyon yapıldı. 

Veri bağımsız edinim yöntemi (data independent acquisition mode; MS
E
), pozitif iyon V 

modu, MS ve MS/MS fonksiyonları (1,5 saniye aralıklarla 6 V düşük enerji ve 15-40 V 

yüksek enerji) kullanılarak peptid kütle/elektriksel yük (mass/charge; m/z) değerleri ve 

ürün iyon bilgisi elde edildi.  

 

5.3.3.Biyoinformatik analiz 

Progenesis QI for Proteomics (Nonlinear Dynamics), işlenmemiş LC-MS verisinden 

protein tanımlamak için kullanıldı. Fare veri tabanı kullanılarak 400 kDa’dan küçük; 

Carbanidomethyl-cystein, Acetyl N-term, Deamidation N, Deamidation Q ve 

Methionine Oxidation modifikasyonları bulundurabilecek proteinler tanımlandı. 1 

peptid tanımlaması için 3 fragman, 1 protein tanımlaması için 7 fragman ve 3 peptid 

şartı arandı. 

Ingenuity Pathway Analysis istatistiksel olarak anlamlı değişim gösteren proteinlerin 

hangi yolak ve moleküler işlevlerde görevli olduğunun tespiti için kullanıldı. 

Proteinler Uniprot kodları, p değerleri ve ekspresyon artış oranları ile sisteme 

yüklendi. Analiz veri tabanındaki doğrudan ve dolaylı moleküler ilişkileri 

kapsayacak şekilde; insan, fare ve sıçan canlı türlerinde, sinir sistemi veri kaynağı 

seçilerek analiz yapıldı. 



24 
 
 

 

5.4.Hücre Kültürü 

Tüm primer kültür deneyleri için 3 günlük 3 5XFAD ve 3 LM fareden oluşan deney 

grupları başlık 5.1 ’de anlatıldığı şekilde oluşturuldu. Cam tabanlı petriler 750 µL 

%10 poli-D-lisin içeren distile su ile kaplandı. 2saat sonra 3 kez distile su ile yıkanıp 

kurumaya bırakıldı. Fareler anestezi altında sakrifiye edilip korteks, hipokampus ve 

serebellum bölgeleri alındı. 

 

5.4.1.Korteks kültürü 

Kültür vasatı; Hibernate A’ya %1 Glutamax-I, %1 antibiyotik (100U penisilin, 

100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B), %2 B27 eklenerek hazırlandı. Deney 

öncesi ve süresince +4ºC’de saklandı. 

Yaşam vasatı; PNBM’e %1 Glutamax-I, %1 antibiyotik (100U penisilin, 100mg 

streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B), %2 NSF-1 eklenerek hazırlandı. Deney 

öncesi ve süresince etüvde (37ºC, %5 CO2 ) saklandı. 

Korteks dokusu, içinde 990 µL kültür vasatı bulunan tüplere koyuldu ve 10 µL 

papain eklenerek forseps yardımıyla hafif darbelerle küçük parçalara ayrıldı. Tüpler 

50 Hz’de titreşen özel yapım ajitatörde, +4ºC’de 45 dk mekanik ayrıştırılmaya tabi 

tutuldu. Ardından 3 kez HBSS ile yıkanıp, 1ml kültür vasatında 15 dk sırayla kesik 

mavi, mavi ve sarı pipet uçları kullanılarak triturasyon yapıldı. Hücre süspansiyonu 

15ml’lik falkona alınıp 3,5 mL daha kültür vasatı eklendi ve 300 g’de 3 dk santrifüj 

edildi. Süpernatant atılıp hücre peletine 2 mL yaşam vasatı eklendi ve süspansiyon 

içindeki hücre miktarı hemositometre ile tespit edildi. Her petride 200.000 hücre 

olacak şekilde süspansiyona yaşam vasatı eklendi. Her petriye 1 mL hücre 

süspansiyonu eklendi ve petriler hücrelerin tutunması için etüvde 2 saat bekletildi. 

Tutunmayan hücreleri ve kirliliği uzaklaştırmak için yaşam vasatıyla yıkama yapıldı. 

1,5 mL yaşam vasatı eklenip etüvde bırakıldı. 
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5.4.2.Hipokampus ve serebellum kültürü 

Hipokampus için kültür vasatı; L-15’e %1 Glutamax-I, %1 antibiyotik (100U 

penisilin, 100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B) eklenerek hazırlandı. Deney 

öncesi ve süresince +4ºC’de saklandı. 

Serebellum için kültür vasatı; RPMI’a %1 Glutamax-I, %1 antibiyotik (100U 

penisilin, 100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B) eklenerek hazırlandı. Deney 

öncesi ve süresince +4ºC’de saklandı. 

Hipokampus ve serebellum için yaşam vaşam vasatı; PNBM’e %1 Glutamax-I, %1 

antibiyotik (100U penisilin, 100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B), %2 

NSF-1 eklenerek hazırlandı. Deney öncesi ve süresince etüvde (37ºC, %5 CO2 ) 

saklandı. 

Hipokampus ve serebellum dokuları, içinde 990 µL kültür vasatı bulunan tüplere 

koyuldu ve 10 µL papain eklenerek forseps yardımıyla hafif darbelerle küçük 

parçalara ayrıldı. Tüpler 50 Hz’de titreşen özel yapım ajitatörde, +4ºC’de 45 dk 

mekanik ayrıştırılmaya tabi tutuldu. Kesik mavi ve pastör pipetleriyle triturasyon 

yapıldı. 300 g’de 3 dk santrifüj edilip süpernatant atıldı. Pelet 3ml kültür vasatı ile 

santrifüj tüpüne alındı. 300 g’de 3 dk santrifüj edilip süpernatant atıldı. Hücre 

peletine 2 mL yaşam vasatı eklendi ve süspansiyon içindeki hücre miktarı 

hemositometre ile tespit edildi. Her petride 200.000 hücre olacak şekilde 

süspansiyona yaşam vasatı eklendi. Her petriye 700 µL hücre süspansiyonu eklendi 

ve petriler hücrelerin tutunması için etüvde 2 saat bekletildi. Tutunmayan hücreleri 

ve kirliliği uzaklaştırmak için yaşam vasatıyla yıkama yapıldı. 1,5 mL yaşam vasatı 

eklenip etüvde bırakıldı.  

 

5.4.3.İmmunositokimya 

Birincil kültürler hazırlandıktan 48 saat sonra, hücreler PBS (distile suda çözülmüş 

tablet) ile 2 kez yıkandı. %4 PFA (PBS içerisinde çözülmüş) ile 15 dk oda 

sıcaklığında inkübe edilerek fiksasyon yapıldı. Ardından 2 kez PBS ile yıkama 

yapıldı. Bloklama solüsyonu (PBS içerisinde %3 BSA, %0,3 sodyum azit, %1 goat 
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serum, %0,1 Triton-X) eklenip oda sıcaklığında 45 dk bekletildi. PBS ile 2 kez 

yıkama yapıldı ve seyreltme solüsyonunda (PBS içerisinde %3 BSA, %0,3 sodyum 

azit, %1 goat serum, %0,1 Tween-20) çözülmüş 1/500 rabbit anti-Tubulin birincil 

antikor eklenerek gece boyu +4ºC’de bırakıldı. Petriler PBS ile 2 kez yıkandı ve 

1/1000 goat anti-rabbit sekonder antikor (Alexa Fluor®594) eklenerek oda 

sıcaklığında 3 saat inkübe edildi. Bu ve sonrasındaki adımlar petrilerin ışık 

almamasına dikkat edilerek sürdürüldü. Hücreler oda sıcaklığında shaker üzerinde 

%0,02 Tween-20 (PBS’te çözülmüş) ile 4 kez 3’er dk süreyle yıkandı. Shaker 

üzerindeki petrilere (PBS içinde çözülmüş) 1/1000 DAPI eklendi ve 3 dk inkübe 

edildi. Oda sıcaklığında 5 dk boyunca %0,02 Tween-20 ile yıkama yapıldı.  

 

5.4.4.Mikroskobik görüntüleme ve analiz 

Aydınlık alan görüntüleri kültürün 48.saatinde, fiksleme işlemi sonrası alındı. CCD 

kamera bağlantılı, Hoffman modülasyonu bulunan ters-optik Zeiss Axio Observer.A1 

mikroskop ile petrinin rastgele seçilmiş 5 bölgesinden 20X görüntü alındı. 

Görüntülerdeki hücre ve nörit miktarı sayılarak her petri için ortalama alındı. 

İstatistiksel analiz tek kuyruklu Student-t istatistiksel testi ile yapıldı. 

İmmunositokimya sonrası floresan görüntüler Zeiss konfokal mikroskop ile 405 ve 

568 nm dalga boylarında görüntülendi. 

 

5.5.Western Blot  

Jel dökme sistemi kuruldu ve işlem TGX FastCast akrilamid kitinde önerilen 

protokole uygun olarak yapıldı. Öncelikle resolver ve stacker solüsyonları hazırlandı. 

Resolver solüsyonu; eşit miktarlarda resolver A ve resolver B içerisine %0,5 APS 

(%10’luk olarak distile suda çözülmüş) ve %0,05 TEMED eklenerek hazırlandı. 

Stacker solüsyonu; eşit miktarlarda stacker A ve stacker B içerisine %0,5 APS ve 

%0,1 TEMED eklenerek hazırlandı. 1 mm aralıklı cam plakalarla hazırlanan jel 

dökme sistemine önce resolver solüsyonu, tarakla oluşturulacak kuyucukların 1 cm 
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altında kalacak miktarda döküldü. Üzeri stacker solüsyonu ile tamamen dolduruldu 

ve tarak yerleştirildi. 30 dk polimerize olmak üzere bırakıldı.  

Örneklerin protein konsantrasyonu tespit edildi. Her örnekten 20 µg protein, %5 

BME içeren 2X laemli örnek tampon çözeltisi ile karıştırıldı ve 95ºC’de 5 dk 

kaynatılarak denatüre edildi. Hazırlanan jel, yürütme tankına yerleştirildi. Tarak 

çıkarılıp, tankın içi yürütme tampon çözeltisiyle (35 mM SDS, 250 Mm Tris, 1,92 M 

Glisin; pH:8,3) dolduruldu. İlk kuyucuğa 10 µL moleküler standart, sonraki 

kuyucuklara sırasıyla denatüre edilmiş protein örnekleri yüklendi. 5 dk 50 V’da, 

boya jel tabanına gelene kadar da 120 V’da yürütme yapıldı. 

Jelden PVDF membrana transfer işlemi Bio-RAD Trans-Blot transfer sistemi ve kiti 

kullanılarak yapıldı. Transfer cihazına en alta ve en üste transfer tampon çözeltisinde 

(25 mM Tris, 1,92 M Glisin; pH:8,3) 2-3 dk tutulan kurutma kâğıtları araya %100 

metanolden geçirilip transfer solüsyonunda 2-3 dk tutulan membran ile yürümesi 

tamamlanan jel koyuldu. Cihaz 2,5 A 25 V’da; moleküler ağırlığı 30 kDa’dan küçük 

proteinler için 5 dk, 50-150 kDa arasında olanlar için 7 dk, 150 kDa’dan çok olanlar 

için 10 dk kullanıldı. 

Transfer tamamlandıktan sonra membran alınıp PBST (PBS’de çözülmüş %0,1 

Tween-20)’den geçirilerek bloklama solüsyonuna koyuldu ve oda sıcaklığında 1 saat 

boyunca shakerda çalkalanarak inkübe edildi. Daha sonra  bloklama solüsyonunda 

(PBST’de çözülmüş %5 yağsız süt tozu) belirlenen miktarlarda (Tablo 5.x) 

hazırlanan birincil antikorkar ile +4ºC’de gece-boyu (maksimum 16 saat) 

çalkalanarak inkübe edildi. İnkübasyon sonrası membran 3 kez 5’er dk PBST ile 

yıkandı ve uygulanan primere göre HRP-konjuge goat anti-mouse ya da goat anti-

rabbit ikincil antikor (1/2000) koyularak oda sıcaklığında 1 saat çalkalanarak inkübe 

edildi. 3 kez 5’er dk PBST ile yıkama yapıldı. ECL kiti ve BioRAD ChemiDoc 

görüntüleme cihazı kullanılarak önerilen protokole uygun görüntüleme işlemi 

yapıldı.  

Yürütme kontrolü (Beta Actin) için stripping işlemi yapılarak uygulanan birincil ve 

ikincil antikorlar temizlendi. Stripping işlemi, membranın 55ºC’deki etüvde yine 

55ºC’ye ısıtılan taze hazırlanmış tampon çözelti (%10’luk SDS, 0,5M Tris/HCl, 0,8 
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mL βME; pH:6,8) ile 30dk inkübe edilmesiyle yapıldı. Ardından 6 kez 5’er dk PBST 

yıkaması yapılarak tampon solüsyon uzaklaştırıldı ve bloklamadan itibaren tüm 

adımlar Beta Actin için uygulandı. Görüntülenen bantlar, ImageJ yazılımı 

kullanılarak ve yürütme kontrol bantlarına göre normalize edilerek tek kuyruklu 

Student-t istatistiksel testi ile analiz edildi. 

 

Tablo 5.10: Western blot için kullanılan antikorlar ve dilüsyonları 

Birincil Antikor Birincil Antikor Dilüsyonu İkincil Antikor 

Beta Amyloid mouse  1/500 

Goat anti-mouse 
HSP70 mouse monoclonal 1/200 

mTOR mouse  monoclonal 1/250 

Cdk-5 mouse monoclonal 1/200 

Beta Actin rabbit monoclonal 1/1000 Goat anti-rabbit 

 

 

5.6.İmmunohistokimyasal Analiz 

3 günlük 5XFAD ve LM fare beyinleri çıkarılıp, bölgelere ayrılmadan ve şekli 

bozulmadan kuru-buz üzerinde donduruldu. Cryostat ile 18µm’lik sagital kesitler; 

korteks, hipokampus ve serebellum tek bir kesitte görülebilecek şekilde 40 ºC ‘ye 

ısıtılmış lamlar üzerine alındı ve lamlar yine aynı ısı-bloğu üzerine koyularak dokular 

sabitlendi. Lamlar deneye kadar -80ºC’de muhafaza edildi. 

Deney başlamadan 30dk önce dokular oda sıcaklığına çıkarıldı ve kurumaları 

beklendi. Tüm yıkama ve inkübasyon işlemleri shaker üzerinde yapıldı. Lamlar lam 

askısına yerleştirilip distile su dolu şaleden geçirilip %4 PFA dolu şaleye koyuldu ve 

15dk dokuların fikslenmesi sağlandı. Bir kez daha distile su dolu şaleden geçirilen 

lamlar farlı bir lam askısına alınarak PBS dolu 3 şalede, her birinde 5dk olacak 

şekilde bekletildi. Lamlar; lam askısından çıkarıldı, dokulara zarar vermeden 

kurulandı ve pappen ile etrafı yuvarlak bir şekilde çizildi.  

Her bir dokuya kit içerisinde bulunan bloklama solüsyonu damlatıldı ve kapalı nemli 

kutuda 10 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Lamlar dikkatlice silkelenerek bloklama 
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solüsyonu uzaklaştırıldı ve gerekliyse pappen çizgileri yenilendi. 30µL’şer goat 

polyclonal anti-IL-4 primer antikor (1/30), %1,5 bloklama solüsyonu içeren PBS 

içerisinde dokulara doyuldu. Her lamda bulunan iki dokudan birine kontrol amaçlı 

olarak birincil antikor bulundurmayan solüsyon koyuldu. Tüm lamlar kapalı nemli 

kutuda gece boyu (maksimum 16 sa) 4 ºC’de inkübe edildi. Lamlar lam askısına 

dizilerek PBS dolu şalede 5dk yıkandı. Askıdan çıkarılan lamlar kurulandı ve kitte 

bulunan ikinci solüsyon eklenerek 15 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. Lamlar lam 

askısına dizilerek PBS dolu şalede 5dk yıkandı ve kitte bulunan 3. Solüsyon ile 5 dk 

inkübe edildi. Son kez PBS dolu şalede 5dk yıkama yapıldı ve lamlar askıdan 

çıkarılıp 30 µL’şer DAB HRP substratı eklenerek ışık mikroskobunda takip edildi. 

Boyama tamamlanınca soğuk PBS’ten geçirilen lamlar, mounting medium 

damlatılarak baloncuk oluşturmamaya dikkat edilerek lamel ile kapatıldı ve gece-

boyu oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Daha sonra konfokal mikroskopta 

görüntüleme yapılana kadar -80 ºC’de saklandı. 

 

5.6.1.Mikroskobik görüntüleme 

DAB HRP boyama yapılan dokular Zeiss AxioZoom mikroskop ile 10X, 20X, 63X 

boyutlarda görüntülendi. 
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6.BULGULAR 

Tüm deneysel çalışmalar için deney ve kontrol grubu, yeni-doğan farelerin Jackson 

Laboratories tarafından önerilen şekilde genotiplenmesi sonucu oluşturuldu (Resim 

6.1). 

 

Resim 6.1: Genotipleme sonucu agaroz jel görüntüsü 

 

6.1.Proteomiks Çalışmaları 

Yapılan nanoLC-MS/MS çalışmasının Progenesis QI ile analizi sonucu toplam 1598 

protein tanımlandı. PCA grafikleri, her beyin bölgesinde deney ve kontrol grubunun 

proteomlarının birbirinden ayrıldığını gösterdi (Şekil 6.1). Örneklerle birlikte analiz 

edilen QC’lerin analiz sonuçları değerlendirilerek cihazın hata payı %10 olarak 

belirlendi. Bu hata payının 5 katı, yani ekspresyon miktarı kontrol ve deney grupları 

arasında %50 ve daha fazla miktarda değişmiş olan proteinler içinde p değeri 0,05’in 

altında kalan proteinler anlamlı değişen proteinler olarak belirlendi. Analizi yapılan 

tüm bölgelerde bu şartları sağlayan protein sayısı 325 olarak belirlendi (Ekler-Tablo 

9.1). Bu proteinlerin 243 tanesi kortekste, 132 tanesini hipokampuste ve 80 tanesi 

serebellumda tanımlandı. 20 protein tüm bölgelerde ortak tanımlanırken (Tablo 6.2); 

68 protein yalnızca korteks hipokampuste, 17 protein yalnızca korteks ve 

serebellumda, 5 protein hipokampus ve serebellumda ortak ekspresyon değişimi 

gösterdi (Şekil 6.2-A). Birden fazla bölgede tanımlanan proteinlerin 2 tanesi –

ekspresyonu transgenik fare korteksinde artıp, hipokampusünde azalan Thada ve 

serebellumunda artıp korteksinde azalan Neil2- dışında geri kalanlarında beyin 
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bölgelerinde aynı yönde ekspresyon değişimi gözlendi. Her bir bölgede en çok artış 

gösteren 10 protein karşılaştırıldığında; Cd44, Pfkl ve Fmr1 proteinlerinin kortekse 

ve hipokampuste, Serpina3g proteininin korteks ve serebellumda, Soga3 proteininin 

hipokampus ve serebellumda çakıştığı görüldü (Şekil 6.2-B). 

 

 

Şekil 6.1: Korteks(A), hipokampus(B) ve serebellum(C)’da tanımlanan proteinlerin Principal 
Component Analysis grafikleri 
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Kortekste, hipokampuste, serebellumda ve tüm bölgelerde ortak anlamlı değişim 

gösteren proteinler IPA ile analiz edildi. Bu analiz sonucunda, tespit edilen proteom 

değişiminin daha önce literatürde belirtilen hangi yolaklarla, moleküler ve hücresel 

fonksiyonlarla, fonksiyonel ağlarla ilişkili olduğu ve ekspresyonunun hangi 

proteinler tarafından düzenlendiği (upstream regulator) bulundu (Tablo 6.1). Tüm 

bölgelerde ortak değişim gösteren proteinlerin IPA tarafından sunulan fonksiyonel 

ağı ile, bu proteinlerle ilişkili olduğu belirtilen inflamasyon yolağı birleştirilerek 

aralarındaki bağlantı gözlemlendi (Şekil 6.3). 

 

 

Şekil 6.2: Anlamlı ekspresyon değişimi gösteren proteinlerin beyin bölgelerine göre dağılımı 
(A) ve her bölgede en büyük değişim gösteren 10 proteinin venn şeması (B) 
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Tablo 6.1: Ingenuity Pathway Analysis (IPA) biyoinformatik aracı tarafından belirlenen, 
tanımlanan proteinlerle ilişkili yolaklar, regülatör proteinler, moleküler-hücresel 
fonksiyonlar ve fonksyonel ağlar 

 Korteks Hipokampus Serebellum Ortak 

Y
o

la
k

la
r
 

Clathrin-mediated 
Endocytosis Signaling  

Huntington's Disease 
Signaling 

2-ketoglutarate Dehydrogenase 
Complex 

CNTF Signaling 

Ephrin B Signaling  Netrin Signaling AMPK Signaling Acyl-CoA Hydrolysis 

Superpathway of 
Geranylgeranyldiphosphate 
Biosynthesis I (via 
Mevalonate)  

Molecular Mechanisms of 
Cancer 

Role of BRCA1 in DNA Damage 
Response 

AMPK Signaling 

Integrin Signaling  Mevalonate Pathway I 
Dopamine-DARPP32 Feedback 

in cAMP Signaling 

Huntington's Disease 

Signaling 

Molecular Mechanisms of 
Cancer 

Signaling by Rho Family 
GTPases 

TCA Cycle II (Eukaryotic) 
Protein Ubiquitination 
Pathway 

R
e
g

ü
la

tö
rl

e
r
 

MAPT TP53 ERBB2 IL4 

PSEN1 SGPL1 MKNK1 estrogen receptor 

APP miR-142-3p  SUZ12 SLC4A5 

FMR1 Sos MAPT CHCHD4 

MKNK1 MYC PARK2 SNRPE 

M
o

le
k

ü
le

r
 v

e
 H

ü
c
r
e
se

l 
F

o
n

k
si

y
o

n
la

r
 

Cellular Assembly and 

Organization 

Cellular Assembly and 

Organization 

Cellular Assembly and 

Organization 
Cell Morphology  

Cellular Movement 
Cellular Function and 
Maintenance 

Cellular Function and 
Maintenance 

Cellular Assembly and 
Organization  

Cell-To-Cell Signaling and 

Interaction 

Cell-To-Cell Signaling and 

Interaction 
Cell Morphology 

Cellular Function and 

Maintenance  

Cell Morphology Cell Morphology Cell Cycle Cellular Development  

Cellular Development Cellular Developmen Carbohydrate Metabolism 
Cellular Growth and 
Proliferation 

A
ğ

la
r
 

Cell-To-Cell Signaling and 
Interaction, Nervous System 

Development and Function, 
Cellular Development 

Cellular Development, 
Cellular Grow th and 

Proliferation, 
Carbohydrate Metabolism 

Cardiovascular System 
Development and Function, 
Hematological System 

Development and Function, 
DNA Replication, 
Recombination, and Repair 

Cancer, Cellular Development, 
Cellular Growth and 

Proliferation 

Hereditary Disorder, 
Neurological Disease, 
Organismal Injury and 

Abnormalities 

Cell Cycle, Cellular 
Movement, Developmental 
Disorder 

Cellular Assembly and 
Organization, Cell Cycle, 
Digestive System 

Development and Function 

Cell Morphology, Cellular 
Compromise, Cancer 

Cell Morphology, Cellular 
Assembly and Organization, 
Cellular Function and 
Maintenance 

Gene Expression, 
Infectious Diseases, 
Cancer 

Organ Development, Skeletal 
and Muscular System 
Development and Function, 
Nucleic Acid Metabolism 

 

Nervous System 

Development and Function, 
T issue Morphology, Cellular 
Assembly and Organization 

Cancer, Organismal Injury 
and Abnormalities, Renal 
and Urological Disease 

Neurological Disease, Cell 
Morphology, Nervous System 
Development and Function 

 

Cell Death and Survival, 
Neurological Disease,  

Organismal Injury and 
Abnormalities 

Cell Cycle, Nervous 
System Development and 
Function, Skeletal and 

Muscular System 
Development and 
Function 

Cell Cycle, Cell Death and 

Survival, Organismal Survival 
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Şekil 6.3: Tüm bölgelerde görülen proteinlerin IPAya göre önde gelen fonksiyonel ağı ile 
inflamasyon yolağı arasındaki ilişki. 

 

 

6.2.Hücre Kültürü 

Korteks, hipokampus ve serebellum kültürlerinin 48.saatte alınan aydınlık alan 

görüntüleri üzerinden yapılan nörit sayımında, üç bölgede de nörit sayısının 5XFAD 

farelerde LM’lere oranla arttığı tespit edildi (Resim 6.2). 
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Resim 6.2: Korteks, hipokampus ve 
serebellum primer hücre kültürü görüntüleri 
(Yeşil;Tubulin, Mavi;DAPI) (Yukarıda) ve 
nöron başına ortalama nörit oranları grafiği 
(Solda) (*; p<0,05) 

 

 

 

 



37 
 
 

 

6.3.Western Blot 

Western blot yöntemiyle korteks, hipokampus ve serebellum bölgelerinde, literatürde 

az miktarda artışının nöronlarda dendrit uzamasını ve dallanmasını arttırdığı 

belirlenen APP proteinin ekspresyon değişimi de incelendi. 3 bölgede de APP 

ekspresyonunun arttığı belirlendi  (Şekil 6.4). 

 

Şekil 6.4: APP, HSP70, mTOR ve Cdk-5 proteinlerinin western blot görüntüsü ve analizi 
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IPA analizlerine göre, 3 beyin bölgesinde tanımlanan proteinlere göre değişim 

beklenen yolaklarda bulunduğu görülen proteinler; HSP70, mTOR ve Cdk-5 için 

western blot analizi yapılmıştır (Şekil 6.4). HSP70’in proteomiks verilerine paralel 

bir şekilde 5XFAD korteks ve serebellumunda azaldığı, hipokampusünde verilerin 

aksine arttığı tespit edilmiştir. Proteomiks analizlerinde 5XFAD farelerde 3 bölgede 

de azaldığı gözlenen mTOR’un western blot sonuçları; korteks ve serebellumda artışı 

ve hipokampuste azalışı görülmüştür. 5XFAD korteks ve hipokampusünde arttığı 

proteomiks verilerince gösterilen Cdk-5’ın ise korteks ve serebellumda artıp 

hipokampuste azaldığı görülmüştür. 

 

6.4.İmmunohistokimyasal Analiz 

Üç bölgede ortak değişim gösteren proteinlerin regülatörü olduğu belirlenen IL-4 

proteininin ekspresyon miktarı sagital beyin kesitleri üzerinde immunohistokimya 

yöntemiyle incelendi ve LM farelerin hipokampuslerinin CA1 bölgesinde IL-4 

miktarının daha az olduğu tespit edildi (Resim 6.3). 

 

6.5.Tanımlanan Proteinlerin Bibliyografik Taraması 

Proteomiks çalışmasıyla tanımlanan ve istatistiksel olarak anlamlı seçilen proteinler 

için yapılan bibliyografik taramada postmortem AH proteomiks çalışmalarıyla 

kortekste 22, hipokampuste 3, serebellumda 1 ortak protein tanımlandığı; transgenik 

fare modellerinin hastalığın ilerleyen evrelerinde alınan beyin dokularıyla yapılan 

proteomiks çalışmalarla kortekste 10, hipokampuste 3 ortak protein tanımlandığı 

tespit edildi (Tablo 6.3). Bu proteinlerden 18’inin; hücre morfolojisi, hücresel yapı 

ve organizasyon, hücresel büyüme ve çoğalma gibi işlevlerle ilişkili olduğu görüldü. 
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Resim 6.3: 5XFAD ve LM farelerin sagital beyin kesitlerinde IL-4 proteininin 10X objektif 
ile tüm kesit, 63X objektif ile hipokampus bölgesi ve aynı bölgenin cresyl boyaması 
yapılmış görüntüsü 
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7.TARTIŞMA VE SONUÇ 

AH, vakaların %95’ini 60’lı yaşlarda ortaya çıkan geç başlangıçlı formun 

oluşturduğu, yaşa bağlı bir nörodejeneratif hastalıktır. Hastalık semptomları her ne 

kadar ilerleyen yaşlarda ortaya çıkıyor olsa da, beyindeki değişimlerin onlarca yıl 

önceden başladığı bilinmektedir. Ayrıca, bu değişimler tüm beyne hükmetmek yerine 

korteks ve hipokampus gibi belirli bölgelerde görülmeye başlar ve yayılır. 

Literatürde transgenik fare modellerinde hastalığın erken dönemlerini hedef alan 

birçok proteomiks çalışması bulunmaktadır Lv et al. (80), Hartl et al. (81), Shin et al. 

(84), Rhein et al. (90), Chang et al. (93), Chou et al. (94), Sun et al. (95), Walls et al. 

(96), Yang et al. (97). Bu araştırmada, 5XFAD transgenik fare modelinde doğumu 

takip eden 24 saat içerisinde, beynin üç bölgesini (korteks, hipokampus ve 

serebellum) hedef alan bir proteomiks çalışması yapılmıştır. Oldukça şaşırtıcı bir 

şekilde, protein ekspresyon profilinde, özellikle literatürde bulunan diğer erken 

dönem çalışmalarına kıyasla, büyük bir değişim gözlenmiştir. Ek olarak, neonatal 

5XFAD fare beyin proteomunun, literatürde gösterilen postmortem insan AH 

proteomuna benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir Andreev et al. (79), Lv et al. (80), 

Hartl et al. (81), Minjarez et al. (82), Musunuri et al. (83), Shin et al. (84), Sizova et 

al. (85), Tsuji et al. (86), Martin et al. (87), Zahid et al. (88), Sultana et al. (91), 

Manavalan et al. (92). Sonuçlar ayrıca, ekspresyon modelinde bölgesel farklılıklar 

olduğunu da doğrulamıştır. Protein ekspresyon değişimi AH patolojisinin merkezi 

olarak bilinen korteks ve hipokampuste yoğunlaşmış, AH’ndan çok daha az 

etkilendiği bilinen serebellumda en az değişim görülmüştür. Üç bölge için 

gerçekleştirdiğim primer hücre kültürü görüntüleri tüm bölgelerde nörit sayısında 

artış olduğunu göstermiştir. Western blot çalışması, düşük ve toksik sayılmayacak 

düzeylerde uygulandığında nörit sayısını ve dallanmasını artırdığı bilinen APP’nin 

artışına yönelik tahminin doğruluğunu onaylamıştır Salinero et al. (98), Susen et al. 

(99). Hastalığın bu kadar erken dönemlerinde bu derece ciddi değişimlerin görülmesi 

akla; AH’nın doğum kadar erken bir dönemde var olup, bazı mekanizmalarla 

susturulup gizli bir periyoda girerek, beynin hasara daha açık olduğu yaşlılıkta tekrar 

ortaya çıkıyor olabileceğini getirmiştir. Bu durumda AH’nda infant dönemin yaşlılık 

döneminin bir modeli sayılabileceği söylenebilir. 



43 
 
 

 

Nörodejeneratif hastalıklar, patolojiden etkilenen fonksiyonel beyin bölgesini 

yansıtan semptomlar gösterir. AHnda ilk semptom, hipokampus ve entorhinal 

korteks bozukluğunu yansıtır şekilde hafıza kaybıdır. Hastalığın bir sonraki 

aşamasında, patolojinin korteks boyunca yayılımına paralel şekilde okuma, nesneleri 

tanıma ve karar verme gibi bilişsel görevleri gerçekleştirmek zorlaşır. Son aşamada, 

beyne yayılmış atrofi dil becerilerinde, temel motor becerilerde kayba ve karakter 

değişimlerine sebep olur. Bazı vakalarda hastalığın ilerleyen dönemlerinde, 

serebellum hasarına bağlı olarak şizofreni oluşumu da tespit edilmiştir. Elde ettiğim 

verilerde korteks, hipokampus ve serebellumdaki moleküler değişimin farklı 

yolaklarla ilişkilendirilse de, bu bölgelerde değişmesi beklenen hücresel ve 

moleküler fonksiyonlar benzerlik göstermiştir. IPA tarafından her bir bölge için 

sunulan ilk on hücresel fonksiyon incelendiğinde, dört fonksiyonun tüm bölgelerde 

ortak olduğu görünmüştür. AHndan birincil olarak etkilenen korteks ve hipokampus 

aralarındaki doğrudan nöronal etkileşimin de etkisiyle protein ekspresyon 

modellerine ek olarak fonksiyonel değişimlerinde de daha çok ortaklık taşımaktadır. 

Öte yandan serebellum, hastalıktan en geç ve en az etkilenen beyin bölgesi, 

yenidoğan 5XFAD beyninde en az değişim göstermiştir. 

5XFAD fare modeli ağır Aβ toksisitesi görülen ve erken başlangıç gösteren bir 

model olarak bilinir Oakley et al. (70). Beyinde fonksiyonel bozukluğa sebebiyet 

veren patoloji NFYlardır ve bu fare modelinde NFY oluşumu ve yayılımı görülmez; 

ancak sinaptik kayıp ve bilişsel zayıflamaya bundan bağımsız olarak rastlanır Eimer 

et al. (73), Jawhar et al. (74). Ayrıca bazı çalışmalarda AHnda hafıza kayıplarının 

nörit kaybına değil de nöronal bağlantının değişmesine bağlı olduğu yorumlaması 

yapılmıştır. Bu çalışmada yapılan IPA analizine göre, korteks ve hipokampusteki 

moleküler değişim hücreler-arası etkileşimi ve hücre morfolojisini değiştirir 

niteliktedir. Bu fonksiyonlardaki değişim yaşlı AH beyninde görülecek sinaptik 

kayıp ve atrofinin oluşması için altyapı oluşturuyor olabilir. 

AH senil plak patolojisinin temel toksik elementi Aβ olsa da, birçok in-vitro çalışma, 

düşük konsantrasyonlardaki kümelenmiş Aβ, Aβ-40-42 dahil Aβ fibrileri, ve solübl 

APP’nin nörit uzamasını ve dallanmasını arttırdığını göstermiştir Salinero et al. (98), 
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Susen et al. (99). APP aynı zamanda yetişkin ve gelişim aşamasındaki beyinde akson 

yönlenmesini etkileyen, bağımsız çalışan hücre adezyon molekülü olarak 

tanımlanmıştır Zheng et al. (100). APP’nin nöronal devre gelişimindeki kritik rolüne 

ek olarak, nöronal hasar sonrası reaktif glialarda ekspresyonu artmaktadır. IPA 

analizlerinde 5XFAD proteomundaki değişimlerin işaret ettiği hücre morfolojisi, 

hücresel hareket, hücresel oluşum ve organizasyon farklılıklarını incelemek için, 

primer hücre kültürü yapıldı. Deney sonucunda 5XFDA korteks, hipokampus ve 

serebellum kültürlerinde nörit sayısında artışa rastlandı. Bunun sebebinin fare 

modelinde görülen ancak toksik düzeylere ulaşamamış miktarda bulunan APP ve Aβ 

artışı olduğunu düşündüm. Bunu doğrulamak amacıyla yaptığım western blot sonucu 

üç beyin bölgesinde de APP ekspresyonunun arttığını gösterdi. Bu sonuçlar ışığında, 

neonatal 1.gün gibi erken bir dönemde bile 5XFAD fare beyninde, hücresel yapıda 

gözlemlenebilir değişikliklere sebep olacak kadar ciddi bir moleküler dönüşüm 

olduğu söylenebilir. 

Nöroinflamasyon AH’nın yayılmasında önemli bir etken olarak görülmektedir. 

Oluşan hasara ve Aβ toksisitesine savunma amaçlı bir tepki olarak başlayan glial 

aktivasyon kronikleştiği zaman zararlı bir hal almaktadır. Literatürde IL-4’ün 

APP/PS1 transgenik fare modelinde mikroglial aktivasyonu indükleyerek çözülür ve 

çözülmez formlardaki Aβ miktarını azalttığı gösterilmiştir Latta et al. (101). Elde 

ettiğim verilerde, tüm bölgelerde ortak değişim gösteren proteinlerin ana regülatörü 

IPA tarafından IL-4 olarak belirlenmiştir. Bu proteinlerin oluşturduğu ana 

fonksiyonel ağ ile inflamasyon yolağı birleştirildiğinde, iki gruptaki proteinler 

çakışmasa da aralarında direkt ve dolaylı bağlantılar olduğu görülmüştür. Bu durum, 

kullandığımız fare modelinde artmasını beklediğimiz Aβ miktarına yönelik savunma 

mekanizmasının IL-4 önderliğinde aktifleştiğinin göstergesi olabilir. Tanımlanan 

proteinler listesinde yer almayan IL-4 proteininin ekspresyonunda bir değişim olup 

olmadığını görmek amaçlı yaptığım immunohistokimyasal analiz sonuçları 5XFAD 

hipokampusün CA1 bölgesinde IL-4 miktarında artış olduğunu göstermiştir. Ancak 

elde edilen immunohistokimya sonucu kantitatif olmadığından, farklı deneylerle 

veriyi desteklemek ve yorumlamak daha doğru olacaktır. 
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Literatürde kaydedilen AH insan beyin dokuları ve transgenik fare modellerinin geç, 

semptomatik dönemde alınan beyin dokularından yapılan proteomikss çalışmalarında 

anlamlı değişim gösterdiği belirtilen proteinlerden 37 tanesi bu çalışmayla ortaktır ve 

bu ortak proteinlerin 25 tanesi aynı yönde değişim gösterir. Tüm ortak proteinlerden 

18 tanesi IPA analizlerine göre hücre morfolojisi, hücresel oluşum ve organizasyon 

ile ilişkilidir. Literatürde AHnın gelişmekte olduğu pre-semptomatik döneme yönelik 

yapılan çalışmalarda, yaş ilerledikçe sağlıklı beyin proteomu ile AH beyni proteomu 

arasındaki fark artmaktadır. Şaşırtıcı olarak, çalışmada elde edilen yeni-doğan AH 

verisi, pre-semptomatik dönemden çok semptomatik dönem ve postmortem 

çalışmalarına benzerlik göstermektedir. Yeni-doğanda, hastalığın ilerleyen 

dönemleriyle büyük benzerlik gösteren moleküler ve morfolojik değişimlerin uzunca 

bir süre patoloji ya da semptoma sebep olmamasının sebebi, gördüğümüz 

değişimlerin aynı anda hem zarar verici, hem koruyucu mekanizmaları tetiklemesi 

olarak değerlendirilebilir. Bu mekanizmaların birlikte aktif olması hastalığın 

susturulduğu bir denge dönemine girmesini sağlıyor olabilir. Bu denge; yaşlanmayla 

artan DNA hasarı, oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon, protein birikimleri ve 

proteoliz sistemi bozuklukları yüküyle bozuluyor ve hastalık galip gelir olabilir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada sunduğumuz veriler ve önceki çalışmalar gösteriyor ki, 

AH patogenezini daha iyi anlamak için erken dönem moleküler mekanizmalarını 

ortaya çıkarmak büyük önem taşır. Neonatal dönemin yaşlılık dönemi için uygun bir 

model oluşturup oluşturmadığı ek çalışmalarla araştırılmalıdır. Ayrıca, yukarıda 

belirtilen benzerliklerin tanı, ilaç geliştirme ve tedavi gibi klinik uygulamalara 

uygunluğu incelenmelidir.  
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10.ETİK KURUL ONAYI 
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11.ÖZGEÇMİŞ 

 

Eğitim Düzeyi 

 Mezun Olduğu Kurum Mezuniyet Yılı 

Doktora/Uzmanlık   

Yüksek Lisans  İstanbul Medipol Üniversitesi 2016 

Lisans Fatih Üniversitesi 2014 

Lise Asfa Arda Asalet Lisesi 2010 

 

İş Deneyimi 

Görevi Kurum Süre 
1. Proje Asistanı Acıbadem Üniversitesi 2015-2016 

2. Araştırmacı İstanbul Medipol Üniversitesi REMER 2014-2015 

3. Öğretim Asistanı Fatih Üniversitesi 2013-2014 

4. Stajyer Katip Çelebi Eğitim ve Araştırma Hastanesi 2013 

5. Stajyer Şifa Üniversitesi Bornova Sağlık Uygulama ve Araştırma Merkezi 2012 

 

Yabancı Dil Sınav Notu 

KPDS YDS IELTS 
TOEFL 

IBT 

TOEFL 

PBT 

TOEFL 

CBT 
FCE CAE CPE 

   96      

 

 Sayısal Eşit Ağırlık Sözel 

ALES 87,85871 88,62270 74,59932 

(Diğer)     Puanı    

 

Bilgisayar Bilgisi 

Program Kullanma Becerisi 

Microsoft Office Çok iyi 

C Programlama Dili Orta 

Java Programlama Dili Orta 

Phyton Programlama Dili Orta 

Solidworks Orta 

MATLAB Orta 

PyMOL İyi 

Vector NTI İyi 

 

Kişisel Bilgiler 

Adı Aişe Rumeysa Soyadı Mazı 

Doğum Yeri İskenderun Doğum Tarihi 31/07/1992 

Uyruğu Türk TC Kimlik No 23647912802 

E-mail rumeysa.mazi@gmail.com Tel 0538 505 9898 


