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OZET

Taskiran, Z.E. ASC Proteininin Ap ve AL Tipi Amiloid Yapilar ile Birlikteliginin
Arastirllmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Progranm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2007. Amiloid, cesitli klinik bozukluklarda
viicudun bircok doku ve organinda genellikle hiicreler arasinda depolanan ve
coziinmeyen protein birikimleridir. ASC proteini AA tipi amiloid fibrilleri ile birarada
bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, ASC proteininin AP ve AL tipi amiloid yapilar ile
birarada bulunup bulunmadigi arastirildi.

12 Alzheimer hastasinin otopsi beyin materyallerinde yapilan immiinhistokimya
calismalar1 sonucunda, senil plaklar ve serebrovaskiiler amiloid birikimleri ile ASC
proteininin birlikte yeraldigi gosterildi. Bu birliktelik, ASC-AP immiinfloresan es
boyamasi ile dogrulandi. Ayrica, bu hasta materyallerinde yapilan immiinboyamalar
sonucunda ASC proteininin gliyal hiicrelerin yanisira bazi noéronlarda da ifade oldugu ve
bu ifadenin bazi hiicrelerde speck seklinde oldugu gosterildi.

AL tipi amiloid gelistiren 5 hastanin biyopsi materyalleri iizerinde yapilan
immiinhistokimya ¢alismalar1 sonucunda, AL tipi amiloid fibrillerinde ASC proteininin
biriktigi gosterildi.

ASC’nin AA tipi amiloid fibrillerinde oldugu gibi Ap ve AL tipi amiloid fibrilleri ile de
birlikte bulundugunun gosterilmesi, ASC’nin amiloid olusum mekanizmasinda dnemli bir
rolii olabilecegine isaret etmektedir. Ileride yapilacak fonksiyonel arastirmalar ile

ASC’nin amiloid olusum mekanizmasindaki rolii agiga ¢ikarilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Amiloid, ASC, AB, AL tipi amiloid, Alzheimer.

Bu calisma, TUBITAK 105 S 364 ‘GENTEPE’ projesi tarafindan desteklenmistir.



ABSTRACT

Taskiran, Z.E. Investigation of the co-localization of ASC protein with Ap and AL
Type Amyloid Fibrils. Hacettepe University Institute of Health Sciences Medical
Biology Programme Master of Science Thesis, Ankara, 2007. Amyloid is an extra
cellular insoluble protein aggregate which accumulates in several tissues in various
clinical conditions. The co-localization of ASC protein with AA type amyloid fibrils has
previously been demonstrated by our group. In this study, the possible co-localization of
ASC with AP and AL type amyloid fibrils is investigated.

Immunohistochemical staining of paraffin-embedded tissues from brain post-mortem
samples of 12 Alzheimer’s disease patients revealed co-localization of ASC protein with
senile plaques and cerebrovascular amyloid deposits. This co-localization was confirmed
by ASC-AP co-staining by using immunofluorescence staining technique. Furthermore,
immunostaining experiments of Alzheimer’s disease patients’ post-mortem tissue
samples demonstrated neuronal ASC expression, in addition to glial cells which was
shown to be as speck like aggregates in some cells.

Immunohistochemical staining of paraffin-embedded tissues of 5 patients suffering from
AL type amiloid development revealed co-localization of ASC protein with AL type
amyloid fibrils. The results of this study showed that ASC may play an important role in
amyloid development. Further functional studies are required to explore the link between

ASC and amyloid fibril formation.

Keywords: Amyloid, ASC, AB, AL type amyloid, Alzheimer’s disease.

This study is supported by TUBITAK 105 S 364 ‘GENTEPE’ project.



ICINDEKILER

IC KAPAK SAYFASI

ONAY SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi
SEKILLER DiZiNi

TABLOLAR DiZiNi

1. GIRIS

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Amiloid Fibrillerinin Olusum Mekanizmasi
2.2. Ailevi Akdeniz Atesi ve Amiloid Iliskisi
2.3. ASC - AA Tipi Amiloid iliskisi

2.4. Amiloid Tiplerinin Siniflandirilmasi
2.5. AA Tipi Amiloid

2.6. Amiloid Beta

2.7 AL Tipi Amiloid

3. BIREYLER VE YONTEMLER

3.1. Bireyler

3.2. Calismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler ve Cozeltiler

3.2.A. Kongo Kirmizis1 Boyamasi
3.2.B. immiinhistokimya Boyamasi
3.2.C. immiinfloresan Boyama

3.3. Yontemler

3.3.A. Kongo Kirmizis1 Boyamasi
3.3.B. immiinhistokimya Boyamasi

3.3.C. immiinfloresan Boyama

Sayfa

ii
iii

iv

vi
viii

ix

o S Ui W W =

11
11
14
16
16
16
16
16
18
19
19
20
22



4. BULGULAR

4.1. ASC Proteininin AP ile Birlikte Yerlesimi

4.1.A. ASC Proteininin Alzheimer Beyin Dokusundaki ifadesi
4.1.B. Senil Plakta AP - ASC Birlikteligi

4.1.C. Kongofilik Anjitopati’de AP - ASC Birlikteligi

4.2. ASC Proteininin AL Tipi Amiloid Fibrilleri ile Yerlesimi
5. TARTISMA

6. SONUC VE ONERILER

KAYNAKLAR

EK

23
23
23
25
28
30
33
37
38



SIMGELER VE KISALTMALAR

AAA Ailevi Akdeniz atesi

AA Amyloid Associated Protein

APB Amiloid Beta

AL Immiinglobulin hafif zincir amiloidi

APP Amyloid Precursor Protein

ASC Apoptosis associated Speck like protein containing a CARD
ATTR Amyloid transthyretin

CARD Caspase recruitment domain

CAPS Cryopyrin Associated Syndromes

cDNA Complementary DNA
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HIDS Hyper IgD syndrome

HRP Horseradish peroxidase

IAPP Islet Amyloid Polypeptide

Ig Immiinglobulin

MEFV MEditerranean FeVer

NFkB Nuclear Factor kappa-b

NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drugs

PBS Phosphate buffered saline

PSTPIP1 Proline serine threonine phosphatase interacting protein
PyD Pyrin domain

SAA Serum Amiloid A

SAP Serum Amiloid Proteini

TBS Tris Buffered Saline

TRAPS Tumour Necrosis Factor Associated Periodic Syndrome
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1.GIRIS

Proteinlerin yapisinda veya islevinde meydana gelen degisiklikler hastaliklarin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bazi durumlarda, hatali katlanan proteinler iist iiste
birikerek coziinmeyen fibril benzeri yapilar olustururlar (1). Viicudun bir¢ok doku ve
organinda hiicreler arasinda depolanan ve ¢oziinmeyen protein birikimleri amiloid olarak
adlandirilmaktadir. Kati, dallanma gostermeyen ve belirli bir uzunlugu olmayan
fibrillerden olusan amiloid, proteolitik sindirime direncli ve kolay coziilemeyen bir
yapidir. Amiloid birikimi olan dokuda, hiicreler arasi iletisimin bozulmasindan dolayi,
hiicre 6limii artmakta ve sonugta doku (ya da organ) islev goremez hale gelmektedir

(2,3).

Amiloid proteinleri, depolandiklari doku, organ ve hastaliga gore farklilik
gostermektedir. Romatoid artrit ve ailevi Akdeniz atesi gibi otoinflamatuvar hastaliklar,
carpal tunnel sendromu, korneal distrofiler, tiroid kanserleri ile Alzheimer ve Parkinson

hastalig1 gibi norolojik hastaliklar amiloid gelisiminin goriildiigii bazi hastaliklardir (4-7).

Ailevi Akdeniz atesi (AAA), AA tipi amiloid gelisiminin goriildiigii bir
hastaliktir. Otozomal resesif kalitim gosteren AAA hastalifina, MEFV (MEditerranean
FeVer) genindeki mutasyonlar sebep olmaktadir. MEFV geni Pyrin isimli, inflamatuvar
yolakta goérevli bir proteini kodlamaktadir (8). Onceki calismalarda, Pyrin ile iliskisi
oldugu bilinen ASC (Apoptosis associated Speck like protein containing a Caspase
recruitment domain) (9) proteininin, AA tipi amiloid fibrilleri ile birarada bulundugu
gosterilmistir (10). Bu bulgu, ASC proteininin, amiloid gelisiminde bir rolii olabilecegini
isaret etmektedir. Bu nedenle, ASC proteininin yaygin goriilen AP veya AL tipi amiloid

yapilari ile birlikte bulunup bulunmadiginin da arastirilmasi1 gerekmektedir.



Tez calismasinin ilk boliimiinde, ASC proteininin A fibrilleri ile birlikte bulunup
bulunmadigr arastirilmistir. Alzheimer hastalarinin beyin otopsi materyallerinden
hazirlanan kesitlerden birinde Kongo kirmizis1 boyamas: ile amiloid fibrilleri
goriintiilendikten sonra, ardigik kesitlerden birinde AP immiinhistokimya boyamasi ile
amiloid tiplendirmesi yapilirken, bir diger ardisik kesitte ASC immiinhistokimya
boyamasi yapilmis ve AP birikimlerinde ASC proteininin varligini arastirtlmistir. Ayrica,
ASC-AB immiinfloresan es-boyamasi yapilarak, iki proteinin yerlesimi ayni preparat

izerinde de incelenmistir.

Tez c¢alismasinin ikinci boliimiinde, ASC proteininin AL tipi amiloid fibrilleri ile
birlikteligi aragtinlmistir. AL tipi amiloid gelisimi gosteren hastalarin amiloid birikimi
olan dokularindan hazirlanan kesitlerden birinde Kongo kirmizis1 boyamas: ile amiloid
fibrilleri goriintiilendikten sonra, ardisik kesitlerde Ig Kappa ve Ig Lambda
immiinhistokimya boyamalar1 ile amiloid tiplendirmesi yapilmistir. AL tipi amiloid
birikimlerinde ASC proteininin varligin1 gorebilmek i¢in bir diger ardisik kesitte ASC

immiinhistokimya boyamasi yapilmistir.

ASC proteininin yaygin goriilen amiloid tiplerinde fibrillerle birlikte olup
olmadiginin arastirllmasi, amiloid patogenezinin aydmnlatilmasina ve yeni tedavi

yaklasimlarinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Amiloid Fibrillerinin Olusum Mekanizmasi

Amiloid Onciilii proteinler ortak bir yap1 ya da amino asit dizisi icermemektedirler.
Bu nedenle, amiloid fibrillerinin yapisina katilan proteinler faklilik gostermektedir..
Bugiine kadar 26 farkli proteinin amiloid Onciilii olarak farkli amiloid tiplerini

olusturduklar tespit edilmistir (11).

Amiloid oOnciilii proteinler, miktarlarinin artmasina veya bu proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlara ya da polimorfizmlere bagl olarak proteazlar tarafindan
yikilamazlar veya farkli enzimler tarafindan yikilarak birikime neden olacak proteinleri
olustururlar (3,11). Baz1 onciil proteinler (IAPP ve gelsolin gibi) proteolitik kesime

ugramadan amiloid olusumuna katilmaktadir (12).

Amiloid proteinleri kararsiz yapida olup, cevresel faktorlerin etkisiyle (sicaklik,
pH, metal iyonlari, okside edici ajanlar gibi) yapilarinda beta tabakasi katlanmalari
olusmaya baslamaktadir. (13). Beta tabakasi seklinde katlanan proteinler birbirlerine
baglanarak fibril Onciilii birikimleri olusturmaktadirlar. Bu asamaya cekirdek fazi da
denilmektedir. Amiloid c¢ekirdegi veya protofibril olarak tanimlanan bu yapilarin,

hiicreleri apoptoza yonlendirdigi diisiiniilmektedir (13).

Bu asamanin devaminda amiloid fibrillerinin uzamasi goriilmektedir. Bu siirecte
amiloid fibrillerinin yapisina, amiloid proteinlerini biraraya getirdikleri diisiiniilen ve tiim
amiloid tiplerinde bulunan glikozaminoglikanlar da katilmaktadir (14). Amiloid
proteinleri, fibril onciillerine katilarak uzama fazim siirdiiriirken, bu yapiya en son olarak
SAP (Serum Amiloid Proteini) katilarak c¢oziinmez yapidaki amiloid fibrillerini
olusturmaktadir (Sekil 2.1) (13,15).



Sekil 2.1. Amiloid fibrillerinin olusum mekanizmasi (13).



2.2. Ailevi Akdeniz Atesi ve Amiloid Iliskisi

Ailevi Akdeniz atesi (AAA), lilkemizde yaygin goriilen (1:1070) otoinflamatuvar
hastaliklardan birisidir (16). AAA hastaliginin en ciddi etkisi, klinik tabloya amiloid
gelisiminin eklenmesidir (17). AAA hastalarinda goriilen amiloid, AA tipi amiloid olup,
bobrek, gastrointestinal sistem, karaciger, dalak, kalp ve testis gibi organlar1 tutmaktadir

17).

Bobrekte glomeriillerde ve tiibiillerde biriken amiloid, nefrotik sendroma ve
kronik organ yetmezligine sebep olmaktadir. AAA hastalifinin tedavisinde kullanilan
kolsisin ise sadece tekrarlayan, agrili ates ataklarina karsi etkili olmayip, ayn1 zamanda
bu hastalarda goriilen amiloid gelisimini de % 1’lere kadar indirmektedir (18,19).

AAA hastaligi, MEFV (MEditerranean FeVer) (20,21) adi verilen genden
kodlanan Pyrin proteinindeki hatalar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. inflamatuvar yolakta
gorevli olan Pyrin’in islevi tam olarak anlagilamamis olmasina ragmen inflamasyonu

baskilayict bir rol oynadig diisiiniilmektedir (8).

Hiicre diizeyindeki islevini aciklayabilmek icin, Pyrin’i ifade eden hiicrelerde bu
proteinin iligskiye girdigi proteinler saptanmaya calisilmaktadir. Bu proteinlerin islevleri
tizerindeki etkisi analiz edilerek, Pyrin’in islevi hakkinda bilgi sahibi olunabilecegi
diistiniilmektedir (22). Bu amagla yapilan maya iki hibrit sistemi ¢alismalar1 sayesinde
Pyrin proteini ile iligkili bir ¢ok protein saptanmistir. Pyrin ile iliskili proteinler; ASC
(Apoptosis-associated speck like protein containing a caspase recruitment domain) (23),
PSTPIP1 (Proline serine threonine phosphatase interacting protein) (24), ve Siva

proteinleridir (25).



ASC proteini apoptotik hiicrelerde speck seklinde ifade edilen birikimlerin
olusumuna sebep olan protein olarak tanimlanmaktadir (23). ASC yapisal olarak
incelendiginde, amino ucunda Pyrin bolgesi (PyD) ve karboksi ucunda Caspase
Recruitment bolgesi (CARD) igeren 195 amino asit uzunlugunda bir proteindir. ASC’nin,
PyD bolgesi sayesinde, diger PyD iceren proteinlerle (6rnegin, Cryopyrin, PYPAF7,
DEFCAP proteinleri gibi) etkilesime girdigi gosterilmistir (26). ASC’nin islevinde
onemli olan bolgesi CARD boélgesidir (23).

ASC’nin; 1. Apoptozda,
2. IL-1B’nin islenmesi ve salgilanmasinda,
3. Inflamatuvar cevabin baglamasi ve yayillmasinda etkili bir

transkripsiyon faktorii olan NF-kB aktivasyonunda rol oynadig diistiniilmektedir (27).

2.3. ASC - AA Tipi Amiloid liskisi

Pyrin-ASC iligkisini arastiran calismalarda, Pyrin ve ASC cDNA’larimi igceren
vektor kasetlerinin birlikte transfekte edildigi hiicre Kkiiltiirlerinde, Pyrin’in ASC
speckleriyle birlikte bulundugu gosterilmistir (9). Mutant Pyrin’in ASC specklerinin
sayisint arttirdigl, ayrica AAA hastaliginin tedavisinde kullanilan kolsisinin, ASC

transfeksiyonu yapilan hiicrelerde speck olusumunu azalttig1 da gdzlenmistir (10).

Kolsisinin AAA hastalarinda amiloid olusumunu %]1’lere kadar diisiirmesi ve
hiicre kiiltiiriinde ASC specklerinin sayisinin azalmasina neden olmasi; ASC specklerinin

amiloid fibrillerinin biraraya gelmesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Buna ek olarak, hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alismalarda, hiicre 6liimiinden sonra ASC
specklerinin hiicre dis1 bolgede bulunabildiginin gosterilmesi (Sekil 2.2), ASC
specklerinin in vivo’da hiicre dis1 bolgede amiloid Onciilii proteinlerin biraraya

gelmesinde etkili olabileceklerini gostermektedir (10).



Sekil 2.2. Hiicre olimii devam ederken speckin hiicre disina cikisi (solda) ve hiicre

olmayan alanda bulunan bir speck (sagda) (10).

Bu hipotezi test etmek amaci ile, amiloid gelistirmis AAA hastalarinin parafin
bloklar igerisinde arsivlenmis bobrek biyopsi materyallerinden hazirlanan ardisik
preperatlarda, immiinhistokimya teknigi ile ASC proteini ve Kongo kirmizisi boyamasi
ile amiloid fibrilleri goriintiillenmistir. Amiloid gelistiren ve gelistirmeyen bdbrek
dokular1 ASC ifadesi agisindan karsilastirildiginda ASC proteini, amiloid gelistirmeyen
bireylere ait glomeriillerde ifade edilmezken, AAA hastalarina ait amiloid gelistiren
glomeriillerde ifade edildigi ve ASC’nin AA tipi amiloid fibrilleri ile birlikte bulundugu
gosterilmistir (Sekil 2.3) (10).



Sekil 2.3. a) Kontrol insan bobrek biyopsisinde ASC proteininin, tiibiiliis epitelinde ifade
edildiginin, glomeriilde ifade edilmediginin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.
(ASC, 200X) b-c) Glomeriiler amiloid birikimi gosteren bobrek biyopsisinde
immiinhistokimyasal ASC ifadesi. (ok: speck benzeri birikim) (ASC, 400X) d-f) Amiloid
birikimi gosteren bir glomeriilden hazirlanan seri kesitlerde; immiinhistokimyasal ASC
ifadesi (d), kongo kirmizisi ile 151k mikroskobik goriiniim (e), kongo kirmizisi ile polarize

151k altinda cift kirinim saptanmasi (f) (400X).

Bu veriler, ASC proteininin, amiloid gelisiminde bir tetikleyici olarak rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, ASC’nin diger amiloid tiplerinde de,

fibrillerle birlikte bulunup bulunmadiginin arastirilmasi gerekmektedir.



2.4. Amiloid Tiplerinin Simiflandirilmasi

Amiloid tipleri yap itibariyle birbirine benzese de onciil proteinleri birbirinden
farklidir. Onciil proteinin birikimi amiloid olusumunu baslatan ilk basamaktir. Aym
amiloid onciil proteinleri biraraya gelerek amiloid fibrillerini olusturmaktadir (Tablo 2.1).
Fibrillerin kiitlece biiyiik kismin1 amiloid Onciilii proteinler olusturur (13). Farkli amiloid
tiplerinin icerdigi proteinler birbirinden farklidir. Ornegin ATTR tipi amiloid transtiretin
monomerlerinin birikmesiyle olusurken, AL tipi amiloid immiinglobulin hafif

zincirlerinin birikmesiyle olugsmaktadir (12).

Amiloid birikimi, sistemik veya lokalize olarak iki gruba ayrilmaktadir (28).
Sistemik amiloidler ile lokalize amiloidler arasindaki temel farklilik, Onciil proteinin
ifade edildigi dokudan kaynaklanmaktadir. Lokalize amiloidlerin ©Onciil proteinleri,
amiloidin gelistigi dokudan sentezlenirken, sistemik amiloidlerde onciil protein farkli bir
dokudan sentezlenir. Onciil protein plazma araciligiyla tasindigindan sistemik amiloidler

viicudun herhangi bir dokusunda (beyin haric) goriilebilmektedir (29).

Sistemik amiloidlere verilebilecek en iyi 6rnek AA tipi amiloiddir. Karacigerde
sentezlenen Serum Amiloid A (SAA) plazma araciligiyla biitiin viicudu dolagir. Cesitli
dokularda (bobrek, gastrointestinal sistem, tiroid, testis, kalp gibi), dokunun i¢inde
bulundugu cevre sartlar1 sebebiyle yeterince yikilamadiginda, AA proteini (Amyloid
Associated Protein) seklinde birikir. AA proteinleri de beta tabakasi yapisi kazanip

biraraya gelerek amiloid fibrillerinin olusumuna sebep olur (30).

Lokalize amiloidlere verilebilecek en iyi Ornek ise, Alzheimer Hastaligi’nda
goriilen Amiloid Beta (AB)’dir (7). Beyin hiicrelerinde ifade edilen bir zar proteini olan
APP (Amyloid Precursor Protein)’nin yikim iriinii olan 40-42 amino asitlik AP peptidi,

beyin dokusunda hiicre dis1 bolgede birikerek amiloid olusumuna sebep olmaktadir (7).



Tablo 2.1. Baz1 amiloid tipleri ve onciil proteinleri (2).

Amiloid Tipi Onciil protein Yayihm Kalitimm Hastalik veya
Goriildiigii Doku
Ap APP_ Lokalize Kazanilmig, Kalitsal Alzheimer Hastalig1
(AP Protein Onciisii)
AprP Prion Proteini Lokalize Kazanilmig, Kalitsal Creutzfeldt-Jakob
Hastalig1
ABri ABri Protein Onciisii Lokalize Kalitsal Ingiliz Ailesel Demans1
Acys Sistatin C Lokalize Kalitsal Kalitsal Serebral
Amiloid
AB2M Beta2-mikroglobulin Lokalize, Sistemik Kazanilmig Kronik Hemodiyaliz
AL Immiinglobulin Lokalize, Sistemik Kazanilmis Miyelom Iliskili

Hafif Zincirleri

AA Serum Amiloid A Sistemik Kazanilmig Inflamasyon iligkili
ATTR Transtiretin Sistemik Kazanilmisg, Kalitsal Ailesel Amiloid
Polinoropati
AapoAl Apolipoprotein A-I Sistemik Kalitsal Karaciger, Bobrek,
Kalp
AApoAll Apolipoprotein A-II Sistemik Kalitsal Bobrek, Kalp
Agel Gelsolin Sistemik Kalitsal Fin Kalitsal Amiloid
Alys Lizozim Sistemik Kalitsal Bobrek, Karaciger,
Dalak

Afib Fibrinojen Aa chain Sistemik Kalitsal Bobrek




2.5. AA Tipi Amiloid

AA tipi amiloid, sistemik amiloidlerin en yaygimdir. Tiim sistemik amiloid
vakalarinin %45’ini olusturmaktadir (30). Serum Amiloid A (SAA) proteininin proteolizi
sonucu meydana gelen AA proteininin birikimiyle olugmaktadir (31). Bir akut faz
bileseni olan SAA’nin normal durumda plazmadaki miktar1 10ug/ml’den az iken, akut
inflamasyon sirasinda 1000 kat artmaktadir (31). Bu miktar artisi, SAA’nin tam olarak
katabolize edilmesini engellemektedir. Proteoliz sonucu meydana gelen SAA’nin amino

uc parcalar1 (AA proteinleri), amiloid fibrillerinin yapitasini olusturmaktadir (30).

Ailevi Akdeniz atesi (AAA) (32), Cryopyrin Associated Syndromes (CAPS),
Tumour Necrosis Factor Associated Periodic Syndrome (TRAPS) (33), Hyper IgD
syndrome (HIDS) (34) gibi kalitsal otoinflamatuvar hastaliklarda amiloid patogenezi en
ciddi bulgu olarak ortaya ¢ikmaktadir. AA tipi amiloid, otoinflamatuvar hastaliklarin
yanisira kronik infeksiyonlarda da (HIV enfeksiyonu, kronik kutandz iilserler gibi)

goriilebilmektedir (35).

2.6. Amiloid Beta

Amiloid Beta’nin (AP) onciilii olan APP (Amyloid Precursor Protein) tim beyin
dokusunda ifade olan bir transmembran proteinidir ve hiicrede iki farkli sekilde
yikilmaktadir. APP, y-sekretaz ve a-sekretaz enzimleriyle kesildiginde olusan peptid
amiloid fibrilleri olusturabilecek karakterde degildir ve yikilabilmektedir. Ancak APP’nin
y-sekretaz ve P-sekretaz enzimleriyle kesilmesi durumunda olusan 40-42 amino asitlik
peptit (AP) amiloid olusturabilme 6zelligindedir (Sekil 2.4). Amiloidin olugmasi i¢in 40-
42 amino asitlik peptidin fazla miktarda olusmasi ve yeterince yikilamamasi

gerekmektedir (7).



Amiloid Beta birikimi, beyinde gri maddede goriilmektedir ve senil plak olarak
adlandirilmaktadir. Alzheimer hastaliginin patogenezinde ©6nemli rol oynayan senil
plaklarin, demans durumunda olmayan eriskin bireylerin beyin dokularinda da
yaslanmaya bagli olarak ortaya ciktigi bilinmektedir. Patolojik olarak bir bireyin
Alzheimer tanist almasi icin beyin korteksinin 1 mm™iinde 200’den fazla senil plagin

bulunmasi gerekmektedir (36).

Amiloid Beta, senil plaklarin yamisira beyin damarlart cevresinde de
birikebilmektedir. Bu patolojiye kongofilik anjiyopati veya serebrovaskiiler amiloid
denilmektedir (36,37). Alzheimer hastalarinin beyin dokusunda goriilen serebrovaskiiler
amiloid, yaslanmaya ve bazi fizyolojik kosullara baglh olarak, demans durumu disinda da
ortaya cikabilmektedir. Bu nedenle, Alzheimer hastaligimin patolojik tanisinda

serebrovaskiiler = amiloid bir aymrict  tam1 olarak  degerlendirilmemektedir.

APP
Hiicre membram - e

S e -

Amiloidojenik olmayan yolak Amiloidojenik yolak

L S

u-sekretaz _ o
,':*: s @:‘ 55:1-: y-sekretaz

hatal: katlanan AR AR cekirdegi o
Fibriller

Sekil 2.4. Amiloid Beta fibrillerinin olusum mekanizmasi (38).



Senil plaklar, genellikle amiloid kor icermeyen ‘difiize’ plak ve amiloid kor iceren

‘klasik’ plak olarak 2 grupta siniflandirilmaktadir (Sekil 2.5) (36).

Difiize plak, senil plagin erken donemdeki formudur. Coziinebilir olan a-helix
yapisindaki AP peptidleri, difiize plagin olusumunun devaminda beta tabakasi yapisi
kazanarak ¢oziinmez hale gelir ve amiloid koru olusturur. Bu asamada senil plak, amiloid

kor iceren klasik plak yapisini kazanir.

Plak olusumundaki bu dinamik siire¢ sebebiyle, Alzheimer hastalarindan alinan
beyin dokularinda yapilan histolojik incelemelerde, ayni kesitte farkli tipte plaklar
goriilebilmektedir. Alzheimer hastaliginin erken donemlerinde olan hastalarda difiize
plaklar sayica fazla iken, hastalifin ge¢ donemlerinde amiloid korlu klasik plaklarin

sayisinin arttigi gosterilmistir (37).
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Sekil 2.5. Alzheimer hastasina ait beyin korteksinde a) difiize plak b) klasik plak’in

immiinhistokimyasal olarak AP proteini ile gosterilmesi. (6l¢ek :100um)



2.7. AL Tipi Amiloid

B hiicre proliferasyon hastaliklarinda, artan immiinglobiilin sentezi sonucunda
yeterince yikilamayan immiinglobulin hafif zincirleri amiloid olusumuna sebep
olmaktadir. Biriken amiloid Onciilii protein, immiinglobiilin hafif zinciri degisken
bolgesinin amino u¢ kismindan olusmaktadir. Beyin hari¢ viicudun heryerinde (6zellikle
kalp, bobrek, akciger, karaciger, dalak, gastrointestinal sistem, deri, eklemler, lenf nodlar1
ve periferal sinir sistem) depolanabilmektedir (39). AL tipi amiloid, Avrupa ve A.B.D.'
de en sik goriilen amiloid tipidir. Ingiliz toplumunda her 1500 kisiden 1’inin AL tipi
amiloid sebebiyle hayatini kaybettigi rapor edilmistir (40).

AL tipi amiloid, hem lokalize hem de sistemik olarak goriilebilmektedir. Geng
yastaki bireylerde genellikle lokalize AL tipi amiloid goriilmektedir. Sistemik AL tipi
amiloid ise, genellikle yash erkek populasyonunda goriilmekte, organ yetmezligine ve
Oliime neden olmaktadir. Organ tutulumunda bobrek %50 ile ilk sirada bulunmasina
ragmen hastalarin bircogunda kalp tutulumu da goriilmekte olup, kardiak semptomlar en

onemli bulgular1 olusturmaktadir (40).

AL tipi amiloid goriilen olgularin bir kismin1 miyelom hastalar1 olusturmaktadir.
Miyelom olmayan hasta gruplarinda, B hiicreli lenfoproliferatif neoplastik siire¢
goriilmeyebilir. Bu grup hastalarda B hiicre klonlar1 hiicresel proliferasyon yerine, asiri
immiinglobulin sentezi yaparlar. Bu nedenle, bu olgularin serumlarinda ya da idrarlarinda

anormal monoklonal hafif zincirleri goriilmektedir. (39, 41).

AL tipi amiloid fibrilleri monoklonal immiinglobulin hafif zincirlerinin, 6zellikle
VL (variable domain) kisimlarinin birikimiyle olusmaktadir. Bu protein dizileri, gen

icindeki yeniden diizenlenmeler ile meydana gelen degisken ve kisiye 6zel dizilerdir (40).

Bu degiskenlikten otiirli, kappa ve lambda hafif zincirlerinin antikorlarn ile
yapilan immiinboyama yoluyla AL tipi amiloid fibrilleri goriintiilenememektedir (41).

Ancak bu antikorlar ile plazma hiicre populasyonundaki baskin klonun kappa veya



lambda izotipinde oldugu belirlenmektedir. AL tipi amiloid vakalarinda lambda hafif
zincirlerinin birikimi kappa hafif zincirlerine oranla (4:1) daha sik goriilmektedir (39,

40).



3. BIREYLER VE YONTEMLER

3.1 Bireyler

Bu tez calismasina Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
AL tipi amiloid tanis1 konulmus 5 bireyin biyopsi materyali, Alzheimer hastalig1 tanisi
konulmus 3 bireyin otopsi materyali ve Abcam Firmasindan (Cambrige, Ingiltere) satin
almak suretiyle temin edilen 9 adet Alzheimer hastaligi tanis1 almis bireyin otopsi

materyali dahil edilmistir.

Tiim calismalar Hacettepe Universitesi Tibbi, Cerrahi ve Ilac Arastirma Etik

Kurulu’nun onay: alinarak (Karar No: LUT 07/11-13) gerceklestirilmistir (EK).

3.2 Calismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler ve Cozeltiler

3.2.A Kongo Kirmzisi Boyamasi

Ksilol (Merck)

Etanol (%98’lik) (Riedel-de Haen)
Hematoksilen (Santa Cruz)

Alkalin Sodyum Kloriir Cozeltisi (Sigma)

Kongo Kirmizis1 Cozeltisi (Sigma)

3.2.B immiinhistokimya Boyamasi

Ksilol (Merck)

Etanol (%98°lik) (Riedel-de Haen)

Formik Asit (%95) (Merck)

% 10 Hidrojen Peroksit Cozeltisi : 0.1 ml/ml (v/v)
IXTBS (pH7.4) : Tris Buffered Saline



Tris baz (Sigma) 20 mM
NaCl (Carlo Erba) 137 mM

% 1 Bloklama Tamponu : S1gir serum albumini 0.1 g (Sigma)
IX TBS 10 ml

Birincil Antikorlar : anti-ASC fare antikoru (J.Masumoto tarafindan
hediye edildi)

fare anti-Af antikoru (Sigma)
fare anti-Ig Kappa (Sigma)
fare anti-Ig Lambda (Sigma)

Ikincil Antikorlar (Dako) : Biyotin bagli anti-fare
Biyotin bagli anti-keci

Biyotin bagl anti-tavsan

Streptavidin baglh yabanturbu peroksidaz enzimi (Dako)
Kromojen Kiti (Zymogen) : DAB (3,3 Diaminobenzidin)
Hidrojen Peroksit

Peroksidaz Enzim Tamponu

Hematoksilen (Santa Cruz)

%1°lik Amonyak Cozeltisi : 0.1 ml/ml (v/v)



3.2.C immiinfloresan Boyama

1X PBS (pH 7.4)

Triton X-100 (Sigma)

Keci Serumu (Sigma)

S1gir serum albumini (Sigma)
Tween 20

Birincil Antikorlar

Floresan Isaretli ikincil Antikorlar

: Phosphate buffered saline

NaCl (Carlo Erba) 14 mM
KCL (Carlo Erba) 3 mM
KH,PO, (Carlo Erba) 0.9 mM
NaHPO, (Merck) 6.4 mM

:0.2% / PBS(v/v)
: 10% / PBS (v/v)
:10% / PBS (w/v)
:0.1% / PBS (v/v)

:keci anti-ASC poliklonal antikoru (Santa Cruz)

fare anti-A monoklonal antikoru (Sigma)

. anti-fare AF488 (Molecular Probes)
anti-ke¢ci AF568 (Molecular Probes)

DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma)
ProLong Antifade Kit (Molecular Probes)



3.3 Yontemler

Bu tez calismasinda ASC ve amiloid fibrilleriyle birarada olup olmadiklarinin
gosterilmesi i¢in, Alzheimer ve AL tipi amiloid gelistiren hastalara ait dokulardan ardigik
kesitler (her Ornek i¢in ortalama 5 kesit) hazirlandi. Bu ardisik kesitlerde; amiloid
fibrillerinin goriintiilenmesi i¢in Kongo Kirmizis1 boyamasi, ASC proteininin yerlesimini
gostermek icin anti-ASC antikoru ile ASC immiinhistokimya boyamasi ve amiloid
tiplendirmesi icin de anti-Ap, anti-Ig Kappa, anti-lg Lambda antikorlarn ile
immiinhistokimya boyamalar1 yapildi. Ayrica ASC-AP yerlesimini ayni preparat iizerinde
incelemek icin Alzheimer hastalarinin kesitlerinde, ASC-AP immiinfloresan es boyamasi

yapildi.

3.3.A Kongo Kirmizis1 Boyamasi

Kongo kirmizis1 boyamasi, dokularda biriken amiloid fibrillerinin polarize 1s1k
altinda cift kirnnim vererek elma yesili renginde goriilmesini saglayan bir histokimya

teknigidir.

Tez calismasinda, parafin bloklara gomiilmiis dokulardan 5 mikron kalinliginda
alman doku kesitleri, dokularin daha iyi tutundugu lizin kapli lamlara alindi. Bu
preperatlar sirasiyla 25 dakika ksilolde ve 15 dakika etanolde (%98’lik) inkiibe edilerek
doku etrafindaki parafin uzaklastirildi. Parafinden temizlenen doku ornekleri 3 dakika
distile suda bekletilerek hidrate edildi. Preparatlar 3 dakika hematoksilen icerisinde
inkiibe edilerek hiicre ¢ekirdekleri boyandi. Preparatlardaki fazla hematoksilen boyasinin
uzaklastirilmasi i¢in ¢esme suyu ile yikama yapildi. Preparatlar alkalin sodyum kloriir
cozeltisinde 20 dakika bekletildikten sonra Kongo kirmizisi ¢ozeltisi igerisine alinip 20
dakika inkiibe edildi. Son agamada kesitler %98’lik etanol ve ksilolden geciridikten sonra
mounting medium damlatilip lamelle kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151k

mikroskobunda polarize 1s1k altinda degerlendirildi.



3.3.B immiinhistokimya Boyamasi

Immiinhistokimya boyamasi, dokulardaki proteinlerin yerlesimini goriintiilemekte

kullanilan, antijen-antikor baglanmasina dayal1 bir in situ tekniktir.

Tez calismasinda kullanilan immiinhistokimya metodu, lokalizasyonu arastirilan
proteini tanimaya 6zgiil birincil antikor, bu antikora baglanmaya egilimli biotine bagh
ikincil antikor, streptavidine bagli peroksidaz enzimi ve kromojen kullanilarak yapilir.
Birincil antikor ile ikincil antikorun baglanmasinin ardindan, ikincil antikora bagh
biyotin, peroksidaz enzimine bagl streptavidine baglanir. Bu seri baglanmalar sonucu,
arastirilan proteinin bulundugu yere bir peroksidaz enzimi baglanmis olur. Bu asamada,
preparatlara hidrojen peroksit, hidrojen peroksidaz enzim tamponu ve kromojen
(indikator) uygulanir ve mikroskop altinda proteinin bulundugu bolgelerde, indikatoriin

yiikseltgenmesine bagh olarak kahverengi renk goriiliir (Sekil 3.1).

Peroksidaz

——— Streptavidin
Biyotin

Ikincil antikor

A

Birincil antikor

y

Antijen

Sekil 3.1. Immiinhistokimya metodunun sema ile ¢izimi.



Tez c¢alismasinda, parafin bloklara gomiilmiis amiloid gelisimi olan dokulardan 5
mikron kalinliginda alinan doku kesitleri, lizin kapli lamlara alindi. Bu 6rnekler sirasiyla
25 dakika ksilolde ve 15 dakika etanolde (%98’lik) bekletilerek doku etrafindaki parafin
uzaklastirildi. Beyin dokusu diger dokulara gore daha zor sabitlenmektedir. Bu nedenle,
sabitleme islemi sirasinda normal bir doku 3 saat formaldehitle inkiibe edilirken, beyin
dokulari daha wuzun siire inkiibe edilir. Bu islem sirasinda antijen epitoplari
kapanabileceginden, beyin dokularinda yapilan boyamalarda, antijen epitoplarinin aciga
cikartilmasi i¢in Ornekler 2 dakika boyunca formik asit igerisinde bekletildi. Bu islemin
devaminda endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek icin dokular 30 dakika siireyle
9%10’luk hidrojen peroksit cozeltisinde bekletildi. TBS ile yapilan 15 dakikalik
yikamanin ardindan serum bloklama asamasi i¢in TBS i¢inde hazirlanan %1°lik BSA
cozeltisi kullanildi ve 60 dakika oda 1sisinda (22-25°C) bekletildi. Bu asamadan sonra
ornekler birincil antikor (birincil antikorlarin seyreltmeleri tablo 3.1°de verilmistir) ile
16-18 saat +4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra TBS ile 15 dakika yikama
yapildi. Ornekler, ikincil antikor ile 60 dakika oda 1sinda inkiibe edildi. TBS ile yapilan
15 dakikalik yikamanin ardindan ornekler Streptavidin-HRP ile 30 dakika oda 1sinda
inkiibe edildi. Ornekler TBS ile 15 dakika yikandiktan sonra DAB (diaminobenzidin)
cozeltisi ile 3 dakika oda 1sinda inkiibe edildi. TBS ile 5 dakika yikama yapildi ve
cekirdek boyamasi icin preparatlara 30 saniye hematoksilen boyasi uygulandi. Cesme
suyu ile yapilan yikamanin ardindan sirasityla hacimce %1°lik amonyakli su, cesme suyu
ve % 98’lik etanolden gecirilen 6rnekler, kurutulup ksilolden gecirildi. Lamlarin {izerine
mounting medium damlatildi ve lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar 151k

mikroskobunda degerlendirildi.



Tablo 3.1. Immiinhistokimya ¢alismalarinda kullanilan birincil antikorlar.

Birincil Antikor Antikor Tipi Uretici Seyreltme Orani
fare anti-ASC Monoklonal Junya Masumoto' Siipernatan”

fare anti-Af Monoklonal Sigma 1:1000

fare anti-Ig Kappa Monoklonal Sigma 1:100

fare anti-Ig Lambda Monoklonal Sigma 1:50

3.3.C immiinfloresan Boyama

Floresan boyama, doku ve hiicrelerdeki molekiillerin florokrom olarak
adlandirilan renk veren kimyasal maddelerle isaretlenmeleri ile goriiniir hale getirilmesi

teknigidir.

Parafinden uzaklastirilan dokular 2 dakika siireyle %95°lik formik asit igerisinde
inkiibe edildi (beyin dokusu kesitleri) ve antijen epitoplarinin aciga ¢ikmasi saglandi.
Sonraki agsamada dokular, %10 keci serumu, %10 si1gir serum albumin ve %0.1 Tween 20
/ PBS soliisyonu ile bloke edildi. Birincil antikorlar, ASC icin 1:150, AP i¢in 1:1000
seyreltim ile kullanild1 ve 16-18 saat siireyle +4°C‘de inkiibasyon yapild1. ikincil antikor
olarak anti-ke¢i AF568 1:1000 ve anti-fare AF488 1:1000 seyreltme orani ile kullanildi.
Birincil ve ikincil antikor baglanmasi sonrasi hiicre c¢ekirdekleri icin DAPI boyamasi

yapildi. Lamlarin iizerine mounting medium damlatild1 ve lamel ile kapatildi.

! Japon aragtirmaci J. Masumoto’nun ( Shinshu Universitesi) tarafindan iiretilip hediye edilen antikor.

? Hibridoma teknolojisi ile elde edilen saflastiriimamis antikor siipernatani.




4. BULGULAR
4.1 ASC Proteininin Ap ile Yerlesimi
4.1.A. ASC Proteininin Alzheimer Beyin Dokusundaki ifadesi
ASC proteininin beyin dokusunda gliyal hiicrelerle ifade oldugu, néronlarda ASC
ifadesinin olmadig1 bilinmektedir (42,43). Tez calismamizda, Alzheimer hastalarina ait

beyin dokularinda yapilan immiinhistokimya caligmalar1 sonucunda, ASC’nin gliyal

hiicrelerin yanisira bazi noronlarda da ifade edildigi gozlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Alzheimer hastas1 beyin korteksinde, ASC protein ifadesinin

immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi. (a) gliyal hiicreler (b) noronlar (6lgek: 100 pm)



Immiinhistokimya ve immiinfloresan boyamalar1 sonucunda, gliyal hiicrelerde ve
noronlarda ASC specklerine benzer sitoplazmik ASC birikimleri gozlendi (Sekil 4.2).
Beyin dokusunda hiicre olmayan bolgelerde de speck benzeri yapilarin bulundugu

gozlendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Alzheimer hastasi beyin korteksinde ASC proteininin immiinfloresan boyama
ile hiicre cekirdeginin kenarinda (sagda) ve hiicreler arasi mesafede (solda) speck

seklinde gosterilmesi.



4.1.B. Senil Plakta Ap - ASC Birliktekigi

Alzheimer hastalarma ait beyin dokularindan hazirlanan kesitlerde kongo
kirmizis1 boyamas: (Sekil 4.3) yapilarak aamiloid birikimleri goriintiilendi. Bu 6rneklerin
ardisik kesitlerinde immiinhistokimya boyamasi yapilarak bu amiloid birikimlerinin A
birikimleri oldugu gosterildi (Sekil 4.4). Diger ardisik kesitte immiinhistokimya
boyamasi ile senil plaklarin merkezinde speck benzeri ASC birikimlerinin bulundugu

gosterildi (Sekil 4.5).

Bu birlikteligi dogrulamak i¢in yapilan ASC-AP immiinfloresan es boyamasi
yapildi. Senil plaklarin merkezindeki amiloid kor kisimlarinda ASC bulundugu aym
preparat iizerinde gosterildi. (Sekil 4.6).

Sekil 4.3. Alzheimer hastasinin beyin korteksindeki bir senil plakta amiloid korunda,
kongo kirmizist ile polarize mikroskobide yesil ¢ift kirinim (200X).



Sekil 4.4. Alzheimer hastasinin beyin korteksinde senil plaklarda ve damar duvarinda A

birikiminin immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi. (6l¢ek :100 um)

Sekil 4.5. Alzheimer hastasinin beyin korteksinde bir senil plagin korunda ASC
proteininin speck seklinde birikiminin immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi. (6l¢ek:10

um)



Sekil 4.6. ASC-AP immiinfloresan es boyamasi ile bir senil plagin amiloid kor kisimda

ASC ve AP’nin birlikte yer aldiginin gosterilmesi.



4.1.C. Kongofilik Anjitopati’de AP - ASC Birliktekigi

Alzheimer hastalarina ait beyin dokusu kesitlerinde damar cevresinde de A
fibrilleri  birikerek  kongofilik anjiyopati patolojisi  (serebrovaskiiler amiloid)
olusturmaktadir. Sekil 4.7°de Kongo Kirmizist boyamasi ile bir kongofilik anjiyopati
goriintiilenmistir. Sekil 4.8’de damar ¢evresindeki bu amiloid birikimlerinin AP birikimi

oldugu immiinhistokimya boyamasi ile gosterilmistir.

Sekil 4.7. Alzheimer hastasinin beyin korteksinde bir damar duvarinda kongo kirmizisi

boyamasi ile polarize 151k mikroskobide yesil ¢ift kirinim veren A fibrilleri (200 X).

Sekil 4.8. Alzheimer hastasinin beyin korteksinde damar duvarinda Ap protein

birikiminin immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi (6l¢ek : 100 um).



ASC proteininin kongofilik anjiyopatide AP ile birarada oldugu, ASC-APB

immiinfloresan es boyamasi ile dogrulandi (Sekil 4.9).

Cakistirilns
goriintii

Sekil 4.9. ASC-APB immiinfloresan es boyamasi ile bir damar duvarinda Ap ve ASC’nin

birlikte yer aldiginin gosterilmesi.



4.2. ASC Proteininin AL Tipi Amiloid Fibrilleri ile Yerlesimi

Nefrotik sendrom tanisi ile bobrek biyopsisi alinan 4, gozde plak olusumu
sebebiyle gz dokusu biyopsisi aliman 1 hastanin parafin blok materyallerinden
hazirlanan kesitlerden birine Kongo Kirmizist boyamasi yapildi ve amiloid fibrillerinin
yerlesimi belirlendi (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Diger kesitlerde, AL tipi amiloid
tiplendirmesi Ig Kappa ve 1lg Lambda monoklonal antikorlariyla yapilan
immiinhistokimya boyamasi ile gosterildi (Sekil 4.12). AL tipi amiloid fibrillerinin
oldugu bolgelerde ASC proteininin varligi immiinhistokimya ile gosterildi. (Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14).

Sekil 4.10 Bobrek dokusunda kongo kirmizist boyamasi ile polarize 11k mikroskobide
yesil ¢ift kirinim veren AL tipi amiloid fibrilleri (400 X).



Sekil 4.11 Konjonktival biyopsi 6rneginde kongo kirmizist boyamasi ile polarize 151k

mikroskobide yesil ¢ift kirinim veren AL tipi amiloid fibrilleri (400 X).

Sekil 4.12. Nefrotik sendromu olan bir hastanin bobrek dokusundaki baskin klonun
immiinhistokimyasal olarak belirlenmesi. (a) Baskin Ig Lambda klonu. (b) Ig Kappa
(6l¢gek: 100 pm).



Sekil 4.13. Bobrek dokusundaki AL tipi amiloid fibrilleri ile ASC’nin ayn1 bolgelerde yer

aldiginin immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi (6l¢ek:100 um).

Sekil 4.14. Konjonktival biyopsi Orneginde AL tipi amiloid nodiillerinde ASC’nin

varliginin immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi (6l¢ek:100 um).



S. TARTISMA

Ik kez 1854 yilinda Alman bilim adami Rudolph Virchow tarafindan ortaya
atilan amiloid terimi (2-4) 6zellikle son yillarda bilim diinyasinda onemli bir aragtirma
konusu haline gelmistir. Bunun siiphesiz en Onemli sebebi, giiniimiiziin en yaygin
hastaliklarindan biri olan Alzheimer hastaliginda amiloid patogenezinin goriiliiyor
olmasidir. Norodejeneratif hastaliklardan otoinflamatuvar hastaliklara ve bazi
kanserlerden enfeksiyon hastaliklarina kadar genis bir yelpazede amiloid yapilarin
goriiliiyor olmasi1 amilod patogenezinin c¢oziilmesine yonelik arastirmalarin artmasina

neden olmustur.

Ailevi Akdeniz atesi de amiloid birikiminin goriildiigii ve iilkemizde sik goriilen
otoinflamatuvar hastaliklardan birisidir. AAA hastaliginda goriilen AA tipi amiloid
patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan calismalarda, Pyrin proteini ile iliski
proteinlerden ASC’nin, AA tipi amiloid fibrilleri ile birarada bulundugu ve ASC’nin
amiloid gelisimi goriilen doku bolgelerinde ifade degisikligi gosterdigi ortaya
cikarilmistir (10). Bu bulgular, ASC proteininin amiloid patogenezinde bir rolil

olabileceginin ilk bulgularidir.

Yaygin goriilen amiloid tipleri olan AP ve AL tipi amiloid yapilarda, ASC

proteininin amiloid fibrilleri ile birlikteligi bu tez ¢calismasi kapsaminda arastirilmistir.

Tez calismasinin ilk boliimiinde ASC proteininin AP amiloid fibrilleri ile ayni
bolgede yerlesip yerlesmedigi incelenmistir. Alzheimer hastalarinin beyin temporal lob
kesitlerinde yapilan; immiinboyamalar sonucunda, senil plaklarda ve damar ¢evresindeki

amiloid birikimlerinde ASC proteininin AP fibrilleri ile birlikte bulundugu gosterilmistir.

Inflamasyonun tetiklenmesine bagli olarak ASC ifadesinin arttig1 (44) ve ifade
artisina baglh olarak speck olusumunun hizlandigi bilinmektedir (9). Immiinboyama
yapilan 6rnekler degerlendirildiginde, beyin temporal lobundaki gliyal hiicrelerin yanisira

noronlarin da ASC’yi ifade ettigi ve ASC ifadesinin glial ve noron hiicrelerinin



bazilarinda speckler seklinde oldugunun gosterilmesi 6nemli bir bulgu olmustur. Bu
bulgular, Alzheimer hastalifi seyirinde, beyin dokusundaki ASC ifadesinin

degisebilecegini gostermektedir.

Alzheimer hastalig1r inflamatuvar hastaliklar kapsamina alinmamasina ragmen
inflamasyonla yakindan iligkilidir (45-47). Bunun en Onemli gostergesi, yasamboyu
NSAID (steroid olmayan anti-inflamatuvar ilaglar) kullanan bireylerin, ilag
kullanmayanlara oranla Alzheimer hastasi olma risklerinin diisiik olmasidir (45-47).
Alzheimer hastaliginin patogenezinde basrol oynayan senil plaklarin yapitast olan AP
peptidinin, NFkB bagimli yolagi uyararak noéroinflamasyonu baglattigi bilinmektedir
(48). Bu bilgiler, Alzheimer hastaliginda inflamatuvar bir cevabin oldugunun
gostergesidir. Ayrica, senil plaklarin cevresinde biriken mikrogliyalarin ve reaktif
astrositlerin; interlokinler (49,50), prostaglandinler (45), 16kotrinler (47), tromboksanlar
(45,46), koagiilasyon faktorleri (46), kompleman faktorleri (51-53), proteazlar (54),
proteaz inhibitorleri (45) gibi pro-inflamatuvar molekiilleri sentezlemesi, Alzheimer
hastaligindaki inflamasyonun diger bir kamtidir. Bu bilgiler ve tez ¢alismasindan elde
edilen bulgular birlestirildiginde, AB-ASC iligkisinin inflamasyon penceresinden
incelenebilecegi diisiiniilebilir. AP peptidinin beyinde inflamasyonu tetiklemesi ile
birlikte ASC ifadesinin artisa gecerek speck olusumunu arttirabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu

nedenle ASC ifadesindeki artisin kantitatif olarak gosterilmesi gerekmektedir.

Hiicrelerde, lipofiiksin olarak adlandirilan  lizozomal yag graniilleri
bulunmaktadir. Bu graniillerin sayis1 yaglanma siirecinde ve norodejeneratif hastaliklarda
artmaktadir (55). Lipofiiskin graniilleri immiinboyama c¢alismalarinda, otofloresans
ozellik gostermekte ve kromojenle boyanmalarindan otiirli  yalanct  pozitiflik
verebilmektedirler (56). ASC speckleri yap1 olarak bu graniillere benzediginden, ASC
ifadesinden bahsedilirken lipofiiskinlerin varliklart da unutulmamalidir. ASC ifadesinin
mRNA diizeyinde kantitatif olarak arastirilmasi, ifade degisiminin desteklenmesi

acisindan 6nemlidir.



Senil plaklarin olusumundaki dinamik siire¢ goziiniine alindiginda, ASC
specklerinin, senil plaklarin yogunlasmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicre
kiiltiirii modelleri ve/veya invivo hayvan modelleri ile yapilacak calismalarda ASC

proteini ile AP fibrillerinin olusum mekanizmasi daha ayrintili incelenmelidir.

Tez caligmasinin ikinci boliimiinde ASC proteininin AL tipi amiloid birikimi ile
yerlesimi incelendiginde, AL tipi amiloid gelistiren hastalarin biyopsi materyallerinde,
ASC proteininin AL tipi amiloid fibrilleri ile birlikte bulundugu gosterilmistir. Bu
bolgelerdeki ASC ifadesinin speck seklinde degil, amiloid fibrilleri boyunca difiize
sekilde oldugu goriilmiistiir. ASC speckleri ile AL tipi amiloid fibrillerinin olasi iliskisi
gorlintiillenememistir. AL tipi amiloid fibrilleri olustuktan sonra hastalardan biyopsi
alindig1 i¢in, speckler ile olgunlasmamus fibrilleri goriintiilemek miimkiin olmamaktadir.
ASC speckleri ile AP iligkisini gostermek, senil plak olusumundaki dinamizm sebebiyle
miimkiin olabilmistir. Ayrica bu gozlem sonucu, ASC specklerinin olgun amiloid
fibrilleri olusurken dagildigi ve fibril yapisina katildigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
ASC proteini, amiloid Onciilii peptidlerin biraraya gelmesini saglayan bir har¢ gibi islev

goriiyor olabilir.

Grubumuzun, ASC proteininin AA tipi amiloid fibrilleriyle birlikteligini
gostermesinden sonra bu tez calismasinda, ASC’nin yaygin goriilen diger amiloid tipleri
olan AP ve AL tipi amiloid fibrilleri ile de birlikteligi gosterilmistir. Yaygin goriilen
amiloid tiplerinde ASC proteininin fibrillerle birlikte bulundugu bilgisi, ASC’nin amiloid
olusum mekanizmasinda bir rolii olabilecegi fikrini desteklemistir. ASC’nin amiloid
olusum mekanizmasindaki olasi rolii heniiz bilinmemektedir. Bu rolii agiga ¢ikarmak i¢in

in-vitro ve in-vivo amiloid modelleri {izerinde incelemeler yapilmasi gerekmektedir.

Tiim amiloid tiplerinde fibrillerle birlikte bulunan SAP ve GAG gibi baz1 ortak
molekiiller vardir. Bu molekiillerin amiloid fibrillerini proteolitik yikima kars1 direncli
kildig1 distiniilmektedir. Bir akut faz proteini olan SAP, plazmada serbest halde

bulunurken, GAG’lar hiicre dis1 matrisin en O©nemli bilesenleri olarak bilinirler.



Dolayisiyla bu bilesenlerin hiicre disi bolgede biriken amiloid fibrillerine katilima,

amiloid olusumunun son asamasinda goriilmektedir.

Bu calismadan elde edilen en dnemli bulgulardan birisi de SAP ve GAG’larin
yanisira ASC’nin de yaygin goriilen amiloid fibrilleri ile bir arada bulunmasidir. SAP ve
GAG’lardan farkli olarak ASC sitoplazmada yerlesim gostermektedir. ASC, sadece
speckler meydana geldiginde hiicreler arasi bolgede bulunabilmektedir. Olgun amiloid
fibrillerinde, ASC immiinboyanmas1 speck seklinde degil, daginik bir goriiniimdedir. Bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde, ASC specklerinin amiloid fibril olusumunun

baslangic safthasinda bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Amiloid tipleri Onciil proteinler itibariyle farkli olsalar da, yap: olarak benzerlik
gostermektedirler. Yaygin goriilen amiloid tiplerinde ortak bilesenlerin tanimlanmasi,
amiloid olusum mekanizmasinin incelenmesi agisindan Onemlidir. Ayrica, ASC’nin
amiloid olusum mekanizmasindaki rolii aydinlatildiginda, amiloid patogenezinin

tedavisine yonelik yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.



6. SONUC VE ONERILER

e Alzheimer hastalarinin beyin korteksinde glial hiicrelerin yami sira bazi

noronlarda da ASC ifadesinin oldugu gosterilmistir.

e Alzheimer hastalarinin beyin korteksindeki ASC ifadesinin, baz1 hiicrelerde speck

seklinde oldugu gosterilmistir.

e Senil plaklarin amiloid kor kisimlarinda ASC proteininin A ile birlikte yerlestigi

gosterilmistir.

e Kongofilik anjiyopati olan bolgelerde ASC proteininin AP ile birlikte bulundugu

gosterilmistir.

e AL tipi amiloid fibrilleri ile ASC proteininin birlikte yerlestigi gosterilmistir.

e AP fibrillerinin inflamasyonu tetiklemesine bagli olarak ASC ifadesinin
degistigini ispat edebilmek i¢in, ASC ifadesindeki artisin kantitatif olarak

gosterilmesi gerekmektedir.

e ASC proteininin amiloid olusum mekanizmasindaki roliinii agiklayabilmek icin,

in vitro ve in vivo amiloid modelleri iizerinde calismalar yapilmalidir.
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