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1. OZET

Demansin en yaygin formu olarak goriilen Alzheimer Hastaligi (AH); bilindigi tizere
dejeneratif, kronik seyirli progresif bir hastaliktir. Bagirsak mikroorganizmalarinin
bilissel kabiliyete olan etkisi gibi, AH patogenezindeki rolii iizerine de bir ¢ok ¢aligma
yapilmistir Ancak literatiirde insan ve transgenik hayvan modeli ¢aligmalarinda gut
mikrobiyotanin nérodejenerasyonla iligskisi hakkinda ¢alismalar ve kritikler mevcut
olsa da, metaproteomiks yontemlerle mikrobiyotanin AH patogenezi iizerine etkisi
calisilmamistir. Dolayisiyla bu ¢aligmada, erken evreyi temsilen 3 aylik ve geg evreyi
temsilen 12 aylik 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer hastaligi (5XFAD) transgenik ve
transgenik olmayan kontrol fare modellerinin, birbirleri ve kendi iglerindeki
kiyasindan neset eden bagirsak mikrobiyota farkliliklart ve bu farkliliklarin
beraberinde getirdigi proteom profil devinimleri nano sivi kromotografi ve ardisik
kiitle spektrometrisi kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar, mikrobiyotanin AH
patogenezinde aktif rol oynadigina isaret etmektedir. Biyoinformatik analizler,
bagirsak florasinda domine yada essiz bazi kilit filumlarin, transkripsiyon, translasyon,
enerji ve glukoz iliskili proteinlerinin ve bilhassa transkripsiyon ve enerji mekanizmasi
yolaklarinin, AH patogenezi ile iliskisi oldugunu gdstermistir. Her yonden erken-evre
ve ileri-evre fare modeli floralar kiyaslanarak derinlemesine analiz edilmistir. Veriler
gostermektedir ki, bagirsakta gergeklesen mikrobiyota, proteom ve dolayisiyla
molekiiler devinimler, hastalik semptomlar1 kendini belli etmeden cok Onceki
donemlerde ortaya c¢iktigi gibi ileri-evrelerde de normal yash florasindan bariz
farkliliklar da ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglamda ilerletilen ¢calismamiz ile elde edilen
ileri-evre ve erken-evre kilit filum, protein ve yolaklarin markér olarak
degerlendirilmeye kuvvetli bir aday oldugu, bu ve buna benzer caligmalar igin

literatiire Oncii bir ¢alisma olarak katkida bulunacagi belirtilmistir.

Anahtar Sozciikler: 5xFAD, Alzheimer Hastaligi, Metaproteomiks, nLC-MS/MS,
Proteomiks



2. SUMMARY

Investigation of Change in In Flora in Alzheimer’s Disease Transgenic Mouse
Model by Nano-LC-MS/MS Metaproteomics Method

Alzheimer’s Disease (AD), seen as the most common form of dementia, is a
degenerative, chronic progressive disease. Just as the effect of intestinal
microorganisms on cognitive ability, many studies have been conducted on the role of
AD in pathogenesis. However, although there are studies and criticisms about the
relationship between gut microbiota and neurodegeneration in human and transgenic
animal model studies, the effect of microbiota on AD pathogenesis by metaproteomics
methods has not been studied. Therefore, in this study, the differences of 3-month
transgenic and control mice representing the early stage and 12-month transgenic and
control mice representing the late-stage were investigated. Also, proteome profile
change was investigated using nano Liquid Chromatography-Mass Spectrometry. The
results indicate that the microbiota plays an active role in the pathogenesis of AD.
Bioinformatic analysis has demonstrated that dominated or some of the unique key
phyla, transcription, translation, energy, and glucose-related proteins, and especially
transcription and energy mechanism pathways, are associated with the pathogenesis of
AD. In all aspects, early-stage and late-stage mouse models were analyzed in-depth by
comparing flora. The data show that microbiota, proteome, and molecular movements
in the intestine emerge long before the symptoms of the disease manifest themselves,
as well as obvious differences from the normal aged flora in the late-stage. In this
context, it is expressed that the late-stage and early-stage key phylum, protein, and
pathways obtained with our advanced study are a strong candidate to be appreciated
as markers and will contribute to the literature as a descriptive study for this and similar

studies.

Keywords: 5xFAD, Alzheimer’s Disease, Metaproteomics, nLC-MS/MS, Proteomics



3. GIRIS VE AMAC

Son yillarda kendini gosteren ‘Beyin-Bagirsak Aksi’ terimi, merkezi sinir sistemi
(MSS) ve gastrointestinal sistem (enterik sinir-ESS- sistemi de dahil) arasindaki her
tiirlii iletisimi iki yonlii olarak kapsayan bir terim olarak literatiirde yerini almistir. Bu
cift yonlii etkilesimin farkli zaman noktalarinda (erken yasamdan nérodejenerasyona
kadar) ve farkli yerlerde (bagirsak liimeninden MSS’e kadar) farkli seviyelerde
etkinlik gosterdigine dair gii¢lii kanitlar mevcuttur. Bu zamana kadar bagirsaktaki
mikrobiyotanin beyne etkisi ile ilgili yapilan caligmalar, ‘Beyin-Bagirsak Aks1’
terimini daha da genisletmeye ihtiya¢ verecek seviyeye gelmistir. Bu nedenle
arastirmalarda ilk soru baglantinin hangi yollarla meydana geldigine dair olmus ve
genel olarak bu iletisimin mekanizmalari, sinirsel, bagisiklik, endokrin ve metabolik
sinyallesme olarak kategorize edilmistir (1,2). Gastrointestinal sistemle iliskisi olan
ESS, sinirsel yolakta prevertebral gangliyonlar1 kapsayan sempatik ya da vagus siniri
ile karakterize olan parasempatik sinyaller ile MSS’den etkilenme kabiliyetine
sahiptir. Bu baglamda steril fareler ile (germ-free) yiiriitiilen ¢alismalar, erken beyin
gelisimi ve yetiskin ndronal gelisiminde, bagirsak florasinin anahtar rolii bulunduguna

isaret etmektedir (2,3).

Yaslilarda bagisiklik sisteminin asirt uyarilmast kronik inflamasyonu meydana
getirirken ayni zamanda inflamasyonun yavas ve dereceli bir sekilde dagilmasina da
neden olur (4). Belki de bu durum, yaslanmanin birlikte getirdigi mikrobiyal degisim
ve ¢esitliligin azalmasimin da etkisiyle immiin sistemin basa ¢ikamayacagi bir hale
gelmesiyle iligkili olabilir. Boyle bir durumda da bagirsak bariyeri bozulup mikrobiyal
tiriinler ve pro-inflamatuar sitokinler dolasima karisabilir ve bu sekilde kan-beyin
bariyerini asarak noroinflamasyona sebep olabilir (1,5). Bagisiklik sistemi, viicudu
enfeksiyona kars1 korumasinin yani sira sinir fonksiyonunu ve gelisimini de etkiler.
Bu baglamda germ-free farelerde yapilmis bir ¢alismada, mikrobiyotanin mikroglia
olgunlasmasi lizerine de etkisi oldugu belirtilmistir. Buna, bakteri metabolizmasi
iiriinlerinden olan kisa zincirli yag asitlerinin (Ing. SCAFs) aracilik ettigi; ayni sekilde

mikrobiyal triptofan mekanizmasi sonucu olusan spesifik {riinlerin de, aril (aryl)



hidrokarbon reseptorleri yoluyla astrosit aktivitesini modiile ettigi 6rnek olarak
gosterilebilir. Mikrobiyota bu ve benzeri yolaklar1 kullanarak sistemik ve MSS
inflamasyonunu etkileyen periferik immiin hiicre aktivasyonunu, sitokin profilini
etkiledigi gibi; yakin zamanda tanimlanmis meningeal bosluklardaki lenfatik damar
aginin periferik lenfatik dokularinin iki yonlii MSS ile etkilesmesi yoluyla norogenezi

de etkiler (1,3,6).

Gut florasinin MSS’ye etkilerinden biri ve belki de en 6nemlisi serotonin, dopamin
gibi ¢gesitli norotransmitter ve ndromodiilatorleri dogrudan sentezleyebilmesidir (7,8).
En 6nemlisi de, gut mikrobiyota sinyallerinin, tipki bir ESS ndron transmitteri gibi
davranarak; bagirsak epitelinin enterositleri arasinda bulunan bir alt tip enteroendokrin
hiicreleri olarak bilinen ve viicuttaki en biiyiikk serotonin (5-HT) havuzunun
iretiminden ve depolanmasindan sorumlu intestinal enterokromafin hiicrelerinin
fonksiyonuna etkide bulunabiliyor olmasidir (7). ESS’de ki bu tarz etkileri g6z 6niine
alindig1 zaman beyin-gut-mikrobiyota aksinin bozulmasinin basta Alzheimer’s olmak
tizere birgok norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde c¢ok Onemli bir rol
oynayabilecegi diisiiniilebilir (1,8). Literatiirde insan ve transgenik hayvan modeli
caligmalarinda gut mikrobiyotanin ndrodejenerasyonla iliskisi hakkinda ¢aligmalar ve
kritikler mevcut olsa da, bu zamana kadar metaproteomiks yontemlerle hem transgenik
ve kontrol modelin kendi iglerinde erken-ge¢ kiyasinin mikrobiyota ve proteom profil
degisimlerine hem de hasta (ALZ; 5xFAD; transgenik; Tg) ve kontroliin birbirleriyle
erken-erken/gec-ge¢ kiyasinin mikrobiyota ve proteom profil degisimlerine 151k
tutulmamistir.Dolayisiyla bu calismada amag erken evreyi temsilen 3 aylik ve geg
evreyi temsilen 12 aylik 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer hastaligi transgenik ve
transgenik olmayan kontrol fare modellerinin, birbirleri ve kendi iglerindeki
kiyasindan neset eden bagirsak mikrobiyota farkliliklart ve bu farkliliklarin
beraberinde getirdigi proteom profil devinimleri nano sivi kromotografi ve ardisik
kiitle spektrometrisi kullanilarak arastirilacaktir. Boylece hastalik semptomlar1 kendini
belli etmeden c¢ok onceki donemlerde ve ileri-evrelerde anlamli degisimi bariz
gozlenen mikrobiyota, proteom ve dolayisiyla molekiiler devinimler tespit edilerek
hem hastaligin olusum mekanizmasina 1s1k tutmak ve hem de potansiyel biyobelirteg

adaylarin1 tespit edilebilmek miimkiin olacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahgi

AH bilissel fonksiyonlara ciddi zararl etkileri bulunan ilerleyici ve bilinen en yaygin
demans tiiriidiir. Bilinen en 6nemli 6zelligi hiicre dis1 amiloid beta (AP) birikimi ile
kendini gosteren senil plaklar ve hiperfosforilasyona ugramis tau proteini birikimi ile
olusan hiicre i¢i noérofibriler yumaklardir (9,10). Bu birikimler néroinflamasyonu
tetikleyerek Oncesinde sinaps kaybina ve akabinde hiicre 6liimiine sebep olur (5).
Temelinde yatan net bir cevabi olmasa da bu birikimlerin olusmasinda gut

mikrobiyomunun etkisinin biiyiik oldugu disiiniilmektedir.

4.1.1. Tarihge

Alzheimer demans: seriiveni 51 yasinda bir kadinda 4 senelik siirecek olan bir
hastaligin postmortem tanimlanmasiyla baslamistir. Her ne kadar boyle biliniyor olsa
da aslinda tarihsel agidan demans temelli tanimlama ‘post-apolektik demans’ olarak

1672 yilinda Thomas Willis tarafindan yapilmigtir (11).

Demansin modern tarihi ise 1800°lerde Otto Binswanger, Alois Alzheimer ve 12 vaka
kullanarak patogenezin beyin bagirsak iliskisi temelli oldugunu belirten Oskar
Fischer’in yaptiklari ¢alismalari ile giin yiiziine ¢ikmustir (12,13). Alois Alzheimer,
norosifiliz kokenli paralitik demansi vaskiiler demanstan ayiran kisidir ki sonralar1 bu
basaris1 buldugu hastaliga Kraepelin tarafindan ismi verilmistir (14). Aslinda orta yas
bireylerde nadir gozlenen presenil demans olarak kesfedilen bu hastaligin, 1964
yilinda epidemiyolog Sir Martin Roth ve ark. yayinladiklar ¢aligmalartyla yaglilarda
yaygin oldugu gosterilmis oldu (15).



O donemlerde ise bagirsak-beyin iligkisinin AH’da en biiyiik etken oldugu da bu
hipotezimizin yeni olmadigimi gostermektedir (13,16). 1977’1i yillara gelindiginde ise
AH hakkinda verilen bir konferans ile hastaligin tanimlanma seyri degismis, yastan

bagimsiz bir terim haline gelmistir (17).

4.1.2. Epidemiyoloji

AH’1 iki kisima ayirmak miimkiindiir. 65 yasin altinda erken-evre (early-onset
Alzheimer’s Disease, EOAD) olarak siniflandirilirken; istii, gec-evre (late-onset
Alzheimer’s Disease, LOAD) olarak siiflandirilir. Biitiin vakalarin 1-5%’ini erken-
evre olusturur ve APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinde meydana gelen mutasyonla
otozomal dominant karakter sergiler (9,18). Mutasyonun tipine bagli olarak; total Ap
tretiminin artigi, AP42 Uretiminin toplanma egiminde olmasi ya da aminoasit
sekansinda olusan hasarlara bagl olarak, hasarli birikim 6zelligi kendini gosterir. Bu
hasar 15181inda meydana gelen AB’nin toplanma egilimi, AH olusturmak icin yeterli
goriilmiis, birikimi ise patogenezi i¢in temel basamak sayilmistir (18). AH vakalarinin
99-95% gibi biiyiik bir kismini geg-evre AH olusturmaktadir. Geg-evre AH durumuna
ise hem farkli genler katkida bulunmaktadir; ki bu genler, amyloid prekiirsor protein
(APP) metabolizmasi, immiin cevap, inflamasyon, hiicre-i¢i trafik ya da lipid
metabolizmasi gibi gorevlerde yer alir, hem de kalp hastaliklari, beyin hasart,
hipertansiyon, tip II diyabet ve obesite gibi genetik olmayan faktorler katkida bulunur
(9,18).



4.1.3. Patofizyoloji

4.1.3.1. Noropatoloji

A.Alzheimer ilk hastasini inceleyerek anektodlar belirleyip (19), ikinci hastasi Johann
F. o6limiinden sonra makroskopik ve mikroskopik analizlerinde bir ¢ok bulguya
rastlamistir. Makroskopik olarak beyin damarlarinda degisim gozlemedigini anatomik
olarak sadece orta kalinlikta opaklik ve pia kalinlagmasi gozlemledigini vurgulamas;
frontal, parietal ve temporal loblarin gyruslarinda daralma, sulcuslarinda genislik
goriirken, merkezi gyrusta atrofi gézlemlemedigini ama genel olarak bir atrofik siire¢
bulundugunu belirtmistir. Mikroskopik analizlerinde ise korteksteki plaklarin atrofik
olan bolgelerde, bu bolgelerin de frontal, parietal ve kismen de temporalde
bulundugunu belirtmistir. Beynin derin kisimlarina inildik¢e striatumda, lentiform
nuclei ve thalamus’da plak miktarinda artis gozlemis, beyincik ve etrafi bolgesinde ise
belirli beyincik bolgelerinde ¢ok miktarda gozlerken, pons gri maddesinde ve medulla
oblangata’da tek tek plaklar halinde gormistiir. Serebral korteks plaklarinin
bazilarinin birbirleriyle kaynasmasi neticesinde devasa biiyiikliikte olusu, bu plaklarin
birinci katmanda nadir sayida ama ikinci ve ti¢iincii katmanda ve beyaz maddede daha
fazla olmas1 ve derinlere indik¢e yogunlugun azalmasi dikkat ¢ektigi noktalardan biri
olmustur. Plaklarin ince analizi i¢in farkli boyama tekniklerini kullanarak farkl
sekillerde inceleme yapmistir. Weigert'in glial emdirmesi ve Mann boyama tekniginin
birlesimi ile inceleme neticesinde plaklarin diizensiz, globoid ve yumurta sekilli
olduklarini; merkezi bolgelerinin ¢gogunlukla homojen yapilarda ve iglerinde higbir
hiicre kalintis1 goriilmedigini belirlemistir. Serebral korteks plaklarinda diger
bolgelerdeki plaklara gore merkezinden daha parlak ve koyu belirgin bir hale varligina
dikkat gekmistir.



-

Sekil 1: Soldan saga dogru alzheimerl: sinir hiicresinde fibriler degisimler.

Soldaki resim hastaligin erken evresi, ortadaki resim hastalayan ilerleyen siireci ve sagdaki evre
hastaligin son evresi. (Alois Alzheimer’in 1911 yilindaki Uber eigenartige Krankheitsfille des spiteren
Alter adli makalesinden uyarlanmistir.)

Bu tarz incelemeri sonucunda bu plaklar i¢in senil demans tabiri kullanmistir. Bu
plaklar ilk etapta birgok arastirmaci tarafindan psikoz neticesinde glial proliferasyon,
nekroz, bakteri kolonisi, kiimelenmis detritus, driimecek hiicreler yada iplik seklinde
tortular oldugu sanilsa da o yillarda kesin sonuca varamamuslardir (16). Alois
tarafindan Onceleri mengei serebral korteksteki Corpora amilacea gibi metabolik
tirtinlerin olusturdugunu iddia ettigi senil plagin 6zel bir 6zelligi, plagin ¢ekirdeginin
kirmiz1 ile boyanabilen ve Bielschowsky'nin yoOntemiyle siyaha doniisen lipoid
graniillerle ve nadiren de sinir dokular1 ile kaplanmis olmasidir, ancak g¢esitli
hiicrelerdeki lipoit maddelerden farkli olarak kararsiz olmalar1 ve plak olusumu i¢in
elzem olup olmamalar1 da diger kayda deger 6zelliklerindendir. Alois, belirledigi senil
tipi demansta plaklara ve fibril olusumuna dikkat ¢ekerek, fibril olusumunun 3 asama
sonunda tamamen atrofiye sebep oldugunu ve son asamada da hiicre g¢ekirdegi
kaybolurken bariz glial kaymalarin ciddi sekilde kendini gosterdigini vurgulamistir
(Sekil-1). Son olarak hastalikla karakterize edilmis atrofiye sebep olan fibriler

olusumun senil demans tanisi konulabilecek formu meydana gelmektedir (Sekil-2).



Sekil 2: Sinirli senil atrofi durumunda sinir hiicrelerinin fibriler degisimi
(Alois Alzheimer’m 1911 yilindaki Uber eigenartige Krankheitsfille des spdteren Alter adli

makalesinden uyarlanmistir.)

Bu yavags ve tuhaf goriiniimli fibrillerin gliada olugsmasi ardindan kesitsel arastirmasina
plaklarla olan iligkisine bakmak icin devam eden Alois, fibriler deforme olmus
glialarin senil demansin belirleyici olan plaklarin etrafinda ciddi kiimelenmelerine

sahit oldugunu belirtmistir (20) (Sekil-3) .

Sinir hicreleri

Sekil 3: Fibriler olusum sergileyen glial hiicrelerin senil demans sorumlusu plaklar ile iligkisi.

Kesit sag iist parietal lob korteksinden alinmigken sagdaki resim ise sag iist parietal lob korteksinin daha
derin tabakasindan elde edilmistir. (Alois Alzheimer’m 1911 yilindaki Uber eigenartige Krankheitsfiille
des spdteren Alter adli makalesinden uyarlanmistir.)
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4.1.3.2. Genetik altyapi

Basta alipoprotein (APOE) olmak {izere bircok genin de etkisiyle birlikte %1-5
arasinda AH vakalarinda genetik bir koken saptanmustir (9). lkizler iizerinde
yuriitiilmiis caligmalarda hastaligin genetik riski %49-79 oraninda seyrettigi
gozlenmistir (21,22). %0,01 oraninda otozomal dominant kalitim gbzlenen verilerde
ise hastaligin 65 yas oncesinde ¢ikmasi beklenen bir durum olarak gézlenmistir ki
hastaligin bu formu literatiirde erken baslangicli ailesel AH olarak yerini almistir (21).
Hastaligin genetiksel hikayesinde baglica {i¢ gendeki mutasyon goze carpmaktadir:
Presenilin 1, Presenilin 2 ve APP (23). Bu ii¢ gende meydana gelen mutasyonlar ya
APs2 miktarini yada bunun baska AP peptidlerine oranin1 degistirmekte ve neticede
geri doniisiimsiiz SP olusumuna sebebiyet vermektedir (24—26). Sporadik vakalarda
ise otozomal dominant kaliim gézlenmemekle birlikte gevresel ve genetik farkliliklar
da risk faktoriinii olugturmaktadir ki en iyi bilinen genetik risk faktorit APOE'in &4
allelidir (27,28). %1-5 arasina girmeyen AH'li bireylerin bile %40-80'inde APOEe4
alleli saptanmustir (28). Incelemelerle sabittir ki, bu allel hastalik riskini heterozigot
formatta li¢ kat, homozigot formatta ise 15 kat arttirmaktadir (21). Bununla birlikte
ileri evre sporadik formatla iligkili 400'e yakin ispatlanamayan gen goriintiilenmis,

daha baska caligmalarda ise 19 gen bolgesinde risklilik kesfedilmistir (21,23,29).

4.1.3.3. Kolinerjik hipotezi
AH'nin asetilkolin ndrotransmitter sentezinin azalmasiyla iligkilendirilen ve en eski

hipotez olmasina ragmen giiniimiizdeki ilaglarin temellendigi hipotez olan kolinerjik

hipotezi tedavi yontemlerinin basarisizligi ile bir nevi ¢lirtitiilmiistiir (30).
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4.1.3.4. Amiloid hipotezi

AH’nin ana sebebinin hiicre-dist1 AP birikimleri oldugu savunulan goristiir (31).
Amyloid plaklar, APP’nin kesilerek olusturulan Ap peptitlerinden meydana
gelmektedir (32). APP bir transmembran proteinidir ve ndronal gelisim, sinyal
yolaklari, hiicre-i¢i tasima gibi ¢esitli biyolojik proseslerde gorev alir (33,34). APP,
ya a- ve y-sekretazlar ile amyloidegenik olmayan bir yolla ya da - ve y-sekretazlar ile
amyloidogenik bir yolla kesilerek islenir (32,33). Amyloidojenik yolak kullanilarak
olusturulan farkli uzunluktaki AP peptitleri arasinda en sik karsilasilan APso ama sik
olmamasina ragmen en toksik olan1 da A4z peptitidir ki; plak 6zii bu peptitten olusur
(5). Bu peptitler toplanarak oligomer, protofibril ve fibriller olusturur, bu sekilde senil
plak olusumuna katkida bulunurlar (Sekil-4) (5,33,35). Monomerik ve oligomerik
yapilar yerlerinden kesildikten sonra niikleasyon fazi denilen termodinamik olarak
elverissiz oldugu i¢in normal fizyolojik kosullarda meydana pek gelmeyen bir olayla,

kendi kendine ¢gogalan yeni amyloid kokleri olusacaktir (35,36).

APPR Fibril
5

Oligomer

APP A e
A[m%/%

Apa2
:

Extracellular

—

Af plague

Cell
membrane

Intrace"UIar - -

Sekil 4: AP plak olusumu.

AP, APP’nin kesilmesiyle olugur. Amyloidojenik yol kullanilarak B-ve y-sekretazlar ile, sirastyla, hiicre
membraninin digindan ve membranin i¢inden kesilir. ABao ve APa2 toplanarak sirasiyla oligomerler,
fibriller ve amyloid plaklar1 olustururlar. Fibril asamasinda, daha sonra siirecin kendiliginden
ilerlemesini saglayan yeni tohumlar olusur. [Kowalski ve ark.’den uyarlanmustir (1)]

21. kromozomda APP geninin bulunmasi ile Down Sendromlu hastalarda 40
yaslarinda AH semptomlariin gézlenmesi (37,38), APOE geninin ifadesi sonucunda
olusan proteinin AH riskini kanitlanmis bir sekilde AH riskini arttirtyor olmasi ve APP
ifade eden transgenik farelerin de 6grenmede giicliik ¢ekmesi sonucu farelerde AP
plaklarinin gézlenmesi ile karakterize bir sekilde farelerin AH benzeri patoloji

sergilemesi gibi 6nemli noktalar hipotezi destekler niteliktedir (39-42). ilging bir
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sekilde, amiloid hipotezi ile ilgili olarak son yillarda yapilan ¢alismalarla birlikte Ap,
bir antimikrobiyal peptit (AMP) olarak kategorize edilmeye baslanmistir (43,44).
Monomerik A yapisinin bile antimikrobiyal kapasiteye sahip olmasi, kiimelenmis
haldeki AP formunun potansiyel etkisine dikkat ¢cekmektedir (44). G6zlemlere gore,
amyloid olusumu, bagisiklik sisteminde aktif rol alan, bakteriyel, viral ve fungal
herhangi bir endojenik maddeyi taniyan hiicrelerin reseptorlerinden toll benzeri
reseptOr 2’nin (45), immiin hiicrelerde sinyallemede adaptor rolii tistlenen ve biitiin
TLR’ler tarafindan kullanilan MyD88 proteininin (myeloid differentiation primary
response 88), hiicre disindan sinyal alan proteinleri hiicre igindeki sinyalleri ileten
proteinlere baglayarak NF-kB (nuclear factor kappa B) gibi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu saglamasi i¢in uyardigi bir yolak vasitasiyla meydana
gelir (46,47). Yapilan hayvan deneyleri gostermistir ki, MyD88 yetersizligi halinde -
amiloidosis durumu azalmakta yani iyilesme gozlenmektedir (48). Inflamasyon
yolaklar1 harekete gegmeye basladigi i¢in bir diger yandan TNF-o doniistiiriicli enzim
ile birlikte tiretilen TNF-a, APP'yi bélen a-sekretaz haline gelir. Daha once tiretilmis
olan NF-kB ile AP doniistiiriicii enzim de B-ve y-sekretaz enzimlerini aktif ederler.
Boylece daha once belirtilen sekilde AP olusumu meydana gelir (46). Normal
durumlarda oldukga yararli olan bu yolaklarin cevabi netlesmemis bir nedenden 6tiirti
norodejeneratif hastaliklar1 bile tetikleyecek kadar zararli oldugu, gozlemlerle de

tutarhdir (43).

4.1.3.5. Tau hipotezi

Bu hipoteze gore, aksonal mikrotiibiillerin stabilitesini diizenleyen, suda ¢oziinebilme
Ozelligine sahip olan tau proteininin degiserek Ozelligini kaybetmesi, islevini
gerceklestirememesi ve birikmesi neticesinde norodejenerasyona sebebiyet verecek

toksik bir hale gelmesinin hastaligi baslattigi savunulur (10,49).
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4.1.4. Alzheimer Hastahg ilerleyisi

AH, demansin en yaygin bi¢imi olarak kendini gosteren, MSS'nin dejenerasyonu ile
karakterize, kronik seyreden progresif bir hastaliktir (50). Alois Alzheimer’in hastalik
seyrini kendi gozlemleriyle belirtmek gerekirse; kiskanglikla ilk isaretini veren bu
hastalik ilk etapta beliren patolojik izler 1s18inda hafif seyirde hafiza kaybi, okuma,
nesne algilama, yon kavrama giicliigii gibi semptomlarla kendini gosterirken; kisa
dikkat, diirtiisellik ve zayif muhakemenin belirdigi orta siddette semptomlar ise
parafazik terimlerin kullanilmasi (yani fincan yerine siit dokiicii gibi...), zamanla dil
yetisi kayb1 ve temel motor beceri problemleri ile siddetli bir hal alarak en son seviyeye
kadar gelir ve hastalar her tedaviye ragmen dekiibitiis gelistirmektedir. Ancak,
patogenez siirecinde fiziksel ve refleksel cevaplar sikintili degildir. Post-mortem beyin
analizi yapan Alois Alzheimer’a gore, fokal dejenerasyon olmamasina ragmen kesitte
esit bir atrofi s6z konusuydu ve biiylik beyin damarlarinda aterosklerotik degisiklikler
mevcuttur. Anatomik yaklagiminda Alois, tek basina korteksin yaygin bir hastaligi ile
ugrasmis olsalar bile, parietal ve temporal loblarin iki tarafli olarak agikc¢a etkilendigini
ve frontalin, beyinden ¢ok daha fazla etkilendigini belirtmistir(17). Molekiiler
seviyede ise, asir1 glial iiretim neticesinde yogun demetler halinde birikerek hiicre
ylizeyine dogru hareket eden ve sonunda hiicreyi parcalayan norofibrillerde kimyasal
bir doniisiim mevcuttu, 6yle ki bu ndrofibriller hem normal fibrillerin cevapsiz kaldigi
bagska boyalarla reaksiyona girebilmekte hem de hiicre Oliimiinden sonra bile
kalicihigini devam ettirebilmekteydi (19). Patogenez ilk olarak medial temporal lopta
etorhinal korteks ve hipokampus gibi sinirlt bir yerde kendini gosteriyor olsa da,
sirastyla lateral, pariyetal ve frontal loplara yavasca yayilarak basta tiim kortekse
dagilmakla birlikte zamanla tiim beyni kaplar ve dolayisiyla beyin atrofisi meydana
gelir (51,52)

4.2. Transgenik Alzheimer Hastalhigi Fare Modeli

AH klinik diizeyde incelenebilen ve miidahale edilebilen bir hastalik degildir. Yillardir

hastaligin kiinhiine vakif olabilmek adina c¢esitli teknikler gelistirilmeye calisilmigsa
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da hayatta olan bireyin beynine molekiiler yada klinik bazda miidahalede
bulunulamamistir. Her ne kadar kan, BOS, idrar gibi 6rnekler hastadan saglansa da
tam olarak hastaligin mensei olmadigi i¢in ¢alismalardan verimli sonug¢ alinamamustir.
Ote yandan postmortem incelemeler hastalik patogenezine erken miidahale edilmesi
acisindan degerlendirildiginde bu problemlerin {istesinden gelmek i¢in bagvurulacak
yontem degildir. O yiizden in-vivo anlamda transgenik hayvan modelleri ile ¢alismak
bir ¢ok problemi tabir caizse real-time izleyebilmek ve periyodik miidahalelerde
bulunabilmek ag¢isindan 6nemli bir yontem olagelmistir. Transgenik modellerin kesfi
ile AH vb. ndrodejeneratif hastaliklarin molekiiler ve patolojik yonii bir¢ok ¢alismayla
basaril bir sekilde gerceklestirilmistir (53,54) Insanlarda genetik yatkinligm en gdzde
formlar1 olan APP, PSENI, tau gibi genlere miidahale edilerek ekpresyonlar
arttirilmis, ab birikimi, senil plak, norofibril yumak gibi hastaligin patogenezinde
birinci dereceden rol oynayan yolaklar insanlart mimik eden bu canlilarin sayesinde
daha anlasilir hale gelmistir (55-57). Bu baglamda galismamizda tercih ettigimiz bes
mutasyonlu ailesel AH (5XFAD) transgenik model, hizli AB birikimi ile en ¢ok tercih
edilen Alzheimer modelidir (56). Mutasyonlar, Florida (1716V), Isve¢ (K670N,
M671L) ve Londra (V7171) insan APP genlerinin yaninda L286V ve M146L insan
PSEN1 mutasyonlarini da barindirmaktadir. Thyl promotorliigii ile 2-4 ay igerisinde
korteks ve hipokampus bolgelerinde 6grenme-bellek kaybi ile karakterize degisimler,
intraseliiler AP birikimleri gozlenmeye baglar (58). Artik dordiincii aydan sonra
amiloid plaklarla beraber korteks-iligkili biligsel bozukluklar bas gosterir (59) 5XFAD
modelde tau patolojisi gozlenmese de ileri AP birikimi atrofiyle karakterize sekilde

AH modeli olusturmak i¢in gerekli ve yeterlidir (60).

4.3. Bagirsak Mikrobiyotasi ve Beyin iliskisi

4.3.1. Mikrobiyota

Insan bagirsag; icinde temel olarak Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinomycetes, Verrucomicrobia ve Fusobacteria filumlarini barindiran bakteriler,

mantarlar, parazitler ve virlisler gibi ¢esitli domainleri igerir (61,62). Siklikla
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alintilanan rakamlar, insan viicudunda ve iizerinde yasayan mikroplarin insan
hiicrelerine 10: 1 oraninda daha fazla oldugunu gosterirken, daha yakin tarihli bir
tahmin, hiicre sayisi agisindan insanin bir par¢asinin mikrop oldugu ironisini
gostermektedir. Bu bin kiisiir fazlalik tiirleri ve yaklasik 160 kiisiir tiir ¢esitliligin
tamami mikrobiyota olarak isimlendirilirken genomiks temelli mikrobiyom terimi ise
bu organizmalarin tasidiklart tiim genleri ifade etmektedir (63-65). Bu ortak
mikroorganizmalar insan sagliginda sindirilemeyen besinlerin yikilmasi, vitamin
iretimi, bagisiklik sisteminin giiclenmesi ve patojenik bakteri tiirlerinin bagirsagi
kolonize etmesi gibi hayati rolleri vardir (65). Her ne kadar bireyden bireye
mikrobiyota ¢esitliligi degisiklik gosterse de genel islevselligin korunmasi temelinden
bakildig1 zaman her bireyde ¢ekirdek hiikkmiinde bir bagirsak florasinin gerekli oldugu
diistiniilmektedir (66). Bu floranin kendine ait bir yasam siireci oldugu i¢in her ne
kadar simbiyotik de olsalar, bu popiilasyonun miktar1 ve kalitesindeki degisiklikler
dengeyi bozabilir ve bu karmasik mikro-ekolojik sistemi etkileyerek hastaliklara yol
acabilir (61). Oyle Ki; masumane bir probiyotik takviyesinde bile, bagirsakta bulunan
trilyonlarca mikroorganizma arasindan kendileri i¢in bir nis agmak zorunda olduklari
icin, yeni bakteri girdisinin sonuglar1 kismen ilgili konagin mevcut mikrobiyotasina
bagl olacaktir ve dolayisiyla, sadece bir sus girdisi bile ¢ok biiyiik etkilerle ekolojik
degisimi tetikleyebilecektir (65). Bunun disinda, enflamatuar bagirsak hastaligi,
ateroskleroz, metabolik sendrom, otizm, diyabetes mellitus, yagli karaciger hastaligi,
ve immiinyetmezIlik gibi bir ¢ok hastalikta yapilan incelemeler sonucunda da,
hastalarin bagirsak mikro-gevresinde degisiklik oldugu tespit edilmistir. (67,68).
Ayrica boyle mikrobiyal disbiyozislerin mental aktivitelere olan etkisi agisindan da
depresyon, anksiyete ve i¢inde Alzheimer Hastaligt (AH)nin da bulundugu
norodejeneratif hastaliklar gibi pek c¢ok norolojik hastaligin patolojisine katkida

bulundugu da ileri siiriilmektedir (69).

4.3.2. Bagirsak-Beyin Aksi

Bagirsak ve beynin iki yonlii karmasik iligkisine arastirmacilar, Bagirsak-Beyin Aksi1

(Gut-Brain Axis) terimini onermislerdir. Norotransmitter salgisi gibi noral, bagirsak
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hormonlari agisindan endokrin ve bagirsak duvarindaki T hiicrelerini ve B hiicrelerini
aktive edilebilmesi ile pro-inflamatuar sitokinlerin salinmasini tetiklemesi (70) gibi
bagisiklik sistemi aracilifiyla, bagirsak ve beyin arasindaki iki yonlii bu iletisimin
miimkiin kilindig1 gastrointestinal yapida MSS, otonom sinir sistemi (OSS) ve ESS
sistemleri biiyiik rollere sahiptir. ESS yo6netimi, bu iki yonlii iletisimi ve akabinde
getirilerini anlamak agisindan ¢ok onemlidir. Dort seviyeli sinir diizenlemeleri ile
yonetilen ESS’de, lokal diizenleme olarak adlandirilan birinci seviyede, sindirim
sistemi kas tabakas1 i¢ine dagilan OSS orijinli miyenterik ve bagirsak submukozal sinir
hiicreleri ile ESS'nin duyu néronlar1 baglantiya gecerek bagimsiz sekilde bir takim
islevler yerine getirebilmekteyken; ESS'min yanisira MSS'min de dahil oldugu
prevertebral diigiimlerle regiilasyon ikinci seviyeyi olusturur. Sadece MSS'nin yer
aldig1 tiglincii seviyede, beyin ve omurilik kokenli iletilerin ya dogrudan yada OSS
veya noroendokrinal sistemlerle dolayli sekilde regiilasyonu s6z konusudur. Dordiincii
ve gelismis beyin merkezlerinin rol aldigi son seviyede ise korteks ve subkortikal
bolgeler regiilasyona katilmaktadir. Bu iletisim sekilleriyle kan-beyin bariyerinin
gecirgenligi arttirilabildigi gibi, bariyer hatti boyunca siralanmis hiicreler, dolayisiyla
reseptorler, bariyerin kan tarafinda oldugu icin beyne girmeden de etki meydana
getirilebilir (71). Bagirsaktan beyne yol sadece bu iletisimlerle smirli degildir,
bagirsagin vagus siniri vasitasiyla direkt beyinle iletisime gecebilme kabiliyetini de
dikkate almak gerekir ki (72,73), bagirsak kokenli bir vagus sinyali floral kokenli bir
anti-inflamatuar yanit1 tetikleyebilir (70), mikrobiyal disfonksiyon meydana getirebilir
(74), beyin fonksiyonlarina miidahele edebilir hatta eriskin hipokampal norojeneze
etki ederek kiside davranis degisiklerine bile yol agabilir (66). Bununla ilgili yapilan
bir galismada Bravo ve ekibi (2011) vagus sinirini keserek Lactobacillus rhamnosus
JB-1'in farelerde anksiyete ve depresyonla iliskili davraniglart azaltmasini
engelledigini gostermislerdir (70). Baska bir ¢alismada ise Holmqvist ve ekibi ise
(2014) a-syniikleinin bagirsak duvarindan vagus siniri ile beyin sapina go¢ edebilecegi
ve vagus sinir kesimi olan bireylerde de Parkinson hastalig1 riskinin diisebilecegi

gosterilmistir (75).
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4.3.2.1. Bagirsak mikrobiyotasi ve norolojik hastahiklar

Bagirsak mikrobiyotasinin beyin fonksiyonu {lizerindeki etkisi siirekli arastirilmaktadir
ve stresle iliskili durumlarin veya islevsel bozukluklarin patogenezine, beyin-bagirsak-
mikrobiyota ekseni katkisinin mekanizmalar1 kesfedilmektedir (76). Oyle ki, bu eksen
sayesinde mikrobiyotanin, hastaligin olusum siirecindeki baslatict basamaklari
tetikledigi diisiiniilmektedir. Normal yaslanma siirecinde mikrobiyotada ki ¢esitligin
azalmasi i¢inde nérodejenerasyonunda bulundugu bir ¢ok hastaligin patofizyolojisinde
onemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmasinin yani sira (77,78), devinim sergileyen
mikrobiyotanin da hastaligin temel patofizyolojik faktorlerinden biri oldugu; irritabl
bagirsak sendromunda elde edilen baz1 6n sonuglar vasitasiyla (79), AD veya AD’siz
demans gelisimi i¢in de ciddi bir risk oldugunu gostermektedir (80). Bagirsak
mikrobiyotasinin, depresyon, otizm, sizofreni, Parkinson hastalig1 ve multiple skler6z
gibi bir dizi ndrolojik ve psikiyatrik bozuklugu olan hastalarda, saglikli kontrollere
gore, dysbiosizinin etkisinin ¢ok biiyiik oldugu cesitli ¢alismalarla bildirilmistir
(2,3,76,81,82).

4.3.2.1.1. Bagirsak mikrobiyotasi ve Alzheimer Hastahig:

Demansin en yaygin formu olarak goriilen AH; bilindigi tizere dejeneratif, kronik
seyirli progresif bir hastaliktir. Progresyonu hafiza kaybi, diisiince degisiklikleri ve
diger beyin islevlerindeki bozulmalar ile karakterizedir. Yavas ilerleyerek, beynin
farkli bolgelerinde kolinerjik siirecin kaybedilerek en son atrofi ile karakterize olan
beyin hasar1 ve Oliimiine neden olur (51,52,83). Bagirsak mikroorganizmalarinin
bilissel kabiliyete olan etkisi gibi, AH patogenezindeki rolii iizerine de bir ¢ok ¢aligma
yapilmistir. Bruce-Keller ve ekibi, kontrol olarak tercih edilen C57BL/7 farelerini
normal ve yiiksek yagli besinlerle beslemis, neticede yiiksek yagl besinlerle beslenen
farelerin bilissel gerilemelerine sahit olmuslardir. Bu farelerin mikrobiyotasi, germ
free (GF) farelere transfer edildiginde bu farelerde biligsel bozukluk ile sistemik ve
merkezi inflamtuar yanitlar gozlenmistir (84). Arastirmalar neticesinde mikrobiyota

disbiyozisinin neden oldugu inflamasyonun KBB degisikligine neden oldugu ve beyni
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etkiledigi gercegi kaginilmaz bir hal almistir. Buna en biiylik 6rnek, bagirsak
epitellerindeki siki baglantisi nedeniyle normal kosullarda dolasima ge¢meyen
bakteriyel LPS endotoksininin, bagirsak gegirgenliginin bozulmasiyla dolasima
gectigi ve inflamatuar yanitlar tetikledigi gercegi verilebilir. Zira yapilan klinik
calismalar AH olanlarda plazma LPS oraninin AH olmayanlara nazaran en az ii¢ kat
fazla oldugunu gostermektedir (85,86) Mikrobiyota disbiyozisi hem bagirsak
gecirgenligini hem de Kan-Beyin Bariyeri (KBB) biitiinligiinii bozarak 6zellikle
yaslilarda kronik inflamasyonun tetiklenmesini ve bakteriyel amiloid ve
lipopolisakkaritlerle (LPS) tetiklenen inflamatuar yanitlarin mikroglia vb. bagisiklik
hiicreleriyle olan kisir dongiisiine sebebiyet verir (51). AB plaklarin mengei olan APP,
normalde ESS tarafindan ifade olunan, bagirsak bakterileri tarafindan salgilanan bir
proteindir. Normal sartlarda onemli islevleri olan bu proteinin asir1 ifadesi MSS
islevine halel getirmektedir. Ozellikle E.coli ve S.enterica APP ifadesinde dl¢iiyii
kagirabilen ve boylece AH patogenezinde rol oynayan bir ¢ok bakteriden bir kagidir
(87). ESS ve MSS-Ap interaksiyonunda bakteri yada mantar menseili amiloidlerin
Ol¢iistiz salgist MSS AP dinamiginin dengesine zarar vermekte ve MSS'de de AP
diizeyini arttirarak AH riskine sebep olmaktadir. ilgingtir ki, %95'i bagirsaklardan
salgilanan serotonin varlig1 da AP plaklarinin olusumunu azaltabilecek potansiyelde
kanitlar1 olan baska bir bagirsak menseili iiriin olarak litertaiirde yer etmistir (86,88).
Son yapilan c¢alismalarda da bagirsak mikrobiyotasinin mikroglial olgunlagma ve
aktiflesmesinde gerekli oldugu ve iNOS salgisinda kaynak gorevi gordigi
belirtilmistir (87).
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4.3.2.1.2. Enterik Sinir Sistemi, Bakteriyel Uriinler ve Alzheimer Hastahg

Tliskisi

ESS sindirim sisteminde, iki yonlii olarak MSS ile baglantida olan, birbirini etkileyen
ama MSS’den bagimsiz fonksiyonlar da gosterebilen igsel sinir sistemidir. Bu
tanimdan da anlasilacagi tizere iki yonlii iletisim durumu, hasil olan bir hastaligin da
yayilabilecegine imkan tanimaktadir (89). Bu konuda farkli hastaliklarin ¢alismalari
mevcutsa da ndrodejeneratif vakalarda sindirim sistemi hasari yeni yeni ¢alisilmaya
baslanan bir konudur. Ornek olarak, Parkinson Hastaligi’nda (PH) gastrointestinal
disfonksiyon, hastalikla karakterize olan motor disfonksiyondan 6nce, hastalarin
neredeyse %80’inde mevcuttur ki bu durum o-siniikleopatinin erken bir gostergesi
olarak one siiriilmiistiir (90). Ayn1 sekilde AH’ye bakilacak olursa, ESS’deki diizenli
APP ifadesinin, AH’de de ESS tutulumu teorisini desteklendigi goriiliir. Enterik
noronlarinda AP birikimi gelistiren APP transgenik farelerin enterik ndronlarinda
azalma meydana gelmis, iltihaplanmaya hassas olduklari gozlenmistir (89). Bu
verilerden yola ¢ikilarak yorumlanan diger 6n datalardan anlasilan odur ki, APP
transgenik farelerin sahip oldugu enterik hasar, hastaligin gelismesiyle dogrudan

orantilidir (91).

4.3.2.1.3. Bakteriyel Amiloid Uretimi

Bagirsak mikrobiyomu, Escherichia coli’nin drettigi curli basta olmak iizere, ¢ok
sayida amiloid molekiiliine kaynaklik etmektedir (92). ESS haricinde iiretilen bu
molekiil mikroorganizmalarin biyofilm olusturmalarina ve fiziksel/bagisiksal hasara
karst diren¢ olusturmalarimi saglar (92,93). Proteinin birincil yapisi bakimindan
bakteriyel kokenli amiloid, MSS amiloidinden farkli olsa da {iglinciil yapilar
birbirlerine olduk¢a benzerdir (69,94). Bu sebeple, bagirsak, bakteriyel amiloide
maruz kalidiginda immiin sistemi harekete gecirebilir ve neticede artan immdiin cevapla
beraber beyinde de anti-mikrobiyal fonksiyonu yerine getirmek {izere endojen amiloid

tiretimi artar (93). Bir ¢aligmada curli iireten E.coli’ye maruz kalan si¢can beyninde ve
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bagirsaginda noronal a-siniiklein birikimi ve ayni zamanda bagisiklikla iligkili olan
mikrogliya ve astrogliya seviyesinin kontrol grubuna goére daha fazla arttig1
gbzlenmistir. Dahas1 beyinde inflamasyonla iliskili TLR-2, 1I-6 ve TNF ifadelerinde
artis bulmuslardir (95). Bakteriyel amiloidler tiglinciil yapilarinin insan amiloidine
benzemesinden dolay1 molekiiler mimikri yetenegine sahip olabilirler ve bu molekiiler
mimikri yoluyla tipki bir prion protein gibi davranarak c¢apraz tohumlama (Cross-
seeding) meydana getirip, amiloidojenik bir molekiilii konakg¢iya kendi molekiilii gibi
benimseterek aslinda patojenik bir B-katlanma durumuna sebebiyet verebilirler.
Dolayisiyla akabinde meydana gelecek olan inflamasyon vakasi kaginilmaz olan bu
cross-seeding mekanizas1 hem in-vivo hem in-vitro olarak calisilmistir (96,97). Oyle
ki, bu ve benzeri ¢alismalar neticesinde Friedland ve Chapman, mikrobiyota ile iliskili
proteopati ve noroinflamasyonu ifade edebilmek igin ‘mapranosis’ terimini bile

onermislerdir (93).

4.3.2.1.4. Lipopolisakkaritler

Beynin dordiincii ventrikiiline LPS enjeksiyonu yapilan bir hayvan deneyinde,
denekte AH’de goriilen inflamator ve patolojik 6zelliklerin ortaya ¢iktig1 gdzlenmistir
(98). Dahasi peritoneal bosluguna LPS enjeksiyonu yapilan baska bir hayvanda ise
hipokampal bdlgede AP seviyesinin arttigini sonrasinda biligsel bozukluga neden
oldugunu gézlemlemislerdir (99). LPS’nin prion amiloidlerinin patojenik p-tabakali
konformasyonunu daha da gii¢lendirdigi bilgisi de gdz 6niine alininca bu ve benzeri
calismalar  bakteriyel =~ LPS’nin  amiloid fibrillogenezini  giiclendirdigini
dogrulamaktadir (100,101). AH hastalarinda LPS’nin beyin-bolgesel analizi
yapildiginda, AB’nin goriildiigl yerler olan hipokampiis ile neokorteks bolgelerinde
yerellestigini, hiicresel analizi yapildiginda da periniikleer bolgede birikerek DNA
transkriptlerinin ¢ekirdek disina ¢ikisini ciddi derecede azalttigini tespit etmislerdir
(102-104). Dahasi, LPS’nin kan damarlari ¢evresinde ve amiloid plaklarda AB1-40/42
ile birlikte oldugu dikkate alininca, AH hastalarindaki plazma LPS konsantrasyonunun
hasta olmayan insanlara gore ciddi bir sekilde artmasi, LPS ile AH arasidaki iliskiyi

teyit eder niteliktedir (85,105). Bununla beraber insan beyninde bulunabilen E. Coli
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pili protein ya da niikleik asit gibi diger bakteriyel {iriinlerinin AH hastalarinda ¢ok
yaygin oldugu da belirtilmistir (105,106). LPS’nin etki mekanizmasi arastirildiginda,
bagisiklik cevabimi tetikleyen yolaklarda etki gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir. LPS,
CD14 (cluster of differentiation 14) ve MD-2 (myeloid differentiation 2) proteinleri
ile etkilesimler yoluyla, dogal hasar veya patojen ile iliskili molekiiler izleri taniy1p,
dogal bagisiklik sisteminin pargasi mikroglial hiicrelerde ifade edilen TLR sinifina ait
TLR4 reseptoriinii aktive eder (107,108). Bu aktivasyon sonucunda TLR4, nétrofil ve
monositlerden bir Ca*? sensorii olarak ifade edilen S100A8/A9 heterodimerinin,
immiin cevap i¢in 16kosit alimmi ve sitokin salinimini uyarmasini tesvik eder
(109,110). Diger yandan, TLR ailesine ait bagka bir reseptor olan TLR2 de AP ve
bakteriyel amiloidler tarafindan tetiklenerek de aktive edilebilmektedir ki, bu durum,
az Once Dbahsedilen bakteriyel iriinlerin  molekiiler mimikri  kavramini

desteklemektedir (69,94).

4.3.2.1.5. Bagirsak inflamasyonu ve bagirsak bariyeri fonksiyon bozuklugu

Cesitli sebeplerle bagirsakta bir kez kronik inflamasyona yol agan etmenler meydana
gelmigsse mukozal yapinin bozulmasini, polimorfoniiklear olarak adlandirilan
bagisiklikla ilgili hiicrelerin sirkiilasyondan bagirsak mukozasina hatta bagirsak
limenine migrasyonu takip eder. Boyle bir durumda kii¢lik kalsiyum-baglayan ve
S100A8/9 heterodimeri olan kalprotektin 6l¢timii biyomarker mesabesinde olup bize
bagirsak inflamasyonu hakkinda bilgi verebilir. No6trofil sitozoliiniin %60 1n1
olusturan bu protein antimikrobiyal &zellige sahiptir (111). Ilging bir sekilde son
yillarda yapilan caligmalar, kalprotektinin heterodimeri olan bu S100A8 ve S100A9
proteinlerinin protein birincil yapisinin AP ile a-syn gibi amiloidojenik aminoasit
sekanslarma ¢ok benzedigini, amiloid oligomer ve fibril olusturabildigini hatta
monomerik/dimerik  S100A9’un AP fibrilizasyonunu indiikledigini gdstermistir
(112,113). Ayrica, makrofaj ve mikroglia gibi bagisiklikla iliskili hiicrelerden amiloid
plak olusumu esnasinda salgilanan bu S100A9 heterodimeri noronal hiicrelerde
kendisinin sentezini tetikleyerek RAGE (advanced glycation end products) yolaginin

olusumu i¢in TLR4 ve reseptorleri yoluyla daha da fazla mikroglia aktivasyonunu
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tetikleyebilmektedirl-44. Ayrica amiloid birikimi ve A ile birlikte birikimi tetikleyen
bu kalprotektin proteinin seviyesi sadece digkida gozlenmedigi ayn1 zamanda AH
hastalariin beyinlerinde ve beyin-omurilik sivisinda da anlamli sekilde de arttigi
yapilan g¢alismalarda belirtilmistir (112). Baska bir ¢alismada ise AH hastalarinin
%70’inin beyin ve Beyin-Omurilik Sivisi’'ndan (BOS) ziyade diskisinda anlaml
sekilde kalprotektin saptandigi belirtilmis, ve bu proteinin sirkiilasyonla
noroinflamasyona katkida bulunabilecegi One siiriilmiistiir (114). Buna benzer bir
mekanizma ile proteinin hareketleri PH hastalarinda da rapor edilmistir (115). Bu ve
benzer ¢alismalar gostermektedir ki; bu bagirsak orijinli kalsiyum-baglayan protein
dolayli olarak bagirsakta yada dogrudan beyinde amiloid fibril olusumundan sorumlu
olabilmekte bunun neticesinde bagirsak inflamasyonu ve floral bozulumu dogrudan
bagirsak bariyer fonksiyon bozuklugu ve akabinde artan intestinal gecirgenlige, “leaky
gut”, bu da norodejeneratif iglevlere katkida bulunabilmektedir (81,116). Bilindigi
tizere bagirsak bariyeri, mukus tabakasi, bagirsak epitel katmani, lamina propria olarak
adlandirilan {i¢ katmandan olusmaktadir. Bu katmanlara yukarida da belirtildigi
sekilde zarar gelmesi ve biitiinligiiniin bozulmasi halinde atopobiosis yani
mikrobiyomdaki yararli mikroorgaizmalarin yanisira zararli mikroorganizmalar ve
zararli maddelerinin sirkiilasyona karismasi1 meydana gelir (117,118). Kalin bagirsagin
mukus tabakast gecirgen degilken ince bagirsagin mukus tabakasi bakteri
biiylikliigiindeki parcalar1 gecirebilmektedir. Yapilan bir calismada bu mukus
tabakasinin  gecirgenlik 6zelliklerinin  mikrobiyom kompozisyonu tarafindan
belirlendigi rapor edilmisti (119). Ornegin, Akkermansia muciniphila’nn bagirsak
bariyerini giiclendirdigi obezite ve sistematik inflamasyonu azalttigi (83,120),
Lactobacillus plantarum, E. coli Nissle ve Bifidobacterium infantis gibi bazi
probiyotikler bagirsak bariyerini siki baglantilari (tight junction) olusturan proteinlerin
sentezini arttirarak giiclendirdigi (118) rapor edilirken, E. Coli suslari, Salmonella,
Shigella, Helicobacter pylori, Vibrio yada Clostridium kokenli bazi bakterilerin ve
Bacteroides fragilis eksotoksinin adherence junctions’lart E-cadherin gibi hiicre
adhezyon molekiilleri vasitasiyla bozmasi1 6rnegindeki gibi bazi bakteriyel iiriinlerin
de epitel tabakadaki epitel biitiinliigii bozdugu ¢alismalarla kanitlanmistir (121,122).
Bu ve kesfedilmeyen bir ¢ok yontemle mikrobiyom profili deviniminin sebep oldugu

harap edilmis hiicre baglant1 yapilar1 ve buna bagl olarak artan intestinal gegirgenlik
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calismalari transgenik fare modelleri vasitasiyla amiloid birikimi ile karakterize diger
bir norodejeneratif bozukluk olan ambiyotrofik lateral sklerdz {izerinde de
gbzlenmistir (123). Son olarak eklemek de fayda var ki; kalin bagirsak mikrobiyom
degisikliklerinin sebep oldugu bariyer biitlinliigliniin bozulmasina ek olarak ince
bagirsakda da bakteriyel asir1 biiytime, (small intestinal bacterial overgrowth, SIBO),
durumlar1 da gegirgenligin artamasina etkide bulunabilir ki; AH hastalarinda yapilan

analizlerde SIBO prevalansini gosteren bazi on veriler mevcuttur (1,124).

4.3.2.1.6. Noroinflamasyon

AH’nin en bilinen Ozelliklerinden birisi amiloid plak, mikroglia ve astrosit
aktivasyonunun neticesi olan noroinflamasyon seviyesi, AH hastalarinin kaninda ve
beyin-omurilik sivisinda artmig enflamatuar cevap olarak tespit edilebilmektedir
(125). Iste bu noktada AP’nin fizyolojik klerensisi ¢ok énemli bir basamaktir, ciinkii
hastaligin erken evresinde diisiik miktarda AP konsantrasyonu, daha oOnce de
deginildigi gibi CD14 ve TLR yoluyla mikrogliay: aktif edip fagositozla temizlenir,
fakat oligomerizasyonun A tutulumunu arttirmak gibi bir 6zelligi oldugu i¢in hastalik
evresinde mekanizma dongiiye girerek ciddi miktarda mikroglial artisa ve dolayisiyla
bir yandan NF- kB, proenflamatuar sitokinler ve oksidatif stres gibi ndroenflamatuarla
iligkili molekiillerin seviyesini yiikselterek noronal ve glial hiicre Sliimiine sebep
olurken, diger yandan myeloid hiicreler2’de ifade edilen bir reseptoriin baskilanmasi
neticesinde AP42 akiimiilasyonunu bertaraf edecek fagositik mekanizmanin
bozulmasina da katkida bulunur (126-128). Norodejenerasyonda sahit olunan
mikroglianin dogal olmayan yola yani dongiiye girerek devaml aktif olmasi ve aktif
olacag1 molekiilleri tetiklemesi inflamasyonun akut degil kronik olmasindan kaynakli
olabilirl-64. Bu durumda bagirsak kokenli LPS maruziyeti sitokinler araciligiyla
mikroglial artisin tetikleyici bir sebebi gibi durmaktadir. Bu konuyla ilgili bir
calismada LPS’ye maruz kalan fare serebellumunda enflamatuar yanitin kendini
siddetle gosterdigi gozlenmistir (129). Kuvvetle muhtemeldir ki; bakteriyel amiloid
tarafindan kismen aktif edilmis mikroglia (primed) bu haliyle beyinde meydana

gelecek olan AP olusumuna olagandisi tepki vermekte, tabir-i caizse ateslenmekte ve
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akut olacak inflamasyon, yasin da getirdigi dezavantaj dogrultusunda kronik bir hal
almaktadir (69,130).

4.3.2.1.7. Amiloid yayilimi

AP’nin olusum ve yayilmi hayvan deneylerinde iyi calisiimistir. Ornegin, AH
hastasindan Oziitlenen Af’nin beyne infiizyonunda, beyinde amiloid olusumu
gozlenmis (131), hatta amiloidin bir bolgeye yerlesmesi, beraberinde néroanatomik
olarak baglantili oldugu diger beyin bolgelerine yayilimimi da getirmistir (36,132).
Suda ¢6ziinmeyen, toplanma egilimi yiiksek APB42’nin bir yere bir kez yerlesmesi,
suda coziinen, miktar1 nispeten daha fazla olan ve en onemlisi de beyinde toksik
tirlerin olusumuna kapi aralayan AP40 oligomerizasyonunu ve akabinde onun
yayilmasini tetikleyecektir (133). Yayilma sadece beyinde nérondan nérona sinirl
kalmayip astrositleri, mikrogliay1 hatta kan-beyin bariyerini gecerek fibroblastlar1 ve
immun sistem hiicrelerini de kapsamaktadir (134). Ornegin, bir calismada AP
Oziitliniin intraperitoneal enjeksiyonunun, beyinde amiloid birikimine neden oldugu

gozlenmistir (135).

4.3.2.1.8. Noron hiicrelerinde tasinim

PH’nin belirteci olan a-siniiklein (a-syn) bagirsak duvarindaki miyenterik néronlarda
bulundugu gbzlemlenen bir ¢alismay1 nirengi noktasi olarak belirlersek, bu proteinin
nasil yol aldigin1 anlamak i¢in bagirsaktaki Peyer plaklarinin dentritik hiicreleri bu
konuda aydinlatici olacaktir ). Oyle ki; bu dentritik hiicreler, bagirsak epitel mikrofold
hiicreleri (M hiicreleri) ve vagus siniri vasitasiyla bagirsak liimeninden ndron
hiicrelerine ulasmak cok olas1 bir durumdur. Yapilan bir calismada vagus sinirinin
dorsal motor niikleusu, PH durumunda, a-sintiklein birikimi i¢in ilk etkilenen bdlge
olarak bulunmustur, dolayisiyla bu ve benzeri ¢alismalar néronlarda bu tarz yanlis
katlanan proteinlerin bagirsak-beyin aksi boyunca yayilma potansiyeline sahip

oldugunu desteklemektedir (69,124). Orijini nerden kaynaklanirsa kaynaklansin yanlis
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katlanan proteinler birkez ndron hiicresinde birikmeye baslayinca ya hiicre-i¢i bosluga
yayilarak hiicrenin 6lmesine sebep olur yada hiicre yagamaya devam etse bile bu
zararl proteinleri ekzositozla atabilir. Diger néronlar tarafindan, lokal bir aktarim
sonucu absorbe edilmis olan bu proteinler, hiicre-ici hassas proteinlerin
konformasyonel degisimini tetikleyebilir. Bu siire¢ bdylece sinapslar vasitasiyla noral
aga yayilabilir (136). Bu proteinler sadece amiloid ve tiirevleri olmak zorunda degildir,
islevini kaybeden tau’nun durumu da tipki hasarli amiloid’in durumuna benzer ve in-
vitro olarak gézlemlenmistir (137). Neticede hastalik seyri, AH patolojisinin klasik
ikilisi olan hiicre-dist AP birikimi yolula senil plak olusumu ve tau proteininin

olusturdugu hiicre-i¢i nérofibril yumak olusumu ile kendini ¢oktan belli eder (138).

4.3.2.1.9. Kan-Beyin Bariyeri

Normal sartlarda, KBB MSS’den, sirkiilasyondaki kan-tiirevi molekiiller, patojen ve
hiicrelerden, perisitler ve beyin endotel hiicreleri vasitasiyla ayrilir ve normal
kosullarda suda ¢oziinen AP, RAGE ve LPR1 (diisiik-yogunluklu lipoprotein reseptor
iliskili protein 1) vasitasiyla kandan beyine gegebilir (139,140). Fakat, post-mortem
AH hastalarin beyinlerinde yapilan ¢alismalarda KBB’nin hasarlandig1 ve kan tilirevi
tirtinlerin birikim sergilendigi gézlenmis (44), ayrica bu siireg, 6grenme ve hafiza
merkezi olan hipokampusteki yasa bagli KBB hasari, canli insan beyinlerinde de MRI
teknigi ile de dogrulanmistir. Normal yaslanmada KBB hasarmin meydana geliyor
olusu, devam edegelen ¢alismalarda, bu hasarin orta siddette bilissel bozukluk (MCI)
sergileyen hastalarda daha da kotii oldugunu ve BOS vasitasiyla tespit edilen perisit
hasari ile dogru orantili oldugunu arastirmaya itmis ve bu savi dogrulamistir (141).
Dabhasi, yapilan bagka bir ¢alismada da perisit hasarinin LOAD i¢in major genetik risk

faktorii olan apolipoprotein E’nin €4 alleli varliginda arttigini rapor etmislerdir (142).
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4.4. Transgenik Alzheimer Hastahgi Fare Modelinde bagirsak mikrobiyomu

Gut mikrobiyomun Alzheimer patolojisine etkisinin ¢alisildigi hayvan modeli

caligmalari literatiirde mevcuttur (Tablo-1).

Tablo 1: AH patogenezine mikrobiyotanin rolii iizerine yapilan hayvan deneyi ¢alismalari

AH model Bulgular Referans

5XFAD fare Fekal mikrobiyota Dbilesiminde yagla birlikte | Brandscheid ve ark,
degisiklikler 2017 (143)
fekal  proteinlerde  tripsin  miktarinda  azalma

insan APP (amiloid prekiirsér protein)nin sadece

beyinde degil bagirsak dokusunda da ifadesi

3xTg-AD fare

Probiyotik tedavi, enflamatuar sitokinlerin ve bagirsak

hormonlarinin  plazma konsantrasyonunu  etkiledi

Beyin hasarinda ve A birikiminde bir azalmaya neden

oldu

Bonfili ve ark, 2017
(144)

APP/PS1 fare

Antibiyotikle tedavi edilen Tg farelerde, gastrointestinal

mikrobiyom  kompozisyonunda ve  dolasimdaki
enflamatuar aracilarda degisiklikler,antibiyotikle tedavi
edilen erkek Tg farelerde azalmis Ap birikimi,¢oziinir
AP seviyeleri artig,Ap plaklarin1 g¢evreleyen reaktif
gliosisde azalma Onemli Olglide degismis mikroglial

morfoloji

Minter ve ark,2016
(145)

Erken dogum sonrasi antibiyotik tedavisi sonucu,
bagirsak mikrobiyal cinsin uzun siireli degisimi,yash Tg
farelerde beyin Ap birikiminde azalma,antibiyotige
maruz Kkalan farelerde plaselokalize mikroglia ve

astrositler azalma

Minter ve ark,2017
(146)

Tg farelerde bagirsak mikrobiyota profilinde kontrol
farelerine kiyasla dikkate deger bir kayma, germ-free tg
farelerde kontrol farelerine kiyasla serebral Ap
patolojisinde biiyiik ol¢iide azalma, Tg fareler ile germ-
free farelerin mikrobiyom kompozisyonu sonucu
serebral ab patolojisinde artma, Tg fareler ile kontrol
farelerin mikrobiyom kompozisyonu sonucu serebral ab

nispeten az etkili

Harach ve ark,2017
(147)
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Familya diizeyinde Helicobacteraceae ve
Desulfovibrionaceae miktarinda 6nemli bir artig, Cins
seviyesinde Odoribacter ve Helicobacter miktarinda
artig, Tg farelerde kontrol farelere kiyasla daha diisiik ve

Prevotella miktar1

Shen ve ark, 2017
(148)

AH'de degigen gut mikrobiyom kompozisyonu, otizm ve

enflamatuar hastaliklarla ayni 6zellikleri tagir

Bauerl et al, 2018
(149)

Morinda officinalis oligosakkaritlerinden (OMO)
yapilan prebiyotik takviyesi; mikrobiyal toplulugun
cesitliliginin ve stabilitesinin korunmasi, beyin 6demi ve

noronal apoptozda iyilesme AP ekspresyonunda azalma

Xin ve ark, 2018
(150)

ApoOE-/- fare

ApOE - / - fare beyinlerine Porphyromonas gingivalis'in
aktif istilas1 ve buna bagl enfeksiyon kaynakl

kompleman aktivasyonu

Poole ve ark, 2015
(151)

AH fare modeli
(AB'nin ICV enj)

Bifidobacterium breve susu Al'in oral verilmesi
sonuglart:

AB ile tetiklenmis bilis bozukluga engel, hipokampuste
AP

mikrobiyomu stabil, plasma asetat seviyesinde anlamli

indiiklii gen ifadelerini baskilama, bagirsak

artis, gozlenemeyen B.breve ve asetat varligimin

davranigsal eksikliklere yapict katkisi

Kobayashi ve ark,
2017

(152)

AH rat model (D- | Lactobacillus plantarum MTCC 1325'in  etkisi: | Nimgampalle et al,
galaktozun IP | asetilkolin seviyesinde diizelme, AP plak olusumu | 2017, (153)
enj) seviyesinde azalma,

biligsel fonksiyonlarida artig
AH rat model | Lactobacillus ve Bifidobacterium filumlarinin hafiza, | Athari et al, 2018
(ABmin orneme zorlugu ve oksidatif strese olumlu etkisi (154)

introhipokampal

enj)
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4.5. Proteomiks

Proteomlarin genis ¢apta ¢alisimi proteomiks kavramini ortaya ¢ikarmistir, proteom
ise bir organizma, sistem yada organizmadan hiicreye kadar herhangi bir biyolojik
olgunun lrettigi proteinlerin tamamini ifade etmektedir. Bir biyolojik kavramin tiim
RNA diinyasini temsil eden transkriptomun yansimasi olan proteom, onun aksine
stabil bir durumu ifade etmeyip hiicreden hiicreye devinim sergileyen dinamik bir
yapiy1 temsil etmektedir (155-157). Proteom g¢aligmalar1 kiitle spektrometrisini (MS)
iceren ardisik kiitle spektrometrisi ve jel tabanl diferansiyel elektroforez (DIGE) gibi
yiiksek verimli tekniklerle derinlemesine arastirilarak bize devasa veriler sunar. AH
gibi proteopati orijinli norodejeneratif hastaliklarda yiiksek verimli sonuglar sunan
proteomiks kavrami; beyin dokusu, beyin-omurilik sivisi, kan ve idrarda kontrole
kiyasla farklilik sergileyen proteinlerin tanimlanmasi, fonksiyon ve boyutsal yapisi,
ifade sonrasi degisimleri (PTM) hakkinda veriler sunarak hastaligin mekanizmasina
dair bir sablon sunar (158-162). Dolayisiyla etken madde gelistirme ve potansiyel
biyomarker tespiti miimkiin hale gelir (163).
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Sekil 5: Proteomiks genel semasi

Proteomik bir takim teknikler neticesinde bilgisine erisilmek istenen proteinlerin lokalizasyonu, miktar
ve PTM’si hakkinda veri elde edilir. Deneyin amaci kapsaminda bu veriler ya dogrudan kullanilir yada
ek bilgiler ¢ikarmak igin islenirler. Bir proteinin etkilestigi diger spesifik proteini bulabilmek yada
PTM’sinin aktivasyon seviyesini belirlemek érneklerinde oldugu gibi.

4.5.1. Metaproteomiks

‘Metaproteomik’ terimi ilkkez Francisco Rodriguez-Valera tarafindan, gevresel
orneklerde en fazla ifade edilen genleri dolayisiyla proteinleri tanimlamak igin
Onerilmigse de bu terim ‘metagenom’ ifadesinden tiiretilmistir (164). Daha sonralari
Wilmes ve Bond, Rodriguez-Valera’nin teriminde ki en fazla ifadesini degistirerek bu
terimi belirli bir zaman noktasinda ¢evresel mikrobiyotanin, tim protein
komponentleri ile beraber genis Olgekli karakterizasyonunu betimlemek adina
onermiglerdir ki, ayn1 zamanda microbial community proteomics ve microbial
community proteogenomics olarak da deneyin amacina bagli olarak birbirlerinin yerine
de kullanilmaktadir (165). Bu topluluk protein bilesenleri ayrica bir mikrobiyal

topluluk icinde ve arasinda etkilesen proteinleri igerir ki; bdylece c¢evresel
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metaproteomun fonksiyonel analizini saglamak icin, mikrobiyal protein havuzu
ekstrakte edilir, gerekli bilgiye ve istenen ¢oziiniirliilk seviyesine bagli olarak c¢esitli
biyokimyasal yontemler kullanilarak analiz edilir (166). Kiitle spektormetresi
kullanilarak 6zofagus mikrobiyomunun sahip oldugu protein ve gesitliligi hakkinda
verilere ulagabilme Orneginde de oldugu gibi, mikrobiyal protein ekspresyon
seviyelerine dogrudan ulasilabilmesi bu teknigin en biiyiik avantajlarindandir (167).
Metaproteomiks teknolojik olarak zor olsa da, metagenomik ve metatranskriptomik
yaklasimlarla birlikte yeni enzim kesiflerinde (168); metabolom yaklagimlarla da
bagirsak mikrobiyom ve konake¢i etkilesimlerinde gosterdigi ilerlemeler cesaret
vericidir (169,170). Pre-diyabet, tipll diyabet (171), tip | diyabet (172), Iltihabi
bagirsak hastaligi (IBD) (173) ve obezite (174) gibi inflamasyonel hastaliklarda
yiiksek verimli sonuglar sunan metaproteomiks yaklagiminda; ilgili dokularda, BOS,
kan ve idrarda kontrole kiyasla farklilik sergileyen proteinler, bu kez bagirsak
mikrobiyom bazinda tanimlanarak, fonksiyon ve yapisi, post-translasyonel
modifikasyonlari ile hastaligin mekanizmasina dair bir sablon sunar. Dolayisiyla, bu
teknik, etken madde yada biyobelirteg tespitlerinin yani sira patogenezi tam
aydinlatilamayan bu tiir hastaliklarin molekiiler yolaklarina 1s1k tutacaktir. Simdiye
kadar literatiirde, Alzheimer Hastaligi’nin klinik yada hayvan modelleri {izerine
metaproteomiks yaklasimlarina rastlanmamistir. Dolayisiyla bu galisma, AH’nin
molekiiler mekanizmasina metaproteomiks bir yaklagim ile hastaligin patogenezini

aydinlatmak yoniinden bir plot-¢calisma mesabesindedir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Alet ve Geregler

Tablo 2: Deneyde kullanilan alet ve gerecler

Aletler ve geregler Marka Uriin kodu
Mikropipet Seti Ependorf
Laminar Flow Kabin Airstream Gen 3 ESCO
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube (1.5 mL) Sigma-Aldrich  Z666505
Sogutucu (-80°C) Arctiko
Scientific Blot Boy Fixed Speed 3D laboratory shaker Benchmark
Manyetik Karistirict Benchmark H400HSB
Heatblock Isitici Benchmark H5000-HC
ChemiDocTM MP System, BioRad BioRAD 1708280
Mini-PROTEON Tetra Cell BioRAD 1658000EDU
PowerPacTM Universal Power Supply BioRAD 1645070
Thermo-Shaker Biosan TS-100C
Boeco Tube Rotator RS-24 BOECO BOE 8073000
Vacufuge Vacuum Concentrators Ependorf 5490 030.001
Hassas Terazi Explorer EX124
Hettich ROTINA 380R Refrigerated Tabletop Centrifuge GMI
VialTweeter Hielscher UP200St
Etiiv (37 °C - Proteomiks) Memmert 8419 8998
Benchtop Ultrasonic Bath Cleaner Shanti Rs 7,000
LC-Vial Supelco 29413-U
Lam Thermo 10143352
Scientific
Maxisafe 2020 Class II Biyolojik Giivenlik Kabini Thermo 51026653
Scientific
Sogutucu (-20 °C) Thermo
Scientific
Sogutucu (+4 °C) Ugur
nanoEase MZ HSS T3 Column, 1004, 1.8 um, 75 um x 250 mm, 1/pkg ~ Waters 186008818
nanoEase MZ Symmetry C18 Trap Column, 100A, 5 um 180 um X Waters 186008821

20mm, 1/pkg
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Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek

30kDa cut-off spin column
Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry
Cryotube box ‘cardboard' for 2mL

tiip - santrfiij - P.P - vidali kapakli - 50 ml - aseptik - steril
tiip - santrfiij - P.P - vidali kapakli - 15 ml - aseptik - steril
E® LoBind microcentrifuge tubes 0,5 mL

E® epT.l.P.S. Reloads volume range 0.1-10 pL

E® epT.l.P.S. Reloads volume range 2-200 pL

E® epT.I.P.S. Reloads volume range 50-1000 puL

E® LoBind microcentrifuge tubes 1,5 mL

Fischer
Scientific
Millipore
Waters
Isolab

Isolab

Isolab

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

MRCFOR030

1.092.22.101.0
01
S.078.02.008
S.078.02.007
22431081
27640387
7640417
27640433
9409329
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5.1.2. Kimyasallar

Tablo 3: Deneyde kullanilan kitler ve kimyasal maddeler

Kitler ve kimyasallar Marka Uriin k
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions BioRAD 161018
Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide Assay Thermo 23275
Micro BCA™ Protein Assay Kit Thermo 23235
Slide-A-Lyzer™ MINI Dialysis Device, 2K MWCO Thermo 69553
Coomassie Brilliant Blue R-250 Dye Thermo Fischer 20278
Acetonitrile hypergrade Merck 100029
Ammonium bicarbonate BioUltra, >99.5% (T) - 500g Sigma 9830
Bovine Serum Albumin (lyophilized powder,>96%) Sigma A2153
DTT (Dithiothreitol) no-weigh format Pierce 20291
Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (100X) Thermo 87785
lodoacetamide BioUltra, 1149 Sigma 1149-5(
Metanol Merck Millipore 106009
MS Grade Glu-1-Fibrinopeptide Waters 700004
Peptide Digest Assay Standard (1 mg/mL) Thermo 23295
Pierce™ 96-Well Polystyrene Plates Pierce 15041
Pierce™ Trypsin Protease, MS Grade Thermo 90057
Pierce™ Water, LC-MS Grade - 4 x 1L Thermo 85189
SDS-Sodium dodeccyl sulfate Sigma L3771
TEMED Sigma-Aldrich T9281
Tris HCI Sigma T3253
Trypsin, mass spactrometry grade, 100ug Pierce 90057
Urea ReagentPlus®, >99.5%, pellets - 1kg Sigma U1250

5.2. Yontem

5.2.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Deneyde, Jackson Laboratuarlarindan temin edilmis 3 ailesel AH ve 2 insan presenilin

mutasyonlari ile normalden fazla insan APP geni ifade eden 5 mutasyonlu ailesel AH

(5XFAD) fareler, Tg model olarak, ayn1 batindan dogan mutasyon tasimayan
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kardesleri de (Littermate) kontrol olarak kullanilmistir. ilgili fare bagirsaklari, ACU-
HADYEK 2015/28 sayil1 bagvuru ile etik kurul onayindan gecen HDK-2015/52 sayili
projeden temin edilmistir. Toplam 12 fare modelinden hasta ve kontrol olarak iki
biyolojik grup seklinde temin edilen diski1 6rnekleri, kendi gruplar arasinda da erken
ve gec evreyi temsilen, li¢ ve on iki aylik dort biyolojik 6rnek olarak ayrilmistir. Her

biyolojik 6rnegin tliger biyolojik tekrari olusturularak deney yuiriitiilmiistiir.

2 Grup
Transgenik | Kontrol
1 1 3
g | Tk 2 2 |Biyolojik
. " 3 3 Tekrar
Biyolojik
Ornek 4 4 3
12-aylik 5 5 Biyolojik
6 6 Tekrar

5.2.2. Fare diskisindan bakterilerin eldesi

Farelerden diseksiyonla elde edilen bagirsaklar deneyde kullanilana kadar -80’de
muhafaza edilmistir. Oda sicakliginda ¢6ziilen bagirsaklardan digki Ornekleri
Apajalahti ve ark (175) ile Tanca ve ark (176), uyarladig1 basamaklar goz oniine
alinarak bir seri santrifiigasyon islemine tabi tutulmus ve mikrobiyal hiicreler
olabildigince diskidan izole edilmistir. Kisaca; 6rnekler 10 mL PBS ile vortekslenerek
tiip rotator (Boeco Tube Rotator RS-24) ile 45 dakika (dk) karigtirilmistir. 500 x g’de
santrifiij edilerek bilyiik partikiillerden uzaklastirilan 6rnek yani siipernatani dikkatlice
alinarak temiz bir tiipe (Isolab, P.P, 50 mL Centrifuge Tube) ayrilmis ve bu prosediir
3 kez tekrarlanarak aralarda toplanan siipernatan 20,000 x g’de 15 dk santifiije tabi
tutulana kadar +4°C’de beklemeye alinmistir. 15 dk bu santrifiij sonrasinda ise
pelletlerden yaklasik 25 mg tartilip alinarak asagida oOzetlendigi gibi protein

ekstraksiyonu yapilmaistir.
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5.2.3. Protein ekstraksiyonu

Yaklasik 25 mg olan pelletlere ekstraksiyon buffer (2% SDS,100 mM DTT, 20 mM
Tris-HCI, pH 8.8) eklenerek 6rnekler 20 dk boyunca 95°C’de sitilip 500 rpm’de
karistirtlmistir (TS-100, Thermo-Shaker). -80°C’de 10 dk ve tekrar 95°C’de 10 dk
bekletilip 10 kez 5’er saniye (S) sonikasyon yapilip (UP200St VialTweeter), her
dongiiden 6nce 10 s buzda bekletilmistir. Bunun ardindan 10 dk daha su banyosunda
ultrasonikasyona tabi tutularak (Benchtop Ultrasonic Bath Cleaner, Rs 7,000) +4°C’de
biraz bekletildikten sonra 20,000 x g’de 10 dk santrifiij edilip siipernatan olabildigince
pelletten uzaklastirilip yeni LoBind® tiiplere koyulmustur bu sayede elde edilen
protein ekstrakti, -80°C’ye kaldirilmistir.

5.2.4. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi

Ngo ve ark. (177) uyarladigi basamaklar goz Oniine alinarak, TGX Stain-Free™
FastCast™ Acrylamide Solutions Kkitinin bazi yerleri degistirilerek SDS-PAGE
yapilmistir. Kisaca; 0,75 mm’lik camlar kullanilarak Resolver A ve B 2’ser mL
Stacker A ve B ise 1’er mL olacak sekilde jel protokole gore hazirlanip kasete
dokiilmiis yarim saat beklenmistir. Tank kitin tampon soliisyonu ile hazirlanip kaset
tanka yerlestirilerek ilk 15 dk 70 V sonra 120 ve 150 V’larda yiiriitilmiistiir. Jeller
ultra saf su (Milli Q) ile 3’er dk shake (Benchmark Scientific Blot Boy Fixed Speed
3D laboratory shaker) tizerinde 3 kez yikanip, boya (Coomassie Brilliant Blue R-250
Dye, 20278) ile 30 dk boyunca shake edilmis; %20 Metanol ve %5 Asetik asitten
olusan soliisyonla 35 s mikrodalga firin kullanilarak (450W) boya uzaklastirildiktan
sonra goriintiilenmistir (ChemiDocTM MP System, BioRad).

5.2.5. Mikrodiyaliz ve protein konsantrasyon tayini

SDS-PAGE yontemi ile protein varligindan emin olunduktan sonra, mikrodiyaliz

(Thermo Scientific™ Slide-A-Lyzer™ MINI Dialysis Unit) yontemi ile proteinler
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tuzdan armdirilmis ve protein miktar: konsantre hale getirilmistir. Mikrodiyaliz
tiiplerine 500 pL su (LC-MS safliginda LiChrosolv®, Merck Millipore, 15333)
konarak tlipler manyetik karistiricida (Manyetik Karistirici, Benchmark) su dolu
behere yerlestirilmis, 15 dk boyunca membranlarin dengelenmesi i¢in birakilmustir.
Tiiplerin i¢i, 400 pL protein ekstrakti ile degistirilerek bu kez 100 mM Amonyum
Bikarbonat (ABC) dolu behere yerlestirilerek, manyetik karistiricida gece-boyu
birakilmis, diyaliz sonrasi Ornekler LoBind® tiiplere alinmustir. Protein
konsantrasyonlarinin tayin edilmesi i¢in micro BCA (Micro BCA™ Protein Assay
Kit) ve Bradford (Quick Start™ Bradford Protein Assay) yapilmistir. Her birinin
protokolu kitin prosediirii takip edilerek yapilmis ve Olgiilmistiir (Synergy™ HTX
Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek).

5.2.6. FASP (Filter Aided Spample Preparation)

Ekstrakte edilen ve konsantrasyonu bilinen protein Orneklerinden 100 pg diliie
edilerek peptit eldesi i¢in, Kitin yayinlanan protokolii Wisniewski ve ark (178) ile
Mazi ve ark (179) uyarladigi hali géz 6niine alinip bazi basamaklar modifiye edilerek
FASP islemine baglanmistir. Kisaca; filtrelere (30kDa cut-off spin column) son hacim
230uL olacak sekilde alinan 6rnekler 8M ABC ile ¢oziinmiis iire ile 14,000 x g’de 15
dk santrifiij edilmistir ki, iire sogukta kristalleserek filtreleri tikama ihtimalini bertaraf
etmek i¢in bu islemin sogukta yapilmamasina dikkat edilmistir. 200 pL iire ile tekrar
14,000 x g’de 15 dk santrifiigasyonla iyice yikanan ornekler, 10 mM DTT (Pierce™
DDT, Dithiothreitol, 20290) ile muamele edilerek 50°C 1sida 500 rpm’de 30 dk
boyunca inkiibasyon ile indirgenmistir. Hemen ardindan iire ile ¢6ziinen 50 mM [IAA
(Iodoacetamide BioUltra, 1149), 6rnekler ile karanlik ortamda ve oda sicakliginda 20
dk inkiibasyonla alkillendikten sonra bu haliyle 14,000 x g’de 10 dk santrifiij edilip
100 uL dre ile 15 dk ve ti¢ tekrarh sekilde 14,000 x g’de santrifiij edilmistir. Filtreler,
stiziiliip tlipte biriken sivilarin atilmasi neticesinde, bu kez de 100 uL’lik 50 mM ABC
ilavesiyle birlikte 14,000 x g’de 10 dk santrifiijle lireden yikanmis, bu basamak da ii¢
kere tekrarlanmistir. Filtrelere 3,3 pg/75uL  tripsin enzimi eklenerek 1 dk
calkalandiktan sonra parafilmlenerek 37°C’de 18 saati agmamak kaydiyla gece boyu
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inkiibe edilmistir. Ertesi giin filtrelerin tilipleri degistirilerek her bir tiipe, 700 pL
Asetonitril (ACN), 10 pL formik asit (FA) ve 290 uL LC safliginda ki dH>O’dan
olusan karisimdan 50 pL eklenerek 10 dk santrifiij edilmis ve bu basamak iki kez
tekrarlanmistir. ACN’den kurtulmak i¢in tiipler 20 dk boyunca oda sicakliginda
vakuma maruz brrakilmistir (Vacufuge Vacuum Concentrators, Eppendorf). Yeni
LoBind® tiiplere alinan peptitlerin konsantrasyonu kolorimetrik (Pierce™
Quantitative Colorimetric Peptide Assay) olarak belirlendikten sonra her 6rnek 200
ng/uL olacak sekilde nanoLC-MS/MS (Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time-of-
Flight Mass Spectrometry) cihazinda Olgim igin LC viallerine 30uL olarak

hazirlanmais, geri kalan 6rnekler -80°C’e kaldirilmustir.

5.2.7. Nano s1v1 kromografi — ardisik Kkiitle spektrometresi analizi (nLC-MS/MS)

LC-MS/MS analizleri, Beker ve ark (180) ile Demircan ve ark (181) ’nin yayinladiklar
caligmalara uygun yapilmistir. LC viallerine konmus 6rnekten 5 pL yiiksek basingla
stvi kromotografisine [Acquity nanoUPLC (nano ultra performance liquid
chromatography) MSinif, Waters] akabinde elektrosprey iyonizasyon (ESI) vasitasiyla
hem quadropol hem de ugus zamanl Ol¢iim kaynagi [QToF (quadrupole time of
flight)] igeren kiitle spektrometresi [Mass spectrometry (MS), Synapt G2-Si HDMS,
Waters] sistemine gonderilerek deteksiyon islemi baslatilmistir. Kiitle kalibranti
olarak 300nL/dk hizinda 1570,6 m/z degerine sahip glu-fibrinopeptit (MS Grade Glu-
1-Fibrinopeptide B, Waters) enjekte edilmistir. Kolonlar %97 hareketli faz A (%0,1
FA igerikli LC-dH20) ile dengelenerek kolon sicakligi 55°C’ye ayarlanmustir.
Ornekler trap kolonunda (Symmetry C18 Sum, 180 umi.d.x20 mm,Waters,Milford,
MA) alikonulduktan sonra nano pompa ile olusturulan, %5’den %40’a kendini
ayarlayan hareketli faz B (%0,1 FA’li ultra saf ACN) gradienti vasitasiyla, ayristirma
giicii daha yiiksek olan analitik kolon (1,7um BEH C18 75 m x 250 mm) iizerinde, 300
nL/dk akig hizinda 120 dk’ lik bir ters faz kromatografisi ile ayristirtlmistir. 4 farkl
biyolojik 6rnekten triplike biyolojik tekrar i¢in on iki enjeksiyon gergeklestirilmistir.
Veriler, data independent acquisition yontemi (MSE), pozitif iyon V modu ve 1,5 s
aralikli 6V diisiik, 15-40V yiiksek enerji fonksiyonu kullanilarak MS ve ardisitk MS
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(MS/MS) vasitasiyla peptitlerin kiitle/yiik (mass/charge; m/z) degerleri ve dolayisiyla
iyon bilgileri seklinde elde edilmistir.

5.2.8. Biyoinformatik analiz

Islenmemis nLC-MS/MS peptit verilerinin tamimlanmasi ve kantitasyonunda,
protecomik analizler i¢in kullanilan Progenesis-Ql for Proteomics (Nonlinear
Dynamics, Waters) yazilimi kullanilmistir. Orneklerden elde edilecek m/z degerleri,
50-1950 araliklarinda analiz edilmis, fixed Carbamidomethyl-cysteine, Acetyl N-
TERM, Asparagine deaminasyonu ve methionine oksidasyon modifikasyonlari
barindirabilecek proteinler, Uniprotta review edilmis mouse protein database'i referans
alinarak belirlenmistir. 3 fragman kullanilarak 1 peptit tanimlamasi, 3 peptit ve 7

fragman kullanilarak da 1 protein tanimlamasi sart1 ayarlanmaistir.

Analiz sonrasi belirlenen proteinlerin peptit sekanslari, farkli organizmalar tarafindan
ifade edilen proteinlerin icerdigi ayn1 peptit sekanslar1 elenerek unique sekans haline
getirilip, tek bir organizmanin ifade ettigi farkli sekanslara ait ayni proteinlerin
intensity’leri birlestirilmistir. Unique peptit sekanslarin ait oldugu proteinleri ifade
eden tiim organizmalar belirlenmis, erken ve ge¢ evrede ki hasta ve saglikli biyolojik
gruplarda ortak olan organizmalar ile bu organizmalarin ifade ettikleri ortak
proteinlerin intensityleri ile unique peptit sekanslar1 belirlenmistir. Organizmalarin
taksonomik bilgileri ve ifade olan proteinler ile; ortak organizmalarin ortak anlaml
proteinlerinin biyolojik islevleri, molekiiler fonksiyonlar1 ve hiicresel bilesenleri

Unipept 4.3 yazilimi1 kullanilarak peptit sekanslari vasitasiyla belirlenmistir.

39



6. BULGULAR

Deneysel ¢alismada kullanilan fare bagirsaklari baska bir ¢alismamizin neticesinde

toplanmistir. Deney, -80 C°’de saklanmis bagirsaklarin oda 1sisinda ¢ozdiiriilmesiyle

baslamustir. Orneklerin analizi neticesinde; 3 aylik kontrollerden islenmemis, 3 aylik

hastalardan 1540, 12 aylik kontrollerden 2832, 12 aylik hastalardan 2675 islenmemis

peptit sekansi ve tiger tekrarli intensitisi elde edilmistir (Sekil-6) Sekanslarin temsil

ettigi organizmalar ¢ siiperkingdom (Archea, Bacteria, Eucaryota) disindaki

domainlerden filtrelenmis, essiz sekanslar, her canlida yaygin bulunan tim

sekanslardan segilerek filtreleme yapilmais, essiz sekanslarin refer ettigi proteinler ve

organizmalar belirlenerek her segilmis biyolojik ornegin listesi Tablo-4 izinde

organizma, peptit ve protein bazinda hazirlanmustir.

Tablo 4: Dort biyolojik 6rnekten elde edilen peptit, protein, organizma ve filumlarin miktarlari ile

peptit ve organizmalarin venn semasi
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A. 3 aylik kontrollerin kromotogrami1
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C. 12 aylik kontrollerin kromotogrami
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Sekil 6: Her biyolojik (A, B, C ve D) 6rnegin tigerli tekrarinin nanoLC-MS/MS kromotogrami hali.
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6.1. Normal Yaslanma Siirecinin Metaproteom Degisimi

Filtreleme sonucu liste islenerek, ii¢ aylik kontrollerde 321, ii¢ aylik hastalarda 236,
on iki aylik kontrollerde 374 ve on iki aylik hastalarda 348 organizma veya protein
sekanslart ve intensitileri belirlenmistir. Calismanin amaci hasta ve kontrolleri
kiyaslamak oldugu icin, dort biyolojik 6rnegin hepsi hem organizma bazinda hem de
peptit sayist1 bazinda venn semasi seklinde kiimelendirilmistir (Tablo-4).
Kiimelendirme sonrasinda bir algoritma belirlenerek veriler analiz edilmeye
baslanmigtir. Algoritmada Oncelikle, normal yaslanma siirecinde deneklerin
mikrobiyotasinda ve ortak ifade olunan protein profillerinde nasil bir degisim meydana
geldigi belirlenmistir. Buna gore ilk olarak, her iki biyolojik 6rnegin tamami Unipept
4.3 programi araciligyla filum bazinda belirlenerek normal yaslanma siireci yiizdelik
olarak kiyaslanmistir (Sekil-7B). Normal yaslanma siirecinde erken evreyi temsil eden
3 aylik farelerden elde edilen unique organizmalar 107 iken ge¢ evreyi temsil eden 12
aylik farelerden ise unique 160 organizma elde edilmistir. Bu normal yaslanma
stirecinde ge¢ evrenin florasinin erken evreye gore mikrobiyota cesitliligi artarken,
dokuz filumun (Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chlamydiae,
Chlorobi, Chloroflexi, Tenericutes ve Proteobacteria) erken doneme gore gorece
arttigl, ¢ filumun ise (Cyanobacteria, Firmicutes ve Spirochaetes) gorece azaldigi
gozlenmistir. 3 aylik kontrollerde unique filum go6zlenmez iken, Dictyoglomi,
Elusimicrobia Nitrospirae, Planctomycetes, Thermotogae ve Verrucomicrobia ise geg

evrede unique olarak gorilmiistiir.
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Sekil 7:Normal yaslanma analiz akist

A. Organizmalarin sayisina gore normal yaslanma siirecinin Venn diyagrami. B. Filum diyagramimin
normal yaglanma siirecindeki yiizdelik karsilastirmasi. Yesil oklar 3-aylik ALM’ye gore 12-aylik
ALM’de artis1 gosterirken, kirmizi oklar azalis1 gosterir. Dikdortgen igine alinan filumlar ise 0 biyolojik
ornegin unique filumlarimi gostermektedir. C. Yiizdelik filum diyagraminin ¢ubuk grafik versiyonu,
MedCalc for proportion testine goére anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filumlar: Proteobacteria: p =
0.0012, Spirochaetes: p = 0.0241, Tenericutes: p = 0.067, Chlamydiae: p = 0.0207. D. Cubuk grafik,
yaslanma siirecindeki proteom deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini
gostermektedir. Transkripsiyon (p<0,0001), translasyon (p = 0,0014) ve protein 3D yapisi (p=0,0061)
ile iligkili yolaklaridaki proteinlerde anlamli bir degisiklik g6zlenmistir. txn: transkripsiyon yolaklari,
atp: enerji yolaklar1, aa: amino asit metabolizmasi, strc: protein konformasyon yolaklari, trl: translasyon
yolaklart.

Calisma, descritive bir ¢alisma oldugu ig¢in artma ve azalmanin anlamli olup
olmadigina dair refer edilebilecek 6n bir calisma yoktur, ancak MedCalc programinda
‘Test for propotion’ testi kullanilmis, null hipotez icin 3-aylik kontrol degerleri
referans alinarak goreceli anlamlilik gosterilmistir. Buna gore yiizdelik filum
diyagramindaki filumlarin sadece dort tanesi (Proteobacteria, Spirochaetes,
Tenericutes ve Chlamydiae) organizma miktar1 bazinda 3-aylik ALM’ye gore anlaml
bulunmustur (Sekil-7C).
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Normal yaglanma siirecinde mikrobiyal degisim analiz edildikten sonra protein
bazindaki degisikliklere bakmak i¢in erken ve ileri evre floradan ortak olan
organizmalarin ortak ifade edilen proteinleri bulunarak intensitiler iizerinden T-testi
uygulanmistir. Ortak organizmalar 214 iken bu organizmalarin eksprese ettigi ortak
proteinler 79°dur ve T-testi sonrast anlamli (p<0,05) eksprese olmus protein miktari
ise 46°dir. Anlamli bulunan degerlerin fold change’i alinip degerlere 0,25 iizeri ve -
0,20 alt1 cut off uygulanmis, 20 azalan ve 26 artan anlamli degerler elde edilmistir.
Ortak olan mikrobiyal sekanslar Unipept 4.3 programinda molekiiler fonksiyon
analizine tabi tutulmus ve degisen proteinlerin ne kadar yiizdeliklerde hangi molekiiler
fonksiyonu ifa ettigi belirlenerek c¢ubuk grafikle seviyeleri gosterilmistir. Bu
baglamda, transkripsiyon ve enerji yolaklar1 ile ilgili molekiiler fonksiyonlarin
degisiminin birbirlerine gore anlaml farkliligi gézlenmistir (Sekil-7D). 3 ve 12-aylik
ALM ortak organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-5’de gosterilmistir.

Tablo 5: Normal yaslanma siirecinde anlamli ¢ikan proteinler ve organizmalari

UniProt ID Fold Change Organizma

AIWH11 -0,9606236 ﬁ)hloroflexus aurantiacus (strain ATCC 29366 / DSM 635 / J-10-

A3PGI1 -0,9426636  Rhodobacter sphaeroides (strain ATCC 17029 / ATH 2.4.9)
B3EER3 -0,9385713  Chlorobium limicola (strain DSM 245 / NBRC 103803 / 6330)
Q1Q8Q0 -0,9358872  Psychrobacter cryohalolentis (strain K5)

A0Q866 -0,9333082  Francisella tularensis subsp. novicida (strain U112)
Q2L2L3 -0,9217938  Bordetella avium (strain 197N)

Q21178 -0,8809794  Anaeromyxobacter dehalogenans (strain 2CP-C)

A4QBG3 -0,8809248  Corynebacterium glutamicum (strain R)

Q4FLL3 -0,8485681  Pelagibacter ubique (strain HTCC1062)

P42854 -0,8382071  Rattus norvegicus (Rat)

AlTYJ1 -0,8317196  Marinobacter hydrocarbonoclasticus (strain ATCC 70049)
Q3SLQ5 -0,8055125  Thiobacillus denitrificans (strain ATCC 25259)

Q1J0P7 -0,717381 Deinococcus geothermalis (strain DSM 11300)

BOS2E5 -0,7011457  Finegoldia magna (strain ATCC 29328)

C1A4J3 -0,6361924  Gemmatimonas aurantiaca (strain T-27 / DSM 14586)

B8J123 -0,5936559  Desulfovibrio desulfuricans (strain ATCC 27774 /| DSM 6949)

Q8CXL3 -0,5158374  Oceanobacillus iheyensis (strain DSM 14371 / CIP 107618)
Q67KB8 -0,3827546  Symbiobacterium thermophilum (strain T / |1AM 14863)

A5FRK6 -0,2693223  Dehalococcoides mccartyi (strain ATCC BAA-2100/ JCM 16839)
ABAZE1 0,6603672 Streptococcus gordonii (strain Challis / ATCC 35105)

Q5LNVO 0,7104342 Ruegeria pomeroyi (strain ATCC 700808 / DSM 15171 / DSS-3)
P03833 0,7773454 Klebsiella pneumoniae
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A9KD37 0,8769626 Coxiella burnetii (strain Dugway 5J108-111)

A1CJ09 0,8813506 Aspergillus clavatus (strain ATCC 1007 / CBS 513.65 / DSM 816)
A9KHD9  0,9362243 Lachnoclostridium phytofermentans (strain ATCC 700394)
Q255E5 0,985577 Chlamydia felis (strain Fe/C-56)

P22983 1,0856462 Clostridium symbiosum (Bacteroides symbiosus)

Q0SQC8 1,155961 Clostridium perfringens (strain SM101 / Type A)

G3XD24 1,2918585 Pseudomonas aeruginosa (strain ATCC 15692 )

B2UYTS8 1,7811736 Clostridium botulinum (strain Alaska E43 / Type E3)
Q9X6Y2 1,8599855 Aquifex pyrophilus

C1F3N8 2,1583445 Acidobacterium capsulatum (strain ATCC 51196)

P42467 2,4570268 Peptococcus niger

P24931 2,4706218 Desulfovibrio vulgaris (strain Hildenborough / ATCC 29579)
BOSXR2 3,0287809 Caulobacter sp. (strain K31)

P42470 3,3308439 Wolinella succinogenes (strain ATCC 29543)

Q5FRC5 3,3925567 Gluconobacter oxydans (strain 621H)

Q9KW13  3,699533 Shewanella violacea

Q6ACX6 5,074064 Leifsonia xyli subsp. xyli (strain CTCBO07)

B3QYL5 5,7303278 Chloroherpeton thalassium (strain ATCC 35110 / GB-78)
Q73JJ8 6,4761212 Treponema denticola (strain ATCC 35405 / CIP 103919)
P71153 7,4305283 T. thermosaccharolyticum (strain ATCC 7956)

Q247278 10,201411 Desulfitobacterium hafniense (strain Y51)

A1lKRG7 75,423182 Neisseria meningitidis serogroup C (strain ATCC 700532)
A6QB61 794,91703 Sulfurovum sp. (strain NBC37-1)

6.2. Transgenik Yaslanmanin Metaproteom Degisimi

Normal yaglanma siirecindeki degisimler incelendikten sonra, saglikli bir ileri evre ve
erken evre kiyaslamalar1 yapmak i¢in bu kez Tg farelerin tabir caizse hastada yaslanma
stirecindeki degisimleri incelenmistir. Yine burada da, Tg farelerde ii¢ ayliktan on iki
ayliga dogru giderken bagirsak florasinda ve ortak ifade olunan proteom profillerinde
nasil bir degisim meydana geldigi belirlenmistir. Unipept 4.3 programi kullanilarak
sekanslar filum bazinda belirlenmis ve bu filumlarin {i¢ aylik hastaligi temsil eden Tg
fare modellerinden on iki aylik Tg fare modellerine gore hasta yaslanma siireci
yiizdelik olarak kiyaslanmistir. Hastaligin yasla birlikte mikrobiyal seyrinde erken
evrede unique 77 organizma gozlenirken geg¢ evrede bu say1 189 olarak gézlenmistir.
Ortak olan mikrobiyal miktar ise 159 olarak gozlenmistir (Sekil-8A). Hastalig1 temsil

eden erken evreden geg evreye olan Tg siiregde mikrobiyota ¢esitliliginde ciddi bir
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degisim olmamasina ragmen, birbirlerine gore filum bazinda anlamli artig ve azaliglar
vardir. Bu baglamda 11 filum (Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes,Chlorobi,
Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes
ve Verrucomicrobia) artarken, 3 filumda da (Chlamydiae, Tenericutes ve
Thermotogae) azalma gozlenmistir. Dictyoglomi filumu 3-aylik ALZ’ye has
gortiliirken Coprothermobacterota filumu ise 12-aylik ALZ’ye spesifik gdzlenmistir
(Sekil-8B). MedCalc programinda ‘Test for propotion’ testi kullanilarak, null hipotez
icin 3-aylik Tg degerleri referans alinmis ve goreceli anlamlilik gosterilmistir. Buna
gore ylizdelik filum diyagramindaki filumlarin sadece bes tanesi (Actinobacteria,
Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria ve Spirochaetes) organizma miktari

bazinda 3-aylik ALZ’ye gore anlamli bulunmustur (Sekil-8C).
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Sekil 8: Tg model yaglanma analiz akisi

A. Organizmalarin sayisina gore transgenik yaglanma siirecinin Venn diyagrami. B. Filum diyagrammin
Tg yaslanma siirecindeki yiizdelik karsilastirmasi. Yesil oklar 3-aylik ALZ’ye gore 12-aylik ALZ’de
artig1 gosterirken, kirmizi oklar azalis1 gosterir. Dikdortgen i¢ine alinan filumlar ise o biyolojik drnegin
unique filumlarini gostermektedir. C. Yiizdelik filum diyagraminin ¢ubuk grafik versiyonu, MedCalc
for proportion testine gore anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filumlar: Actinobacteria: p = 0.0114,
Cyanobacteria: p = 0.0092, Firmicutes: p = 0.0056, Proteobacteria: p=0,0008, Spirochaetes: p =0,0092.
D. Cubuk grafik, yaslanma siirecindeki proteom deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini
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gostermektedir. Tipki normal yaglanma yolaklarinda oldugu gibi Tg yaslanmada da transkripsiyon (p =
0,0018) ve enerji metabolizmast (p = 0,0001) fonksiyonlarindaki proteinlerde anlamlt bir degisiklik
gdzlenmistir. txn: transkripsiyon yolaklari, atp: enerji yolaklari, aa: amino asit metabolizmasi.

Hasta yaslanma siirecinde mikrobiyal degisim go6zlendikten sonra ortak olan
filumlardan ifade olmus proteinlerin proteom profillerine bakilmis, intensitiler
tizerinden T-testi uygulanmustir. Anlamli degerler i¢in intensitilerin ortalamalari
tizerinden fold change hesaplanarak anlamli artis ve azalisin yiizdelik degerleri
belirlenmistir. Buna gore, ortak organizmalar 159 iken bu organizmalarin eksprese
ettigi ortak proteinler 54°tiir ve T-testi sonrasi anlamli (p<0,05) ifade edilen protein
miktari ise 32’ye diismiistiir. Bu 32 proteinin fold change’i alinarak cut off uygulanmis
4 azalan ve 28 artan degerler elde edilmistir. Bu artan ve azalan degerlerin peptit
sekanslari iizerinden bu proteinlerin hangi molekiiler fonksiyonu ifa ettigi belirlenerek,
birbirlerine gore anlamli degisen molekiillerin sebep oldugu yolak devinimi grafikte
gosterilmistir (Sekil-8D). Bu grafikte normal yaslanma siirecinde de karsimiza ¢ikan
transkripsiyon yolaklari ile enerji metabolizmasi yolaklarinda gérev alan molekiillerin
birbirlerine gore yiizdelik oranlari oranti testine gore anlamli ¢ikmistir. 3 ve 12-aylik

ALZ ortak organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Tg yaslanma siirecinde anlamli ¢ikan proteinler ve organizmalari

UniProt ID  T-testi Organizma

B2KEXO0 0,033486152 Elusimicrobium minutum (strain Pei191)

P13357 0,009626638 Cellulophaga lytica (Cytophaga lytica)

Q30X04 0,023879989 Desulfovibrio alaskensis (strain G20)

QI9XXK1  0,006470015 Caenorhabditis elegans

Q5FRC5 0,013218755 Gluconobacter oxydans (strain 621H)

QO0C100 0,025444983 Hyphomonas neptunium (strain ATCC 15444)

Q7vJ21 0,017660375 Helicobacter hepaticus (strain ATCC 51449 / 3B1)

P31026 0,041135062 Corynebacterium glutamicum (strain ATCC 13032)

Al1BCJ2 0,008367656 Chlorobium phaeobacteroides (strain DSM 266)

B2UYT8 0,005425467 Clostridium botulinum (strain Alaska E43 / Type E3)

A1JS27 0,0441664  Yersinia enterocolitica serotype O:8 (strain NCTC 13174)
B4U738 0,009493774 Hydrogenobaculum sp. (strain YO4AAS1)

Q5FAG1 0,013718415 Neisseria gonorrhoeae (strain ATCC 700825 / FA 1090)
A7GUR9 0,013538936 Bacillus cytotoxicus (strain DSM 22905 / CIP 110041)
BO9KCG6 0,019181839 Campylobacter lari (strain RM2100 / D67 / ATCC BAA-1060)
QOVSK3 0,010052644 Alcanivorax borkumensis (strain ATCC 700651 / DSM 11573)
P42480 0,028963885 Parahymenaobacter ocellatus (Hymenobacter ocellatus)

P24931 0,004290005 Desulfovibrio vulgaris (strain Hildenborough / ATCC 29579)
coQvces 0,009554875 Brachyspira hyodysenteriae (strain ATCC 49526 / WAL)
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Al1VBA5 0,010546381 Burkholderia mallei (strain SAVP1)

Q9PHE7 0,014722555 Xylella fastidiosa (strain 9a5c)

A7Z0ON3 0,03174887 Bacillus velezensis (strain DSM 23117 / BGSC 10A6 / FZB42)
Q1Q8Q0 0,011831645 Psychrobacter cryohalolentis (strain K5)

BOSAGO 0,008845359 Leptospira biflexa serovar Patoc (strain Patoc 1/ Ames)
A9B423 0,017461173 Herpetosiphon aurantiacus (strain ATCC 23779 / DSM 785)
A5DQL?2 0,02276758 Meyerozyma guilliermondii (strain ATCC 6260)

P75264 0,002925619 Mycoplasma pneumoniae (strain ATCC 29342 / M129)
B4U081 0,002780783 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (strain MGCS10565)
AOK2Y1 0,005255565 Burkholderia cenocepacia (strain H12424)

A8GV24 0,003332791 Rickettsia bellii (strain OSU 85-389)

A5CUCT7 0,002029469 C. michiganensis subsp. michiganensis (strain NCPPB 382)
Q9AAULl  0,006053244 Caulobacter vibrioides (strain ATCC 19089 / CB15)

6.3. Ileri evre (12 ayhk) Hasta ve Kontrol Kiyasinin Metaproteom Degisimi

Eldeki verilerin dortlii venn semasi neticesinde birbirleriyle olan iliskisi géz Oniine
alinip, normal ve hasta yaslanma siirecinde elde edilen 12 aylik kontrol ve Tqg farelerin
organizmalar1 filum bazinda kiyaslanmig, 12-aylik farelerde hasta ve kontrol
arasindaki takson ve proteom profilleri farki, unique ve ortak seklinde Unipept 4.3
yazilimi kullanilarak belirlenmis, ortak olan protein profillerinin devinimleri de
filumlar ile birlikte istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Oncelikle 374 ve 348
organizmali sirastyla normal ve hastay: temsil eden 12 aylik fare modellerinin toplam
mikrobiyal miktarlart venn semast, yiizdelik filum diyagrami ve filum ve molekiiler
fonksiyon cubuk grafikleri cizilerek birbirleri ile kiyaslanmis, daha sonra 160 ve 189
organizmali sirastyla normal ve hasta fare modellerinin 3-aylik biyolojik drnekleri ile
kendi iglerinde evrilen yasam siireci neticesinde elde edilen floradan neset eden unique
organizmalarinin diyagrami ve grafikleri ¢izilerek birbirleriyle kiyaslanmistir. Hem
totalde hem de sadece ileri evre bazinda yiizdeleri temel alinarak filum ve molekiiler
fonksiyonel analizlerde tercihen anlamliliklar belirlenmis ve tiim bu istatistiksel analiz
neticesinde sadece ileri evrelere has olan bu filumlarin da venn semasi alinarak 150
Tg modelin ve 121 kontrol farelerin florasina unique ve her ikisinin 39 tane ortak olan
mikroorganizmalarina ait filumlar belirlenmistir (Sekil-9A).Oncelikle total ge¢ evre
kiyaslamalarinda kontrole ve hastaya unique degerler sirasiyla 150 ve 124 olarak
kendini gosterirken, ortak degerler 224 olarak belirlenmistir (Sekil-9A). Geg evrenin

kendi aralarindaki kiyaslamalarinda 9 filum (Aquifica, Bacteroidetes, Chlamydiae,
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Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria, Tenericutes, Thermotogae) 2
stiperkingdom (Bacteria and Eukaryota) kontrole gore azalma gosterirken, 3 filum
(Actinobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria, Deinococcus-Thermus, Spirochaetes
ve Verrucomicrobia) ve 1 siiperkingdom (Archaea) ise kontrole goére artis sergilemistir
(Sekil-9B). MedCalc programinda ‘Test for propotion’ testi kullanilarak, null hipotez
icin 12-aylik ALM degerleri referans alinmis ve goreceli anlamlilik gosterilmistir.
Buna gore yiizdelik filum diyagramindaki 12-aylik ALZ filumlarinin sadece bes tanesi
(Deinococcus-Thermus,  Fusobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia)
organizma miktart bazinda 12-aylik ALM’ye gore anlamli bulunmustur (Sekil-9C).
Toplam gec evre hasta ve kontrol flora kiyasinin venn semasinda ortak bulunan 224
organizmanin ortak anlamli degisen 47 tane proteini ile Unipept 4.3 yazilimi
kullanilarak molekiiler fonksiyonlar1 grafiklenmistir. Tercihen yapilan orant1 testine
gore anlamh degisim gozlenmemistir (Sekil-9D). Ileri evre toplam ortak

organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-7’de gosterilmistir.

12m ALM

(160)
A' /\
75

12m ALZ
(189)

12-ALM 12-ALZ 12-ALM 12-AL7
374 348 160 189
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Sekil 9: Ileri-evre modellerin analiz akis

A. Organizmalarin sayisina gore ileri evre kontrol ve Tg floral organizma miktarinin Venn diyagrami.
Kirmizi vurgu sonraki gorsellerin total iizerinden yapilacagini belirtmektedir. B. Filum diyagraminin,
ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazinda yiizdelik karsilastirmasi. Yesil oklar 12-aylik ALM’ye gore
12-aylik ALZ’de artig1 gosterirken, kirmizi oklar azalis1 gosterir. Dikdortgen icine alinan filumlar ise o
biyolojik 6rnegin unique filumlarini gostermektedir. C. Yiizdelik filum diyagramimin ¢ubuk grafik
versiyonu, MedCalc for proportion testine gore anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filumlar:
Deinococcus-Thermus: p < 0.0001, Fusobacteria: p<0.0001, Proteobacteria: p = 0.005,
Verrucomicrobia: p<0,0001. D. Cubuk grafik, ileri evre ortak kontrol ve Tg floral organizmalarin ortak
proteinlerinin proteom deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini gostermektedir. Tercihen yapilan
orant1 testine gore anlamlilik gézlenmemistir. txn: transkripsiyon yolaklari, atp: enerji yolaklari, aa:
amino asit metabolizmas, strc: protein 3D konformasyonel yapisi, trl: translasyon yolaklar.

Toplam ileri evre floral verilerin kiyaslanmasinin yanisira, hasta ve normal
yaslanmaya giderken elde edilen unique ileri evre floralar1 da birbirleri ile kiyaslanmis
ileri evredeki hasta bir floranin normal bir floradan net farki anlasilmak amag¢lanmustir.
Bu agamada da erken evreye kiyaslaninca unique olarak ileri evreye has olan hasta ve
normal floral organizmalarin birbirine kiyasini belirten venn semast ve filum
diyagrami ¢izilmis, yiizdelik olarak artis azalislar belirlenmis, gubuk grafikle degerler
gosterilmigtir. Her iki biyolojik grubun venn semasi ¢izilmis ortak olan 39 tane
organizmanin anlamli degisen 8 protein intensitisi ile molekiiler fonksiyonlari

grafiklenmistir.
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Oncelikle sadece ge¢ evreye has olan organizmalarin venn semast cizilerek hasta ve
kontrol floralarina ait olan ve ortak olan organizmalar belirlenmis (Sekil-10A),
akabinde ileri evre kontrol ve Tg model birbirleriyle filum bazinda yiizdelik olarak
kiyaslanmis (Sekil-10B) ve tercihen yapilan oranti testinde anlamli goriilenlerle
birlikte filumlar cubuk grafikle gosterilmistir (Sekil-10C). Bu baglamda normal yaslh
florasina kiyasla yasli hastanin florasinda 6 filum artmig (Actinobacteria, Chloroflexi,
Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes ve Verrucomicrobia), 5 filum (Chlamydiae,
Chlorobi, Cyanobacteria, Tenericutes ve Thermotogae) azalmistir. Tercihen yapilan
oranti testine gore Firmicutes hasta florasinda normale gore anlamli (p=0,0036) artis
sergilemistir. Unique ileri evre hasta ve kontrol flora kiyasinin venn semasinda ortak
bulunan 39 organizmanin ortak 13 proteinin anlamli degisen 8 tane proteini ile Unipept
4.3 yazilimi kullanilarak molekiiler fonksiyonlar1 grafiklenmistir. Tercihen yapilan
orant testine gdre anlamli degisim gdzlenmemistir (Sekil-10D). {leri evre unique ortak

organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-8 ve 9’da gésterilmistir.
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Sekil 10: ileri-evre unique modellerin analiz akist

A. Organizmalarin sayisina gore ileri evre kontrol ve Tg floral unique organizma miktarinin Venn
diyagrami. Kirmizi vurgu sonraki gorsellerin unique mikroorganizmalar fizerinden yapilacagini
belirtmektedir. B. Filum diyagraminin, ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazinda yilizdelik
kargilagtirmasinin unique versiyonu. Yesil oklar unique 12-aylik ALM’ye gore unique 12-aylik ALZ’de
artis1 gosterirken, kirmizi oklar azalisi gosterir. Dikdortgen igine alinan filumlar ise o biyolojik drnegin
unique filumlarini gostermektedir. C. Yiizdelik filum diyagraminin ¢ubuk grafik versiyonu, MedCalc
for proportion testine gore anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filumlar: Firmicutes: p=0,0036. D.
Cubuk grafik, ileri evre ortak kontrol ve Tg floral organizmalarin ortak proteinlerinin proteom
deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini gostermektedir. Tercihen yapilan oranti testine gore
anlamlilik gozlenmemistir. txn: transkripsiyon yolaklari, atp: enerji yolaklari, aa: amino asit
metabolizmast, glc: glukoz-iligkili yolaklar, str: protein 3D konformasyonel yapisi.

Tablo 7: Tleri evreyi temsil eden 12 aylik hasta ve normal fare total floralarmnda ortak ifade edilen

anlaml proteinler.

UniProt ID T-Testi Oragnzima

BOJRP2 0,0390822 Microcystis aeruginosa (strain NIES-843)

P31026 0,002738  Corynebacterium glutamicum (strain ATCC 13032)
A5DQL?2 0,0097583 Meyerozyma guilliermondii (strain ATCC 6260)
A0QL48 0,0127009 Mycobacterium avium (strain 104)

Q8KTSO 0,0368164 Tremblaya princeps
QB6ACX6 0,0016078 Leifsonia xyli subsp. xyli (strain CTCBO07)
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Q6CFT7
ATHBL7
A2REC4
A7GUR9
B7J1W0
A5CUCT
ATZON3
P64195
B3ETY9
Q1J0P7
POCOG6
A4QBG3
Q1Q8Q0
B3EER3
A1BCJ2
A4GIU4
Q2L2L3
Q47UW0
ALKRG7
Q605B0
Q30X04
QLLSX6
Q65PB4
C1A4J3
B3QYL5
ATHLZ4
027491
A9KD37
P42467
B8J123
A8ZV/52
P00370
Q4JT32
BOSXR2
066944
Q5FRC5
Q2W2I12
Q85FR6
P24931
BIKCG6
QIPHE7

0,0160803
0,0147381
0,0019169
0,0104123
0,0009154
0,0004922
0,0343291
0,0078936
0,0001502
0,0144153
0,0061671
0,0031469
0,0074948
0,0111104
0,0047061
0,0479802
0,0032212
0,0023528
0,0123226
0,0005389
0,0289078
0,0047608
0,031418

0,016048

0,0341833
0,0029285
0,009047

0,0089368
0,0193281
0,0079191
0,0388655
0,0012797
0,0238461
0,0160392
0,046044

0,0341632
0,0225852
0,0455515
0,0122363
0,0445406
0,015652

Yarrowia lipolytica (strain CLIB 122 / E 150)
Anaeromyxobacter sp. (strain Fw109-5)
Streptococcus pyogenes serotype M5 (strain Manfredo)
Bacillus cytotoxicus (strain DSM 22905)

Borrelia burgdorferi (strain ZS7)

leifsonia xyli subsp. xyli (strain CTCBO07)

Bacillus velezensis (strain DSM 23117)
Streptococcus agalactiae serotype Il (strain NEM316)
Amoebophilus asiaticus (strain 5a2)

Deinococcus geothermalis (strain DSM 11300)
Streptococcus pyogenes

Corynebacterium glutamicum (strain R)
Psychrobacter cryohalolentis (strain K5)

Chlorobium limicola (strain DSM 245)

Chlorobium phaeobacteroides (strain DSM 266)
Herminiimonas arsenicoxydans

Bordetella avium (strain 197N)

Colwellia psychrerythraea (strain 34H / ATCC BAA-681)
Neisseria meningitidis serogroup C (strain ATCC 700532)
Methylococcus capsulatus (strain ATCC 33009)
Desulfovibrio alaskensis (strain G20)

Baumannia cicadellinicola subsp. Homalodisca coagulata
Bacillus licheniformis (strain ATCC 14580)
Gemmatimonas aurantiaca (strain T-27)
Chloroherpeton thalassium (strain ATCC 35110)
Fervidobacterium nodosum (strain ATCC 35602)

M. thermautotrophicus (strain ATCC 29096)

Coxiella burnetii (strain Dugway 5J108-111)
Peptococcus niger

Desulfovibrio desulfuricans (strain ATCC 27774)
Desulfococcus oleovorans (strain DSM 6200 / Hxd3)
Escherichia coli (strain K12)

Corynebacterium jeikeium (strain K411)

Caulobacter sp. (strain K31)

Aquifex aeolicus (strain VVF5)

Gluconobacter oxydans (strain 621H)
Magnetospirillum magneticum (strain AMB-1)
Cyanidioschyzon merolae (strain 10D)

Desulfovibrio vulgaris (strain Hildenborough)
Campylobacter lari (strain RM2100)

Xylella fastidiosa (strain 9a5c)
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Tablo 8: ileri evreyi temsil eden 12 aylik hasta ve normal fare unique floralarinda ortak ifade edilen

anlamli proteinler.

UniProt T-testi Organizma

Q1LSX6 0,004761  Baumannia cicadellinicola subsp. Homalodisca coagulata
BOJRP2 0,039082  Microcystis aeruginosa (strain NIES-843)

A0QL48 0,012701 Mycobacterium avium (strain 104)

Q8KTSO 0,036816  Tremblaya princeps

Q6CFT7  0,01608 Yarrowia lipolytica (strain CLIB 122 / E 150)

B7JIWO0  0,000915  Borrelia burgdorferi (strain ZS7)

P64195 0,007894  Streptococcus agalactiae serotype 11 (strain NEM316)
A4G9U4  0,04798 Herminiimonas arsenicoxydans

6.4. Erken evre (3-ayhik) Hasta ve Kontrol Kiyasinin Metaproteom Degisimi

Bu kez de hasta ile kontrollerin ileri evreler ile kiyasi sonucu elde edilen, ileri evreye
kars1 unique olan erken evre organizmalar ayrilmis ve bu unique olan erken evre hasta
ile kontrol mikrobiyotas kiyaslanmistir. Oncelikle toplam erken evreler (3 aylik hasta
ve kontrollerdeki sirasiyla 236 ve 321 organizma) birbirleriyle kiyaslanmis ve eldeki
veriler ileri evre ile kiyas olmaksizin degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede venn
semast, filum diyagram kiyasi ve tercihen oranti testi kullanilarak ¢izilen ¢gubuk grafik
analizleri kullanilmis olup bu siireclerin aynist ileri evre ile kiyaslanarak elde edilen 3

aylik hasta ve kontrol unique mikroorganizmalar ilizerinde de uygulanmaigstir.

Oncelikle toplam erken evre kiyaslamalarda venn semas: alinarak toplam erken evre
organizma sayilar1 sadece hastada 92, sadece kontrolde 177 ve hem hasta hem de
kontrolde 144 olarak belirlenmis (Sekil-11A), tercihen uygulanan oranti testi ile
birlikte ¢ubuk grafik olarak gosterilmistir, ylizdelik filum kiyaslamasinda ise
birbirleriyle kiyaslanmis, kontrol grubuna gore iki siiperkingdomda (Bacteria ve
Eukaryota) ve on filumda kontrol yasitlarina gore azalma gozlenirken (Actinobacteria,
Bacteroidetes, Chlamydia, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-
thermus, Firmicutes, Proteobacteria ve Spirochaetes), ii¢ filumda (Aquificae,

Fusobacteria ve Tenericutes) artma gozlenmistir (Sekil-11B), ¢ubuk grafik ve tercihen
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yapilan oranti testi ile de bir anlamli azalan filum (Firmicutes) ve iki anlamli artan
filum (Fusobacteria, Aquificae) ile bir anlamli azalan siiperkingdom (Bacteria)
gozlenmistir (Sekil-11C).

Toplam erken evrede ortak ifade eden 144 organizmanin proteinlerinden ortak olanlar
(50 tane) bulunmus ve intensitilerine T-testi uygulanmistir, cut off uygulanarak elde
edilen fold change neticesinde anlamli degisen 31 proteinin peptit sekansi, Unipept 4.3
yazilimi ile molekiiler fonksiyonel olarak analiz edilmis, 13 potein artig1 ve 18 protein
azalis1 belirlenerek grafiklenmistir. Ortak olan molekiiller belirlenerek yiizdelikler
kiyaslanmis tercihen yapilan oranti testinde birbirlerine gore kiyasi anlamh
bulunmustur. Buna gore artan ve azalan skladaki enerji (p=0,0090) ve transkripsiyom
(p<0,0001) metabolizmasinda gorev alan proteinler birbirlerine gére anlamli (p<0,05)
degismistir (Sekil-11D). Bu yapilan analizlerin hepsi yash floraya gore unique olan 3
aylik hasta ve normal fare florasinda da tekrar edilmistir. Erken evre ortak ve unique

organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-9’de gosterilmistir.

A 3mALZ
.

(235)

7 24

3m ALM 16
(317)
36 22

4 23 30

95
14

12
60

34 Y

60



B Erken evre total floral kiyas

3mALM Afidobagiels
Actinobacte

Archaea »

P € P WO

Verrucomicrobia

Spirechaéte
Tenericute

P=0,0159

50
=3m ALM

m3mALZ

30

Goreceli miktar

20

P<0,001

& &> > o
& (bé@ . c}#@
& 6“0 gp
& S &
& R &

61



D P = 0,0090
[_ I' P < 0,0001 —

r 3 [ | { \
5
60 55,88 ——
52,54 52,54
50
50 47,62
40
33,33
| —|
5 30 | 2647
p—
R
8 20 19,05 19,05 19,05 15,05
o el
[ 14,71
[= 9]
=]
S 10
4,76
2,94
0 [ |
5 & 9§ W -v ¥ 8§ [ g P @ 7 T 7
g 5] g o g g = 5 151 g = g g g
e ] al B Kol sl a) i o el L al Kol el
] < =] f= = Ay o Fi =] =] =]
E 2 £ ¢ 8 8 8 &£ g 2 & 8 B8 B8
< 3 a4 % g 3 g - g2 A T g2 7B g
= < B [ g o < = o §S|
L 17 = N O Z, 0 (=
L Z a = o A @ g
Q a =] Q () =1
.-E gﬂ = rl:_>_b
: o~ s =]
g g (=] =)
atp txn atp txn
azalan artan
Proteinler

Sekil 11: Erken-evre modelin total analiz akisi

A. Organizmalarin sayisina gore erken evre kontrol ve Tg floral unique organizma miktarinin Venn
diyagrami. Kirmizi vurgu sonraki gorsellerin toplam erken evre mikroorganizmalar {izerinden
yapilacagi belirtmektedir. B. Filum diyagraminin, ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazinda
yiizdelik karsilagtirmasinin unique versiyonu. Yesil oklar unique 3-aylik ALM’ye gore unique 3-aylik
ALZ’de artig1 gosterirken, kirmizi oklar azalist gosterir. Dikdortgen i¢ine alinan filumlar ise o biyolojik
ornegin unique filumlarint gostermektedir. C. Yiizdelik filum diyagraminin gubuk grafik versiyonu,
MedCalc for proportion testine gore anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filumlar: Firmicutes:
p=0,0159, Aquificae: p<0,0001, Fusobacteria: p<0,0001. D. Cubuk grafik, erken evre ortak kontrol ve
Tg floral organizmalarin ortak proteinlerinin proteom deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini
gostermektedir. Tercihen yapilan oranti testine gore enerji (p=0,009) ve transkripsiyonel (p<0,0001)
mekanizmalarda anlamlilik gézlenmistir. txn: transkripsiyon yolaklari, atp: enerji yolaklari, aa: amino
asit metabolizmasi.

Toplam erken evre floral verilerin kiyaslanmasimin yanisira, hasta ve normal
yaslanmaya giderken elde edilen unique erken evre floralar1 da birbirleri ile
kiyaslanmis erken evredeki hasta bir floranin normal bir floradan net farki anlasilmak
amaglanmistir. Bu asamada da ileri evreye kiyaslaninca unique olarak erken evreye

has olan hasta ve normal floral organizmalarin birbirine kiyasini belirten venn semasi
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ve filum diyagramui ¢izilmis, ylizdelik olarak artig azaliglar belirlenmis, gubuk grafikle
anlamli/degerler gosterilmistir. Her iki biyolojik grubun venn semasi ¢izilmis ortak
olan organizmalarin anlamli degisen protein intensitileri ile molekiiler fonksiyonlari

grafiklenmistir.

Oncelikle sadece erken evreye has olan organizmalarin venn semasi ¢gizilerek hasta ve
kontrol floralarina ait olan ve ortak olan organizmalar belirlenmis (Sekil-12A),
akabinde erken evre kontrol ve Tg model birbirleriyle filum bazinda yiizdelik olarak
kiyaslanmis (Sekil-12B) ve tercihen yapilan oranti testinde anlamli goriilenlerle
birlikte filumlar ¢ubuk grafikle gosterilmistir (Sekil-12C). Bu baglamda normal yaslh
florasina kiyasla yasli hastanin florasinda iki filum artmis (Chlorobi, Proteobacteria),
tic filum (Actinobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes) azalmistir. Tercihen yapilan
orant1 testine anlamli bir degisim gozlenmemistir. Unique erken evre hasta ve kontrol
flora kiyasinin venn semasinda ortak bulunan 14 organizmanin ortak 7 proteinin
anlamli degisen 6 tane proteini ile Unipept 4.3 yazilim1 kullanilarak molekiiler
fonksiyonlar1 grafiklenmistir. Tercihen yapilan oranti testine gore anlamli degisim
gozlenmemistir (Sekil-12D). Erken evre unique ve ortak organizmalardan ortak ifade

olan proteinler Tablo-9 ve 10’da gosterilmistir
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Sekil 12: Erken-evre modelin unique analiz akist

A. Organizmalarin sayisina gore erken evre kontrol ve Tg floral unique organizma miktarinin Venn
diyagrami. Kirmizi vurgu sonraki gorsellerin toplam erken evre mikroorganizmalar iizerinden
yapilacagim belirtmektedir. B. Filum diyagraminin, ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazinda
yiizdelik karsilagtirmasinin unique versiyonu. Yesil oklar unique 3-aylik ALM’ye gore unique 3-aylik
ALZ’de artig1 gosterirken, kirmizi oklar azalist gosterir. Dikdortgen i¢ine alinan filumlar ise o biyolojik
ornegin unique filumlarini gostermektedir. C. Yiizdelik filum diyagrammin ¢ubuk grafik versiyonu,
MedCalc for proportion testine gore anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filumlar: Firmicutes:
p=0,0159, Aquificae: p<0,0001, Fusobacteria: p<0,0001. D. Cubuk grafik, erken evre ortak kontrol ve
Tg floral organizmalarin ortak proteinlerinin proteom deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini
gostermektedir. Tercihen yapilan oranti testine gore enerji (p=0,009) ve transkripsiyonel (p<0,0001)
mekanizmalarda anlamlilik gézlenmistir. txn: transkripsiyon yolaklari, atp: enerji yolaklari, aa: amino
asit metabolizmasi.

Tablo 9: Erken evre toplam ALM ve ALZ flora kiyasi neticesinde ortak ¢ikan organizmalarin ortak

ifade olan proteinlerinin T-testine gore anlamli olanlari

UniProtID  T-Testi Organizma

A5FRK6 0,001503174 Dehalococcoides mccartyi (strain ATCC BAA-2100)
Q72HM6 0,00291934  Thermus thermophilus (strain HB27 )

Q21M92 0,001936626 Saccharophagus degradans (strain 2-40)

Q4FLL3 2,02666E-06 Pelagibacter ubique (strain HTCC1062))

Q30X04 0,011525824  Desulfovibrio alaskensis (strain G20))
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A1QZH6
Q1Q8Q0
B4U081
G3XD24
QIPHE7
BIKCG6
Q3A9K2
Q7NAV2
QOANP4
Q5FAGL
B4U738
A9B423
A9FQE4
Q5L7N5
Q5FRC5
B2UYTS
Q255E5
B3DTEL
A51IM5
C0ZBS0
ABUT35
AIKHD9
AT7I175
POCOG6
ALURR2
032755

0,010708953
0,002185843
0,007100538
0,019962798
0,000455288
0,008206055
0,002328084
0,020371614
0,041485973
0,003093269
0,02935885

0,007973979
0,018236141
0,01607363

0,049307251
0,004366732
0,021142356
0,034630127
0,043269717
0,003214039
0,048959564
0,030349201
0,018767168
0,03463261

0,00431396

0,017398448

Borrelia turicatae (strain 91E135))

Psychrobacter cryohalolentis (strain K5))

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (strain MGCS10565))
Pseudomonas aeruginosa (strain ATCC 15692 )

Xylella fastidiosa (strain 9a5c))

Campylobacter lari (strain RM2100 )

Carboxydothermus hydrogenoformans (strain ATCC BAA-161)
Mycoplasma gallisepticum (strain R(low )

Maricaulis maris (strain MCS10))

Neisseria gonorrhoeae (strain ATCC 700825 )
Hydrogenobaculum sp. (strain YO4AAS1))

Herpetosiphon aurantiacus (strain ATCC 23779 )
Sorangium cellulosum (strain So ce56))

Bacteroides fragilis (strain ATCC 25285 )

Gluconobacter oxydans (strain 621H))

Clostridium botulinum (strain Alaska E43)

Chlamydia felis (strain Fe)

Bifidobacterium longum (strain DJO10A))

Thermotoga petrophila (strain RKU-1)

Brevibacillus brevis (strain 47 )

Methanococcus aeolicus (strain ATCC BAA-1280)
Lachnoclostridium phytofermentans (strain ATCC 700394 )
Campylobacter hominis (strain ATCC BAA-381)
Streptococcus pyogenes)

Bartonella bacilliformis (strain ATCC 35685 )
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus)

Tablo 10: Erken evre toplam ALM ve ALZ flora kiyasi neticesinde ortak ¢ikan organizmalarin ortak

ifade olan proteinlerinin T-testine gore anlaml: olanlari

UniProtID  T-testi Organizma

Al1QZH6  0,010708953 Borrelia turicatae (strain 91E135)

A9FQE4  0,018236141 Sorangium cellulosum (strain So ce56)

A51IM5 0,043269717 Thermotoga petrophila (strain RKU-1)

ABUT35  0,048959564 Methanococcus aeolicus (strain ATCC BAA-1280)
ATI175 0,018767168 Campylobacter hominis (strain ATCC BAA-381)
032755 0,017398448 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
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6.5. Homolog Hasta ve Kontrol Organizmalarin Kiyasimn Metaproteom

Degisimi

Yastan bagimsiz kiyaslama yaparak cekirdek hitkmiindeki ALM ve ALZ floralarina
vakif olmak i¢in bu kez de 3 ve 12-aylik ALM ortak organizmalar1 (214 taxa) ile 3 ve
12-aylik ALZ ortak organizmalari (159 taxa) kiyaslanmistir. Daha 6nceki uygulanan;
venn semast ile organizma miktarini belirleme, filum diyagrami ile organizmalarin
birbirlerine gore ylizdelerini kiyaslama, bar garfik ile anlamli degisen filumlar
belirleme ve fonksiyonel analizler ile molekiiler yolaklarin degisimini kiyaslama
basamaklari aragtirmamizin bu homolog kiyas kisminda da gosterilecektir. Daha sonra
sirastyla ileri evre ALZ flora ile iligkili tiim floral dagilimlar teker teker ele alinarak

islenecek, ileri-evre ALZ ile olan ve anlamli goriilen iliskisi gozler 6niine serilecektir.

Oncelikle homolog organizmalarin venn semast gizilerek hasta ve kontrol floralarma
ait olan organizmalar belirlenmis (Sekil-13A), akabinde, belirlenen bu organizmalar
birbirleriyle filum bazinda yiizdelik olarak kiyaslanmis (Sekil-13B) ve tercihen
yapilan orant1 testinde anlamli goriilenlerle birlikte filum/lar g¢ubuk grafikle
gosterilmistir. (Sekil-13C). Bu baglamda ALM florasina kiyasla ALZ florasinda on
filum azalmig (Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chlorobi, Cyanobacteria,
Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes), bir
filum (Tenericutes) artmistir. Tercihen yapilan oranti testine gore sadece
Proteobacteria filumunda anlamli bir degisim gézlenmistir. Molekiiler fonksiyonel
analiz i¢in iki yaklagim sergilenmig olup birisinde 3-aylik ALM ve ALZ kiyas1 sonucu
elde edilen anlamli degisen proteinlerle, 12-aylik ALM ve ALZ kiyasi sonucu elde
edilen anlamli degisen proteinler analize tabi tutularak ileri evreye dogru, kendi
aralarinda anlamli degisim sergileyen proteinlerin nasil degisim sergiledigi gézlenmek
istenmistir. Bu baglamda daha 6nce yapilan kiyas ile paralel yolaklar gézlenmis, ilging
bir sekilde sadece aminoasit yolaginda gorevli proteinlerin devinimi, tercihen yapilan
orant1 testine gore anlamli bulunmustur (Sekil-13D). Digerinde ise kiyaslamalarimizin

daha dengeli bir hal almasi i¢in venn semasinin kalbi mesabesinde olan dort biyolojik
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ornekteki homolog organizmalar ele alinarak degerlendirilmistir. Bu dort biyolojik
ornekte ¢ekirdek hiikmiinde var olan 95 organizmalarin (Sekil-13E) ortak olan
proteinlerine t-test iizerinden fold change uygulanarak anlamli degisim olup olmadigi
gbzlenmistir. Buna gore 95 homolog organizmadan 13 ortak protein tespit edilmis ve
bunun iki ayr1 filumdan (Proteobacteri, Firmicutes) olusan dort tanesi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Bunlar iizerinden yapilan Molekiiler Fonksiyonel
analizlerde ise bu anlaml1 proteinlerin tekrar daha 6nceki kiyaslarimiza paralel olarak
aminoasit, enerji ve transkripsiyonel yolaklarla iligkisi tespit edilmistir (Tablo-11).

(Yeterli protein olmadigi i¢in grafik ¢izilememistir.)
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Sekil 13: Homolog ALM ve ALZ kiyast analiz akist.

A. Organizmalarin sayisina gore ALM ve ALZ homolog organizma miktarinin Venn diyagrami. 2°1i
kiime dis1 sayilar ileri evre ALZ ile iliskili olup ilerleyen boliimlerde teker teker degerlendirilecek
organizmalardir. B. Filum diyagramimin, ALM ve ALZ homolog organizmalarinin filum bazinda
yiizdelik karsilastirmasi. Yesil ok ALM’ye gore ALZ’de artist gosterirken, kirmizi oklar azalist gosterir.
Dikdoértgen igine alinan filumlar ise o biyolojik 6rnegin unique filumlarimi géstermektedir. C. Yiizdelik
filum diyagraminin ¢ubuk grafik versiyonu, MedCalc for proportion testine gore anlamli degisim
(p<0,05) sergileyen filum: Proteobacteria: p=0,0365. D. Cubuk grafik, 3 ALM-ALZ ve 12 ALM-ALZ
homolog proteinlerinin birbirlerine gore proteom deviniminin molekiiler fonksiyonel analizini
gostermektedir. Tercihen yapilan oranti testine gére aminoasit mekanizmasinda (p=0,0343) anlamlilik
gdzlenmistir. aa: amino asit metabolizmasi, atp: enerji yolaklari, glc: glukoz homeostaz mekanizmasi,
trl: translasyon yolaklari, txn: transkripsiyon yolaklari. E. Dort biyolojik 6rnegin (3 ve 12-aylik ALM,
3 ve 12-aylik ALZ) venn semasi, kirmizi vurgu her ornekte goriilen homolog organizmalar
gostermektedir.
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UniProtID Protein adh T-testi F.Change Organizma Filum

Q3(X04 DNA-directed RNA polymerase subunt beta’ 0,00 -0.90 Desulfovibrio alaskensis (strain G20) Proteobacteria
P24931  Rubrerythrin 0.03 -0.28 Desulfovibrio vulgars (stram Hildenborough) Proteobacteria
B2UYT8 Ketolacid reductoisomerase 0.02 0.27 Clostrid mm botulinum (stram Alaska E43) Finmcutes
POCOG6  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0,00 7.98 Streptococcus pyogenes Fimmicutes
Yolaklar Molekiiler Fonsiyon % Peptit
Aminoasit metabolizmast metal ion binding 25
ketol-acid reductoisomerase activity 25
isomerase activity 25
NAD binding 25
Enerji metabolizmas1 oxidoreductase activity 25
iron 1on binding 25
oxidoreductase activity, NAD or NADP as acceptor 25
Glukoz metabolik proses NADP binding 50
Transkripsiyon magnesium ion binding 50
cytokine activity 25
DNA binding 25
DNA-directed 5'-3' RNA polymerase activity 25
zinc 1on binding 25

Tablo 11: Homolog 95 organizma analizi
Dort biyolojik 6rnekten neset eden 95 organizmanin anlamli degisen dort ortak proteini ve anlamh
degisen bu dort proteinin, peptit sekansi bazinda Molekiiler Fonksiyonel analizi.

Cekirdek hitkmiinde olan kolonilerin degerlendirilmesi akabinde, total venn semasinda
3-aylik ALM ve ALZ , ve 12-aylik ALZ floralarinin ¢akistigi homolog 12 organizma,
ileri evre hasta siirecine dogru olan geng kontrol- ileri evre hasta ve geng hasta-ileri
evre hasta seklindeki devinimin anlamlilig1 i¢in degerlendirilmistir. 3 vs 12-aylik ALZ
kiyasinda 12 homolog mikroorganizma ve 6 homolog proteinden 4, ve 3-aylik ALM
vs 12-aylik ALZ kiyasinda da 12 homolog mikroorganizma ve 3 homolog proteinden
1 anlamli protein tespit edilmis olup bu proteinlerin AH ile olan iliskisi literatiirle
desteklenmistir. Anlamli devinim sergileyen bu proteinlere Molekiiler Fonksiyonel
analiz uygulanmis ve etkilenen yolaklar, enerji mekanizmasi, transkripsiyon ve yogun

sekilde translasyon yolaklari seklinde tespit edilmistir (Tablo-12).
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Tablo 12: Homolog 12 organizma analiz tablosu.

Venn semasinda 3-aylik ALZ, ALM ve 12-aylilk ALZ florasindan olusan 12 organizma
gosterilmektedir. Bu organizmalarin anlamli degigsen dort ortak proteini ve anlamli degisen bu dort
proteinin, peptit sekansi bazinda Molekiiler Fonksiyonel analizi.

UniProtID Protein ad

T-test F.Change Organizma

Filum

B2KEX(0 ATPsvnthase subunit alpha 0.03 -0,92 Elusimicrobium minutum (strain Peil91) Husimicrobia
A1JS27 50S ribos omal protein L16 0,04 0,81 Yersinia enterocolitica serotype O:8 (strain NCTC13174) Proteobacteria
P42480 Elongation factor Tu 003 1.81 Parahymenobacter ocellatus Bacteroidetes
Q9AAUI DNA -directed RNA polymerase subunit beta’ 0.01 303.75 Caulobacter vibrioides (strain A TCC 19089) Protecbacteria
Yolaklar Molekiiler Fonksivon Peptitler %
.. . roton-transporting ATP synthase activi 25
Enerji metabolizmasi P it £ Y i

ATP binding 25
DNA binding 50

. DNA-directed 5'-3' RNA polymerase activi 25

Transkripsiyon — — poty i

magnesium ion binding 25

zinc ion binding 25

rRNA binding 25

tRNA binding 25

structural constituent of ribosome 25

Translasyon -

GTP binding 25

GTPase activity 25

translation elongation factor activity 25

Bu kez de, total venn semasinda sadece 12-aylik ALM ve ALZ floralarinda homolog

bulunan 39 organizma ele alinmigtir. Bu homolog 39 organizma ile, verilerimizde

sadece yashilikta goriilen floralarin degerlendirilmesiyle ileri-evre hasta floranin

normal bir yasli florasindan ne gibi bir farka sahip oldugu hem filum hem de proteom

bazinda degerlendirilmistir. Bu kiyaslamada 39 homolog organizma ve 13 homolog

proteinden 8 anlamli degisen homolog protein tespit edilmis olup bu proteinlerin AH

ile olan iligkisi literatiirle desteklenmistir. Anlamli devinim sergileyen bu proteinlere

Molekiiler Fonksiyonel analiz uygulanmis ve etkilenen yolaklar, transkripsiyon, enerji

mekanizmasi, aminoasit metabolizmasi, proteinin 3-boyutlu konformasyonel yapisi ve
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glukoz metabolizmas ile iligkili proteinler olarak bulunmustur (Tablo-13).

Tablo 13: Homolog 39 organizma analiz tablosu
Venn semasinda sadece 12-aylik ALM ve ALZ florasindan olusan 39 organizma gosterilmektedir. Bu
organizmalarmn anlamli degisen sekiz homolog proteini ve anlamli degisen bu sekiz proteinin, peptit
sekans1 bazinda Molekiiler Fonksiyonel analizi.

UniProtID Protein adi

QILSX6
BOIRP2

AOQL4S
QSKTS0
Q6CFT7
B7I1W0
P64105

A4GIU4

T-test Fchange Organizma Filumlar
DNA directed RNA polymerase subunit beta' 0,00 0,94 Baumannia cicadellinicola subsp. Homalodisca coagulata Proteobactera
Ketol-acid reductoisomerase 0,04 039 Microcystis aemuginosa (strain NIES-843) Cvanobactena
DNA directed RNA polymerase subunit beta’ 0m 1.17 Mycobacteriumavium (strain 104) Actinobacteria
60 kDa chaperonin 0,04 128 Tremblaya princeps Proteobactena
ATP synthase subunit beta, mitochondrial 002 2.10 Yarrowia lipolytica (strain CLIB 122 /E 150) Fungi
DNA directed RNA polymerase subunit beta’ 0,00 2,72 Borrelia burgdorfen (strain Z57) Spirochaetes
Glucose-6-phosphate isomerase 0m 5.33 Streptococcus agalactiae serotype ITI (strain NEM316) Firmicutes
DNA directed RNA polymerase subunit beta' 005 52,11 Herminiimonas arsenicoxydans Proteobacteria
Yolak Molekiiler Fonksiyon Peptitler %

Transkripsiyon |magnesumion binding 62,5

Transkripsiyon |DNA binding 50

Transkripsiyon |DNA -directed 5'-3' RNA polymerase activity 50

Transkripsiyon |zinc ion binding 50

Transkripsiyon |metal ion binding 25

Enenji Met. ATP binding 25

Aminoasit Met. |ketol-acid reductoisomerase activity 12.5

Aminoasit Met. |isomerase activity 12.5

Aminoasit Met. [NADP binding 125

Protein yapist  |unfolded protein binding 125

Enerji Met. proton-trans porting A TP synthase activity, rotational mechanism 125

Glukoz Met. glucose-6-phosphate isomeras e activity 12,5

Total venn semasinda sadece 3 ve 12-aylik ALZ mikrobiyotasina spesifik olan

homolog 22 organizma ele alinmistir. Bu homolog 22 organizma ile, verilerimizde

ne yasli ne geng ayrimi yapmaksizin sadece ALZ florasinin degerlendirilmesiyle, ALZ
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durumunda ¢ekirdek hiikmiinde bulunan spesifik flora diger biyolojik orneklerin
floralarindan ayrilmig, hem filum hem de proteom bazinda bu organizmalar
degerlendirilmistir. Bu kiyaslamada 22 homolog organizma ve 6 homolog proteinin
altis1 da anlamli degisen homolog protein tespit edilmis olup bu proteinlerin AH ile
olan iligkisi literatiirle desteklenmistir. Anlamli devinim sergileyen bu proteinlere
Molekiiler Fonksiyonel analiz uygulanmis ve etkilenen yolaklar, digerlerine benzer
sekilde transkripsiyon ve enerji mekanizmasi ile iligkili proteinler olarak bulunurken
simdiye kadar ki kiyaslamalarda gozlenmeyen, ¢alismalarda (182) da artis1 oksidatif
stresle iliskilendirilen pentoz-fosfat yolag: ile iliskili proteinler de tespit edilmistir.
(Tablo-14).
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Tablo 14: Homolog 22 organizma analiz tablosu

Venn semasinda sadece 3 ve 12-aylik ALZ florasindan olusan 22 organizma gosterilmektedir. Bu
organizmalarin anlamli degisen alt1 homolog proteini ve anlamli degisen bu proteinlerin, peptit sekansi
bazinda Molekiiler Fonksiyonel analizi.

UniProtID Protein adi T-test Fchange Organizma Filum
P13357 ATP synthase subunit beta 0,01 -0.88 Cellulophaga Iytica Bacteroidetes
Q9XXK1 ATPsyathase subunit alpha. mitochondrial 0,01 -0.08 Caenorhabditis elegans Metazoa
P37282 60 kDa chaperonin 0,08 049 Lactococcus lactis subsp. lactis (strain IL1403) Firmicutes
COQVCE  Probable transaldolase 0,01 191 Brachyspira hyodysenteriae (strain ATCC 49526/ WAL) Spirochaetes
AOK2Yl ATPsynthase subunit alpha 0,01 9.31 Burkholderia cenocepacia (strain H12424) Protecbacteria
A8GV24 DNA -directed RNA polymerase subunit beta 0,00 11.62 Rickettsia bellii (strain OSU 85-389) Protecbacteria
Yolak Molekiiler Fonksiyon Peplit %

Enerji Metabolizmas:1 ~ ATP binding 66.67

Enerji Metabolizmasi proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism 50

Enerp Metabolizmasi hydrolase activity 16,67

Pentoz-Fosfat sedoheptulose-7-phosphate:D-glyceraldehyde-3-phosphate 16,67

glyceronetransferase actvity

Pentoz-Fosfat aldehyde-lyase activity 16,67

Protein yvapis unfolded protein binding 16,67

[Transkripsiyon DNA binding 16.67

[Transkripsiyon DNA-directed 5'-3' RNA polymerase activity 16,67

[Transkripsiyon ribonucleoside binding 16,67

Son olarak, total venn semasinda bu kez de sadece 12-aylik ALM, ALZ ve 3-aylik
ALZ mikrobiyotasina spesifik olan homolog 30 organizma ele alinmistir. Bu homolog
organizmalar ile ileri evre hasta siireci, erken evre Tg ve normal yash floradan ayirt
edici Ozellikleri hem organizma hem de proteom bazinda ele alinip incelenmistir. Bu
kiyaslamada 30 homolog organizma ve 6 homolog proteinden 4 anlamli degisen
homolog protein tespit edilmis olup bu proteinlerin AH ile olan iligkisi literatiirle
desteklenmistir. Anlamli devinim sergileyen bu proteinlere Molekiiler Fonksiyonel

analiz uygulanmis ve etkilenen yolaklar, digerlerine benzer olarak transkripsiyon ve
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enerji mekanizmas1 ile iligkili proteinler barindirdigi gibi simdiye kadar
gozlemedigimiz glutamat metabolizmas1 ve kromatin yapisi gibi yolaklar: tetikleyen

proteinleri de barindirmistir (Tablo-15).

Tablo 15: Homolog 30 organizma analiz tablosu

Venn semasinda sadece 12-aylik ALM, ALZ ve 3-aylik ALZ florasindan olusan 30 organizma
gosterilmektedir. Bu organizmalarin anlamli degisen dort homolog proteini ve anlamli degisen bu
proteinlerin, peptit sekans1 bazinda Molekiiler Fonksiyonel analizi.

TUniProtID Protein ady T-test Fchange Organizma Filum
P00370 NADP-specific glutamate dehydrogenase 0,001 -0.56 Escherichia coli (strain K12) Proteobacteria
QB5FR6  DNA-directed RNA polymerase subunit beta'-beta” 0,046 -0.37 Cyanidioschyzon merolae (strain 10D) Rhodophvta
ASDQL2 Histone H2A4 7 0010 1.06 Meyerozyma guilliermondii (strain ATCC6260) Fungi
P75264 Putative ABCtransporter ATP-binding protein M G187 homolog 0,003 6,41 Mycoplasma pneumoniae (strain ATCC 29342) Tenericutes
ASDQL2 Histone H24 7 0023 4.49 Meyerozyma guilliermondii (strain ATCC6260) Fungi
Yolaklar Molekiiler Fonksiyon Peptit %

[Enerjt Met. IATP binding 3333

[Enerji Met. transmembrane signaling receptor activity 16,67

[Enerj: Met. hydrolase activity, acting on ester bonds 16.67

[Enerji Met. excinuclease ABC activity 16,67

[Enerjt Met. WTPase activity 16,67

[Enerji Met. IATPase-coupled polyamine transmembrane transporter activity 16,67

[Enerji Met. transmembrane transporter activity 16,67

Glutamat Met. loxidoreductase activity 16,67

(Glutamat Met. glutamate dehydrogenase 16.67

(Glutamat Met. oxidoreductase activity NAD or NADP as acceptor 1667

Glutamat Met. nucleotide binding 16,67

[Kromatin Yapist  protein heterodimerization activity 16,67

[Kromatin Yapis1  fstructural constituent of ribosome 16.67

[Transkripsiyon DNA binding 50

[Transkripsiyon metal ion binding 3333

[Transkripsiyon [DNA-directed 5'-3' RNA polymerase activity 16,67

Simdiye kadar, elimizdeki verileri 4’lii venn semasina tabii tutarak hepsinden ileri-

evre ALZ florasiyla ilgili olan homologlar alinip, projemizin amaci olan ileri-evre
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ALZ modelinde hem proteinler molekiiler fonksiyonel bazda, hem de organizmalar
filum bazinda degerlendirilerek biyobelirte¢ olabilecek molekiiler fonksiyon, protein,
organizma yada filumlara kap1 aralamis olduk. Bir sonraki basamagimizda higbir
ornekle iliskisi olmadan sadece 12-aylik ALM ve sadece 12-aylik ALZ floralarinda
bulunan organizmalar ele alinarak keskin farkliliklara deginilmistir. Bu baglamda
oncelikle bu floralarin filum diyagrami ¢ikarilmis ve yiizdelikleri kiyaslanmistir. Bu
kiyas neticesinde iki filum (Actinobacteria, Firmicutes) 12-aylik ALM florasina gore
artis gosterirken ¢ filum (Chlamydiae, Proteobacteria, Tenericutes) azalis
gostermistir (Sekil-14A). Bu baglamda tercihen yapilan oranti testine gore anlamli
filum/lar (Proteobacteria: p<0,0001) belirlenmis olup bar grafikle gosterilmistir
(Sekil-14B). Tamamen unique degerler olduklar1 ve dolayisiyla homolog organizma
barindirmadiklar i¢in ortak proteinlerden molekiiler analiz yapilamasa da unique
degerler iizerinden total bir molekiiler analiz gergeklestirilmis, homolog fonksiyonlar
belirlenerek bunlardan bir analiz grafigi olusturulup takribi bir fonksiyonel bakis
sergilenmis, enerji mekanizmasi (p=0,0333) ve protein 3-boyutlu konformasyonel
yapisi ile ilgili yolaklarda (p=0,0072) ALM florasina nazaran ALZ florasinda anlamli
bir degisim gozlenmistir. (Sekil-14C). Elde edilen markér konumundaki ileri-evre
ALZ ve ALM floral organizma ve peptit sekansi, protein bilgileriyle Tablo16 ve 17’

de gosterilmistir.

7



12m ALM

U-12-ALM U-12-ALZ

35

P<0,0001

30

25

20

15 mALZ

5
Nl | - I o

Actinobacteria ~ Chlamydiae Firmicutes  Proteobacteria = Tenericutes

78



45,00 P=0,0333 1
ho,25
0,00
P=0,0072
36,36
5,00
0,00
-
¥
= 24,56
a ’ 22,8122,81 08
o !
i 20,78
[=3] 19,48
0,00
16,88
15,00 14,28
12,99
11,69
10,00
7,79 7,719
519
5,00 3,51 3,51 3,90 3,30 3,90 3,90
2,60 2,60 2,60
175 175 130 1,30
0,00

DNA binding

RNA binding
zing ion binding

structural
RNA polymeras
structural

structural const
structural const
i

E
N
5]
=

Sekil 14: Tiim 6rneklerden filtrelenerek elde edilen ileri-evre Tg ve kontrol model analiz akisi.

A. Organizmalarin sayisina gore 12-aylik ALM ve ALZ unique organizma miktarinin Venn diyagrami
ve filum diyagraminin, bu organizmalarin filum bazinda yiizdelik karsilastirmasi. Yesil ok ALM’ye
gore ALZ’de artis1 gosterirken, kirmizi oklar azalis1 gosterir. Dikdortgen igine alinan filumlar ise o
biyolojik 6rnegin unique filumlarmi gostermektedir. B. Yiizdelik filum diyagraminin ¢ubuk grafik
versiyonu, MedCalc for proportion testine gore anlamli degisim (p<0,05) sergileyen filum:
Proteobacteria: p<0,0001. C. Cubuk grafik, 3 ALM-ALZ ve 12 ALM-ALZ unique proteinlerinin
birbirlerine gére proteom deviniminin peptit bazinda molekiiler fonksiyonel analizini gdstermektedir.
Tercihen yapilan oranti testine gore enerji mekanizmasinda (p=0,0333) ve protein 3-boyutlu
konformasyonel yapist ile ilgili yolaklarda (p=0,0072) anlamlilik g6zlenmistir. atp: enerji yolaklart, trl:

translasyon yolaklari, txn: transkripsiyon yolaklari, strc: proteinin 3D konformasyonel yapisi.
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Tablo 16: Toplam 6rneklerden sadece 12-aylik ALZ florasinda bulunan mikroorganizmanin protein

bazinda elde edilen verileri

Oranizma UniProtID
Agrobacterium fabrum (strain C58) P30779
Gloeobacter violaceus (strain ATCC 29082 ) Q7NK76
Macrococcus caseolyticus (strain JCSC5402) B9E8Q1
Methylorubrum extorquens (strain PA1) AQW2R3
Mycobacterium leprae (strain TN) Q9CD72
Vibrio vulnificus (strain YJO16) Q7MGR5
Acidovorax sp. (strain JS42) AIWCM9
Bacillus cereus (strain ATCC 14579) Q81B21
Bacteroides thetaiotaomicron (strain ATCC 29148 ) Q8A463
Burkholderia thailandensis (strain ATCC 700388 ) Q2SU20
Campylobacter fetus subsp. fetus (strain 82-40) AORR26
Campylobacter jejuni subsp. jejuni serotype O:6 (strain 81116 ) A8FL53
Chlamydia muridarum (strain MoPn ) QI9PKA7
Chloroflexus aurantiacus (strain ATCC 29364 ) BILL90
Dechloromonas aromatica (strain RCB) Q47JA5
Deinonema sp. P33168
Dictyostelium discoideum (Slime mold) P20790
Frankia casuarinae (strain DSM 45818 ) Q2JF14
Haemophilus ducreyi (strain 35000HP ) Q7VLW2
Halothermothrix orenii (strain H 168 ) B8CW?72
Helicobacter pylori (strain G27) B5Z8D0
Janthinobacterium sp. (strain Marseille) ABTAT2
Leifsonia aquatica (Corynebacterium aquaticum) QILBG2
Mycolicibacterium gilvum (strain PYR-GCK) A4TIR2
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (strain Californiakid) Q2SSW8
Neisseria meningitidis serogroup C (strain 053442) A9M1J1
Neosartorya fumigata (strain ATCC MYA-4609 ) Q4wW944
Nitrosomonas eutropha (strain DSM 101675 ) QOAF54
Oleispira antarctica Q8KM30
Pelodictyon phaeoclathratiforme (strain DSM 5477 ) B4SGC7
Prochlorococcus marinus (strain MIT 9215) AB8G4K8
Prochlorococcus marinus (strain MIT 9312) Q318Q8
Pseudoalteromonas atlantica (strain T6c ) Q15YBO
Pseudomonas putida (strain W619) B1JDX3
Pseudomonas stutzeri (strain A1501) A4VPNS8
Pseudomonas syringae pv. tomato (strain ATCC BAA-871) Q884Q3
Salmonella typhimurium (strain LT2) POA1V6
Shewanella amazonensis (strain ATCC BAA-1098 ) Al1S212
Shewanella halifaxensis (strain HAW-EB4) BOTM18
Shewanella sp. (strain ANA-3) AOKRN9
Sphingobium sp. (strain NBRC 103272) 066164

80



Staphylococcus epidermidis (strain ATCC 35984 )
Stenotrophomonas maltophilia (strain K279a)

Streptococcus sanguinis (strain SK36)

Streptococcus suis (strain 05Z2YH33)

Streptomyces lividans

Thermoanaerobacter pseudethanolicus (strain ATCC 33223 )
Thermomicrobium roseum (strain ATCC 27502 )
Thermosipho melanesiensis (strain DSM 12029 )

Thermus thermophilus (strain HB8)

Thioalkalivibrio sulfidiphilus (strain HL-EbGR?7)
Treponema pallidum (strain Nichols)

Ureaplasma parvum serovar 3 (strain ATCC 700970)
Ureaplasma urealyticum serovar 10 (strain ATCC 33699 )
Vibrio cholerae serotype O1 (strain ATCC 39541 )

Vibrio parahaemolyticus serotype O3:K6 (strain RIMD 2210633)

Q5HMB9
B2FHZ0
A3CK90
A4VUBT
P50001
BOKCJ3
BIL1H1
ABLLL1
Q5SKE6
B8GRCO
083668
Q9PPZ7
B5ZAZ4
A5F389
Q87LT4
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Tablo 17: Toplam 6rneklerden sadece 12-aylik ALM florasinda bulunan mikroorganizmanin protein

bazinda elde edilen verileri

Oranizma

UniProtID

Actinobacillus succinogenes (strain ATCC 55618 )

Anaplasma phagocytophilum (strain HZ)

Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)

Aster yellows witches'-broom phytoplasma (strain AYWB)
Bifidobacterium longum (strain NCC 2705)

Chlamydia trachomatis serovar L2 (strain 434)

Cyanothece sp. (strain PCC 7425 )

Desulforudis audaxviator (strain MP104C)

Photorhabdus laumondii subsp. laumondii (strain DSM 15139 )
Polynucleobacter asymbioticus (strain DSM 18221 )
Polynucleobacter necessarius subsp. necessarius (strain STIR1)
Pseudomonas mendocina (strain ymp)

Pseudothermotoga lettingae (strain ATCC BAA-301)
Rhodopseudomonas palustris (strain BisA53)
Vesicomyosocius okutanii subsp. Calyptogena okutanii (strain HA)
Wigglesworthia glossinidia brevipalpis

Acaryochloris marina (strain MBIC 11017)

Acidaminococcus fermentans (strain ATCC 25085 )
Acidovorax citrulli (strain AAC00-1)

Agrobacterium vitis (strain S4)

Anaeromyxobacter sp. (strain K)

Anaplasma marginale (strain Florida)

Anaplasma phagocytophilum (Ehrlichia phagocytophila)
Ashbya gossypii (strain ATCC 10895 )

Azotobacter vinelandii

Bacillus cereus (strain B4264)

Borrelia duttonii (strain Ly)

Bradyrhizobium sp. (strain ANU 289)

Buchnera aphidicola subsp. Cinara cedri (strain Cc)
Cellvibrio japonicus (strain Uedal07)

Chlamydia pneumoniae (Chlamydophila pneumoniae)
Citrobacter koseri (strain ATCC BAA-895)
Clostridium perfringens (strain ATCC 13124)

Clostridium tyrobutyricum

Cryptococcus neoformans var. grubii serotype A (strain H99 )

ABVKC4
Q2GIG1
QYFZE1
Q2NJZ2
Q8G5R1
BOB7NO
BSHMR4
B111J8
P60054
A4SUT2
BLXRX1
A4XYMO
ABF4Q8
QO7KK8
A5CVI8
Q8D202
A8ZNS4
Q59112
ALTVT1
B9JVNS
B4UDT1
BIKHO9
034191
Q75310
P40591
B7HED2
B5RM75
P06120
QO58E6
B3PK37
Q92760
ABACY?2
QOTRT2
P80583
P48465
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Cupriavidus pinatubonensis (strain JMP 134 )
Desulfovibrio gigas (strain ATCC 19364 )
Edwardsiella ictaluri (strain 93-146)

Erythrobacter litoralis (strain HTCC2594)
Escherichia fergusonii (strain ATCC 35469 )
Fervidobacterium islandicum

Francisella tularensis subsp. holarctica (strain FTNF002-00 )
Geobacter sulfurreducens (strain ATCC 51573)
Lawsonia intracellularis

Leptolyngbya boryana (Plectonema boryanum)
Methanobrevibacter smithii (strain ATCC 35061 )
Methanosarcina acetivorans (strain ATCC 35395 )
Methylobacterium nodulans (strain LMG 21967 )
Mycobacterium sp. (strain KMS)
Mycolicibacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 )
Oligotropha carboxidovorans (strain ATCC 49405 )
Onion yellows phytoplasma (strain OY-M)
Pelodictyon luteolum (strain DSM 273 )

Petrotoga mobilis (strain DSM 10674 )
Porphyromonas gingivalis (strain ATCC BAA-308)
Prevotella ruminicola (Bacteroides ruminicola)
Proteus mirabilis (strain HI14320)

Pseudomonas fluorescens (strain Pf0-1)
Pseudomonas fluorescens (strain SBW25)
Pseudomonas oleovorans

Pseudomonas syringae pv. syringae (strain B728a)
Rhizobium meliloti (strain 1021)

Rhodopirellula baltica (strain DSM 10527 )
Rickettsia conorii (strain ATCC VR-613)

Serratia proteamaculans (strain 568)

Shewanella frigidimarina (strain NCIMB 400)
Shewanella loihica (strain ATCC BAA-1088)
Shewanella sp. (strain MR-7)

Staphylococcus aureus (strain COL)

Streptomyces avermitilis (strain ATCC 31267 )
Vibrio tasmaniensis (strain LGP32)

Yersinia pestis (strain Pestoides F)

Yersinia pseudotuberculosis serotype | (strain 1P32953)

Q46WD5
T2G6Z9
C5BGV9
Q2N5Q5
B7LQ20
050341
A7TNEH6
Q74BW1
087887
Q00239
A5UKB2
Q8TMI6
B8IS79
AlUBJ4
ALTBP9
B6JES1L
Q6YPX7
Q3B622
A9BHAS
Q9S3R9
P95544
B4FOE5
Q3K600
C3K1ES
QIRIUS
Q4ZZG9
Q92N13
Q7UF84
Q92GB2
A8G8Y?2
Q07VU2
A3Q976
Q01074
Q5HHP5
Q82DQ4
B7VKY2
A4TMKS
Q663K1
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7. TARTISMA VE SONUC

AH, ge¢ baslangigli, progresif ilerleyen ve yasla karakterize demans tiirlerinin en
yaygin formudur (183). Bilindigi iizere hastalik her ne kadar yaslanma ile kendini
gosteriyorsa da semptomlar onlarca hatta belki daha fazla yillar Gncesinden
baglamaktadir (183,184). Tim beyinde goriinmesinden ziyade hipokampus ve
korkteks gibi belli bolgelerden baslayarak atrofi ile sonuglanacak bir yayilim sergiler
(184). Beyinde ortaya ¢ikmasindan evvel de i¢ dengenin sastigi kronik inflamasyonla
karakterize bazi semptomlarin bagirsaktan kdkenlenerek beyne hitkkmetmesi ile ilgili
aragtirmalart giderek biiyiimektedir (185,186). Bilindigi gibi Hipokrat’tan beri
sliregelen “her hastalik bagirsakta baglar” mottosu (65) giiniimiizde modern tekniklerle
de bir ¢ok hastaligin intestinal floral perpektifinden degerlendirilmesine zemin
hazirlamistir. Bunlardan en yaygin calisilan alan ise kuskusuz ndérodejenerasyondur
(187). Bu baglamda literatiide transgenik fare modelleri ile bagirsak-beyin aksini hedef
alan birgok genomik ve transkriptomik g¢alismalar bulunmasina ragmen (188,189),
sadece AH ile iliskisi degil nérodejenerasyonun bile etrafli metaproteom ¢alismalarina
rastlanmamistir. Dolayisiyla bu ¢alismada amag, norodejenerayonun en yaygin kolu
olan AH durumunda erken evrede ve ileri evrede, hem organizma-filum bazinda hem
de proteom devinimi-molekiiler fonksiyon bazinda tam olarak neler oldugunu
anlayabilmek ve olabildigince detayli bir analiz sergilemek olmustur. Bu baglamda
calisma konseptimiz, erken evreyi temsilen 3 aylik ve ge¢ evreyi temsilen 12 aylik 5
mutasyonlu ailesel Alzheimer hastaligi (SXFAD) transgenik ve transgenik olmayan
kontrol fare modellerinin, birbirleri ve kendi iglerindeki kiyasindan neset eden
bagirsak mikrobiyota farkliliklart ve bu farkliliklarin beraberinde getirdigi proteom
profil devinimlerinin nano sivi kromotografi ve ardigik kiitle spektrometrisi
kullanilarak arastirilmasi seklinde dizayn edilmistir (Sekil-15). Boylece hastalik
semptomlar1 kendini belli etmeden ¢ok Onceki donemlerde bagirsakta gerceklesen
mikrobiyota, proteom ve dolayisiyla molekiiler devinimler tespit edilerek hem
hastaligin olusum mekanizmasia 151k tutmak ve hem de potansiyel biyobelirteg

adaylarin1 tespit edilebilmek miimkiin olacaktir.

84



@ ALM

160
@ 3mALMU D a
NS
® ()

3-aylik 14 < > |£, 12-ayhk

@ &
ED
3m ALZ-U — 12m ALZ-U
63 150
@ T az /

Sekil 15: Tezin olusum agamasinda izlenen genel yolak.

Eldeki dort biyolojik drnegin yayin akisi numaralarla belirlenmistir. 1 numarada, 3-aylik normal flora
12-aylik normal flora ile kiyaslanmis, bu kiyaslanma neticesinde sadece 3-aylikta 107, sadece 12-aylikta
160 ve hem 3 hem de 12-aylikta 214 organizma peptit bazinda belirlenmistir. 2 numarada, 3-aylik Tg
flora 12-aylik Tg flora ile kiyaslanmis, bu kiyaslanma neticesinde sadece 3-aylikta 77, sadece 12-aylikta
189 ve hem 3 hem de 12-aylikta 159 organizma peptit bazinda belirlenmistir. Boylece, 1 ve 2 numarada
kontrol ve Tg floranin yaslanma siireci analiz edilmistir. 3 numarada ileri-evre hastalik durumuna ait
olas1 markor ve terapotik ajan belirleme maksatli sadece 12-aylik kontrole ait olan 160 organizma ile
sadece 12-aylik Tg ait olan 189 organizma kiyaslanmig; 121 tane sadece 12-aylik kontrole, 150 tane
sadece 12-aylik Tg’e ait ve 39 tane hem ALM hem ALZ floraya ait organizma bulunmustur. Ayni
sekilde 4 numarada da erken-evre hastalik durumuna ait olast markor ve terapotik ajan belirleme
maksatli sadece 3-aylik kontrole ait olan 107 organizma ile sadece 3-aylik Tg ait olan 77 organizma
kiyaslanmus; 93 tane sadece 3-aylik kontrole, 63 tane sadece 3-aylik Tg’e ait ve 14 tane hem ALM hem
ALZ floraya ait organizma bulunmustur. 5 numara da ise yaslanma proseslerinde ortak ¢ikan kontrol ve
Tg organizmlar1 da birbirleriyle kiyaslanmig ve 95 tane ortak, 119 tane ortak kontrol florasi ve 64 ortak
Tg floras1 belirlenmistir. 6 numara ise ortak erken-evreler ile ortak ileri-evrelerin kiyaslamasini
icermekle birlikte neticede ortak organizma tespit edilememistir. ALM: kontrol, ALZ: Tg, U: unique.

Homolog
Homolog

Birinci basamakta, yaslanma siireglerini 6n plana alarak erken evre ortakliklardan
kurtulup sadece yaslilik siirecinde meydana gelen mikrobiyal durumun elde
edilmesine dair gelistirdigimiz algoritmay1 baz alarak ileri evre ALM florasindan,
erken evre ALM florasinda bulunan her tiir ortak organizma ayiklanmis ve neticede
sadece ileri evre ALM florasina ait organizmalar elde edilerek yaslanma siirecinde
meydana gelen degisiklikler degerlendirilmistir. Bu siirecte erken evre floraya
kiyaslandiginda anlamli filum ve proteom profilleri devinim gostermistir. Oncelikle
ileri evre florada Chlamydiae (P=0,0207) ve Tenericutes (P=0,0067) filumlarinin
anlamli artis1 (Sekil-7C) yaslilik siirecinde bagisikligin azaldigina dikkat cekmektedir
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oyle ki; bu florada Chlamydiae pneumonia varlig1 literatiirde Alzheimer’li florada en
sik rastlanan bir organizma olmasina ragmen ¢alismalarimizda sik sik normal yaslh
florada goriilmesi buna karsilik hasta yaslilikta Chlamydia muridarum varligi bu
organizmanin literatiiriin aksine normal yaglilikta da goriilebilecegini ve belki de hasta
olmayip senile plak barindiran yaslilarin sebebiyetine delil getirebilecegini
diistindiirmektedir (190,191). Normal yaslanma siirecinde Chlamydiae filum artisi,
literatiir destegi de birlikte olmakla beraber, normal yaslanmanin aleyhine bir durum
olarak degerlendirilmistir. AH verilerimizdeki varligi ve normal olmasina ragmen
yaslt bireylerde ki varligi 12 aylik normal intestinal floranin ortamini degistirerek
inflamatuar cevabi tetikledigini, dolagima bizzat ve iriinleriyle katilarak cevabi
tetiklemeyi siirdlirdiiglinii ve beyne gecerek inflamasyonun meydana gelmesine
aracilik ettigini  disiindiirmektedir. Keza, yapilan ¢alismalarda Chlamydia
pneumonia’nin monositleri enfekte ederek inflamasyonu tetikledigi ve normal farelere
enjekte edildiginde beyinde amiloid birikimine sebebiyet verdigi gozlenmistir
(13,51,190,192). Ote yandan normal florada (193,194) diisiik miktarda var oldugu
bilinen Tenericutes filumunun artis (51,195-197) ve azahisiin (198) floraya
zarart/yarart hakkinda ihtilaflar varid olsa da literatiir esliginde ve normal yaslanma
stirecindeki verilerimize gore bu filumun ve o6zellikle M. gallicepticum tiiriiniin
yaslanma siirecinde normal seviyesine kiyasen artisi, mRNA-Ribozom kompleksi i¢in
gerekli olan gen ifadesinin promotor etkinligini azaltarak (199) intestinal proteom
profilinin devinimi ile disbiyoza katkida bulundugunu bize disiindiirmektedir. Diger
taraftan, ileri evre normal florada Proteobacteria filumunun artis1 (Sekil-7C) ve
ozellikle Helicobacter, epsilon (Campylobacter), Enterobacter ve Oligoflexia
(Bdellovibria) taxalarinin varligi, yasliligin getirisi olan dezavantajlari destekler
niteliktedir. Literatiirde artis (83,149,194,200-202) ve azalisinin (51) floraya olan
etkisinin nispi miinakagasi sdyle dursun, normal florada domine halde zaten bulunan
(193) ama ¢esitli hastaliklarin tetikleyicilerini de (Escherichia, Salmonella, Vibrio,
Helicobacter gibi) barindiran boylesi Kritik bir filumun; ¢esitliligin ve immiin sistemin
azaldig1 yaslilik siirecinde florada artmasi beklenen bir durum olsa gerektir. Filumda
artiglarin inflamasyonla iliskilendirilmesi, Bifidobacterium takviyesiyle LPS orani
baskilanan SXFAD farelerinde yapilan bir caligmayla (194) gosterilmis olup, yine ayni

farelerle yapilan fecal c¢aligmalarda LPS oranimnin yiiksek olarak gozlendigi
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calismalarla (149) pekistirilmistir. Dahasi, Proteobacteria filumunun 1L-8/10
(interlokin-8/10) ve AP 40-42 ile yakin iliskide oldugu belirtilen ¢aligmalarin (83)
stizgecinde bu filumun sadece florada degil sirkiilasyonla beyine giderek beyinde de
kolonilestigi, hatta post-mortem AH hastalarinda normal yaslilarin beyinlerine kiyasen
anlamli sekilde artis sergiledigi (203), Proteobacteria filumunun artiginin yaglanmada
ozellikle kronik inflamasyona hem bagirsaktan hem de beyinden etki ettigini gozler
oniine  sermektedir. Ozellikle bu genis filumu, subfilum seviyesinde
degerlendirdigimizde ortaya fikirlerimizi destekler nitelikte baska bulgular da
¢ikmaktadir. Ornegin, Proteobacteria filumuna ait epsilon subdivision kategorisinde
erken evre normal florada bulunmayan ve gida patojeni olarak karsimiza ¢ok ¢ikan
gram-negatif Campylobacter (204) bakteri cinsi belirmektedir. Ancak diger yandan
literatiirde sadece normal ve saglikli insan/hayvan florasinda bulundugu iddia edilen,
bizim galismalarimizda da ileri evre floraya has olan Oligoflexia subfilumuna ait
Bdellovibrio bacteriovorus varligi, hayatta kalmak i¢in diger gram-negatifleri avlayan
ve populasyon dengeleyici olarak gorev yapan bir bakterinin (205), yaslanma
stirecinde floray1 dengede tutmaya calisan az sayida faydali bakterilerden biri olarak
karsimiza ¢iktigini da diisiindiirmektedir. Diger bir deyisle, avci bakteri statiisiindeki
bu organizmanin ¢ogalmasi zararli organizmalari yiyerek mikrobiyotanin en azindan
normal siirlardaki yaslilik stirecinde optimum kosullar1 saglayan kronik inflamasyon
dongiistine girmeyi engelleyen iyi tiirler oldugunu kanitlar niteliktedir. Normal
yaslanma siirecinde elde ettigimiz floral verilerde dikkat ¢eken baska bir nokta ise
neurospirochetosis’e sebep olan (206-208) ve beyinde atrofi ve mikrogliosis
vasitasiyla AH ile iliskisi kanitlanan Spirochaetes filumunun, demansa birincil sebep
olan yaslanma siirecinde anlamli sekilde diisiis sergilemesidir (Sekil-7C). Bu durum
bize, kronik inflamasyon dongiisiine sebep olan bakteriyel filumlarin yetersizliginin
normal yaslanma florasim1 AH florasindan ayirt edici bir durum olarak
diisiindiirmektedir. Bunun yamisira AH gibi semptomlari, metabolitlerle mikroglia
aracili inflamasyonu azaltarak diisiirdiigii c¢alismalar1 ile bilinen Acidobacteria
(209,210) artisinin, ¢ekirdek mikrobiyota da eser miktarda varligi bilinen artmasi
durumunda BMAA (B-N-methylamino-l-alanine), saxitoxin ve anatoxin-o gibi
norotoksin TUreterek norolojik hastaliklara ve Ozellikle AH riskine sebep olan

Cyanobacteria (83,144,203,211,212) diisiistiniin, biitirat gibi faydali bir molekiiliin
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olusumundan sorumlu olarak AH florasina bile pozitif etkisi olmakla birlikte,
literatiirde flora ilizerine faydasi ve zarar1 tartismali olan 12 aylik normal fare florasina
unique olarak gozlemledigimiz sirasiyla Thermotogae (213) ve Verrucomicrobia
(51,147,194,195,202,214-217) filumlarinin normal yaslanmada kronik enfeksiyona
kars1 direngte rol alan dengeleyici filumlar oldugunu da diisiindiirmektedir (Sekil-7C).
Ayrica Alois Alzheimer ile ayn1 zamanda hastalig1 kesfeden ve bunu bir vaka degil on
iki vaka ile yapan Dr. Fischer’inde i¢inde oldugu bir ¢ok calismada belirtildigi gibi,
beyinde bekteriyel koloni olusturdugu, inflamasyona birinci dereceden sebep olan ve
AH  flora ile  beyinde  anlamli  artis  gosteren  Actinobacteria
(147,174,202,203,215,216,218) filumunun ALM florada artisi, c¢ekirdek
mikrobiyotada var olan ancak artiginin LPS ve inflamasyonla yakindan iliskisi olan
gram negatif Bacteriodetes (51,83,216,217,219,220,149,193-195,200,201,214,215)
filumunun artisi, ve bakteriyel amyloid iiretimi yapan, AH ile de yakindan iliskili olan
Chloroflexi (217,221-225) filumunun artisi, simdiye kadar yaslilik ve demans
arasindaki ince dengenin floranin gelisigiizel degil bilingli, yeterli ve gerekli bir
dagilim sergiledigi seklinde hipotez ettiklerimizi dogrular niteliktedir (Sekil-7C). Son
olarak literatiirde varligina rastlamayip verilerimizde ileri evre florada goriilen ve
erken evre AH flora igin anlamli goézlenen Chlorobi filumunun artigi, yine
verilerimizde sadece erken evre AH ve normal yasli floralara ait Dictyoglomi
filumunun varhig1 ve ayrica 3 ayliga gore 12 aylik normal verilerimize has, kronik dis
iltihaplanmalarinda yiikselerek biligsel bozulmada énemli gorevi oldugu belirlenen
Nitrospirae (226) filumunun varligi hipotezimizi destekleyerek bu filumlarin normal
yaslanma ve demans arasindaki ince dengeyi saglayan markor filumlar olabilecegini
diisiindiirmektedir (Sekil-7C). Oyleki; AH ile yakindan iliskili ama orani yiiksek
olmayan ve biligsel bozuklukta da gorev alan bu bakteriler yashlikta kritik olmayan
demans benzeri vakalarin ve AH’ye sebep olmayan ama varligi bilinen plaklarin
aciklayicisit niteligindedir adeta... Yaslilikta domine olan AH ve benzeri bilissel
gerilemede rol alan filumlar yashligin kaginilmaz kaderi gibi gériinmektedir. Ancak
dengeleyici filumlarla kronik inflamasyon dongiisiine girmeyen sistemin, bu kronik
inflamasyon meydana gelmedigi icin normal yaslanma prosesini gerceklestirdigini
diisiinmekteyiz. Tiim bu bakteriyel degerlendirmelerin 1s18inda normal yaslanma

prosesinde meydana gelen molekiiler fonksiyonel degisiklikler de hipotezimizi
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literatiir 1s1¢inda  dogrulamaktadir. Zira molekiiler fonksiyonel degisimlere
bakildiginda zararl1 bakteriyel devinimin en hasar yarattigi yolaklar olan
transkripsiyon, translasyon ve proteinin konformasyonel yapisi ile iliskili
yolaklarindaki artis ve azalislar birbirlerine gére anlamlilik sergilerken enerji ve
aminoasit mekanizmasindaki yolaklarinda birbirlerine gore var olan degisimleri

gbzden kagmamustir (Sekil-7D).

Algoritmamizin ikinci kismi normal siirecin degiskenliklerini gozlemlerken ayni
sekilde hastanin yaglanma siirecini de gozlemlememize kapi agmistir. Normal
yaslanma siirecinde anlamli degisimler nispeten az ve stabilizasyon domine
durumdayken hastanin yaslanma siirecini temsil eden modellemelede bu durum
degisken ve dengesiz bir hal almig, normal yaslanmada gozlenen cesitlilik ve ileri
evreye has olan yeni organizmalarin varligt meselesi hasta yaslanmada
gbzlenmemistir. Diger bir deyisle filum bazinda floral ¢esitlilik varyanst hemen hemen
hi¢ olmamasina ragmen bazi filumlarin miktarlar1 erken evrede ki Tg hasta modeline
gore anlamli artis sergilemistir. Oncelikle tercihen uygulanan oranti testine gore
anlamli ¢ikan filumlar kritik edildigi zaman literatiirde artis1 zararl gdziiken filumlarin
verilerimizde anlamli artisina sahit olunmaktadir. Cekirdek florada domine olan
(147,218), ancak dengesiz artisi, Fischer’in deyimiyle, hastaligin en Onemli
sebeplerinden olan, bakteriyel AP {iretip tiiketen bakteriler arasinda iinlenen,
inflamasyonla iligkili Actinobacteria (13,216,217,221,224,227,228), eser miktarda
artisinin norotoksisiteye sebep oldugu bilinen Cyanobacteria (83,144,227,229,230),
ihtilaflar olmakla birlikte (195,219,231) basta 5SXFAD olmak iizere fare deneylerinde
Tg farelerin mikrobiyotasinda inflamasyonla karakterize yiikselis gosteren ve AH
florasinda domine bulunan ancak hastaligin orta evrelerinde diisiisle karakterize olan
Firmicutes  (69,83,220,225,232-235,106,108,147,149,194,201,214,216),  firsatc1
patojen gram-negatif bakterilerin ¢ogunlukta oldugu ve IL’ler LPS’ler ve off 1-
40/42’1er ile bile artis1 korele olan Proteobacteria (83,147,149,194,195,200—
202,217,218) ve artis1 norospiroket adi ile literatiire kazinmis Spirochaetes (206—208)
filumlarinin verilerimizdeki artis1 hastaligin yaglanma siirecini temsil eden 3-ayliktan
12-aylhiga dogru kiyaslamalarinda yani ileri-evrede anlamli artis gostermesi simdiye

kadar yapilmis ¢aligmalarla verilerimizin dogrulugunu kanitlar niteliktedir (Sekil-8C).
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Bunun disinda  yine artisi inflamasyonla iligkili Bacteroidetes
(83,147,149,194,195,200,216,217,219), mikrobiyal amiloid iireterek Tg farelerde
domine halde bulunan aerobik termofillerden Chloroflexi (217,221-225) ve bizce
etkisi florada dengeyi saglamak olan Verrucomicrobia (51,147,194,195,202,214-217)
filumlarinin arti1 ile verilerimizde sirasiyla normal yasl ve geng florasinda varligi
asina olunan Fusobacteria, ki ayrica agiz florasinda baskin bulunan bir filumdur (236),
ve Tenericutes (51,195-197) filumlar1 ile flora i¢in faydali olan biitirat kaynagi
Thermotogae (213) filumlarinin azalis1 ileri-evre hastalik durumunda florada
inflamasyonu hem ESS hem MSS olarak birgok mekanizmayi tetikleyecek deliller
seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil-8C). Ote yandan literatiirde karsilasmadigimiz
Aquificae ve Chlorobi artig1 diger verilerimizle karsilastirmalarimiz neticesinde sadece
normal yaslanmada meydana gelen muhtemel inflamasyonlar sonucu mutedil bir artisa
sebebiyet gosteren bir markor olarak disiintilebilir (Sekil-8C). Bunun yanisira
ekstremofiller adiyla bilinen c¢evresel tehlikelere karsi direng gosteren gram negatif
Deinococcus-Thermus (237) filumunun literatir zemini olmaksizin eldeki
verilerimizde ALZ modele yatkinligi nedeniyle daha fazla arastirilmasi sonucuna
varmaktay1z (Sekil-8C). Son olarak literatiir destegi olmayan ancak veriler igerisindeki
3-aylik Tg vs. 12-aylik Tg ile 12-aylik kontrol vs. 12-aylik Tg modellerindeki
kiyaslamalarimizda, ileri-evre  Tg modeline wunique sekilde bulunmasi,
Coprothermobacterota filumunun ileri-evre hasta florada markor olabilecegini
diistindiirmektedir (Sekil-8C). Filum bazindaki incelememiz yerini molekiiler
fonksiyonel perspektife birakmis, normal yaslanma prosesinde gézlenen anlamli artis
ve azalig devinimleri enerji mekanizmasi ve transkripsiyon yolaklari seklinde hasta
yaslanma modelinde de gozlenmistir. Artis gosteren yolak proteinleri azalan skalaya
nispeten ciddi bir floral devinim sergilemistir (Sekil-8D). Aminoasit metabolizmasinin
da azalma sergiledigi bu incelemede, gozden kagmamustir. Anlasilan o dur ki,
yaslanmayla beraber filum bazinda bakteriyel degisim floranin inflamasyonu
tetikleyecek bakterilerin domine olmasiyla karakterize bir haldedir. Normal yaslanma
prosesinin molekiiler analizinde hakim olan transkripsiyon mekanizmasina etkiyen
proteinlerin anlamli degisimi Tg yaslanma modelinde de gozlenmis, bu durum bize
molekiiler perspektifte transkripsiyon yolaklarinin demansa kayan yaslanma ve

hastalik durumlari i¢in dikkat edilmesi gereken markdr mesabesinde bir mekanizma
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oldugunu diisindiirmiistiir. Bu baglamda genel bir 6zetleme yapmak gerekirse hasta
modelde yaslanmaya dogru bakteriyel artis ile karakterize sekilde hastaligin
siddetlenme bi¢imi ortaya ¢ikmakta olup, bu eksesif artisin zararli filumlarla kendini
gosterdigini; tercihen anlamli yada anlamli olmayan artislara, inflamasyonu tetikleyen
ve genelde gram negatif bakterileri bulunduran filumlarin sebep oldugu, azalan
filumlarin ise yararli filumlar oldugu goézlemlenmis olup, bu Tg yaslanma prosesi
modelinde bu filumlarin ve 6zellikle Aquificae, Chlorobi, Deinococcus-Thermus ve
Coprothermobacterota filumlarmin markor olabilecegi bazinda ileri ¢alismalar
yapilmasi gerektigi disliniilmektedir. Molekiiler a¢idan hasta yaslanma modelinde
transkripsiyon ve enerji mekanizmasinin ciddi sekilde etkilendigi anlamli artig ve
azalis devinimlerine farkli taksonlarin da etki gostermesi, yolaklarda markoér yada
terapotik ajan mesabesindeki olasi proteinlerin kesfi acisindan, molekiiler floral analiz

bazinda daha defaatli ve derinlemesine arastirmay1 zorunlu kilmaktadir.

Belirledigimiz algoritmanin iiglincli, basamagi yaslanma siireclerinde erken-
evrelerinden filtrelenmis olan sadece ileri-evreye has olan Tg ve kontrol floralarin
kiyaslanarak bir nevi yaglanmada hastalig1 tespit edebilecek markdr mesabesindeki
mikroorganizmalari bulmaktir. Bu dogrultuda ilk iki basamak neticesinde erken
evrelerinden filtrelenerek elde edilen 12-aylik Tg ve kontrol floralar birbirleriyle
kiyaslaninca filtrelenmemis total ileri-evre floradan nispeten farkliliklar gézlenmekle
birlikte hemen hemen ayni sonucu verecek bulgular elde edilmistir. Bu baglamda
nispeten markor tespiti amagladigimiz kiyaslamada ileri-evre Tg florada tercihen
uygulanan oranti testine gore Actinobacteria ve Firmicutes anlamli artis1 ile
yiizlesmekteyiz. Daha Onceki basamaklarda da defaatli vurgulanan bu iki filumun
artig1 kronik inflamasyonu tetikleyecek olan bakterileri barindirmakta, kontrol florada
gozlense bile makul seviyenin iizerine ¢iktiklar1 zaman floral disbiyozisi tetikleyerek
olas1 inflamatuar cevabi tetiklemektedir. Bunun yaninda bakteriyel amiloid tiretimiyle
iligkili ve Tg faredelerde dominant halde bulunan, bizim verilerimizde de yaslilik,
hasta yaslhlik, ileri-evre hastalik modellerinde sirasiyla artis ve erken-evre hastalik
modeli ile tiim biyolojik Orneklerden filtrelenerek olusturulan 12-aylik saf ALZ
modelinde unique gozlemledigimiz ve bu sebeple markor olabilecegini kritik ettigimiz

Chloroflexi, i¢erisinde enterobakterler gibi firsatg1 patojenleri barindiran, literatiirle ve
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verilerimizde hastalik ile yaslilik modellerinde artisini, homolog kiyas ve saf 12-aylik
ALZ florasinda azalis gdzlemledgimiz, miktarini kritik addettigimiz Proteobacteria,
Fischer’in de tespit etmesiyle artis1 noérospiroket deyimi ile karakterize olan
Spirochaetes ve yararli yada zararli oldugunda ihtilaf gozlenen, verilerimizde ise
yaslilik ve hastalik modellerinde defaatli artis yada unique sekilde gozlemledigimiz
Verrumicrobia artiglar1 da hipotezimiz dogrulamakta ve inflamasyonla bu denli iliskili
olan filumlarin Tg modellerde miktarmin nispeten fazla oldugunu gozler Oniine
sermektedir. Soru isareti olarak degerlendirilebilecek olan, Alzheimer’a sebebiyette
etken olarak goriilen Chlamydiae filumunun erken-evre Tg modelde unique olarak
goriilmesi disinda genel bir azalig sergilemesi disiindiirmekle birlikte daha dar
taxonda degerlendirildigi zaman verilerimizde, literatiirde hastaliga asil etken olarak
goriilen Chlamydia pneumonia tiiriiniin degil C.muridarum tiriiniin yer aldigini
gormekteyiz, bu durumda azalisinin anlamsiz oldugunu sdylemek abesle istigal
olmaktadir. Bunun haricinde literatiir desteginden yoksun olan Chlorobi filumunu
diger verilerimizle kiyasladigimizda kontrol yaslanma ve Tg yaslanma ile nispi artis
gosterip ileri-evre ve toplam Tg-kontrol kiyasarinda azalirken, erken-evre kiyasta
nirengi noktamizi katlayacak sekilde artis gostermesi bu anaerobik fotoototrofik
yasayan yesil kiikiirt bakterilerinin erken-evre Alzheimer florasi igin markor
olabilecegini disiindiirmektedir. Bunlarla birlikte ileri-evre modellerde azalis ama
genel Tg tablosunda ¢ekirdek florada artig gosteren Tenericutes filumununun erken-
evre ALZ modelde unique bulunmasi, bu filumun markor olarak baz alinabilecegini
diisindirmektedir. Son olarak biitirat {ireten bakterilerden olan, floraya biitiratin
pozitif etkisi oldugunu belirleyen literatiir ile verilerimizde normal yaslanmada da
dengeleyici olarak unique karakter sergiledigini diisiindiigiimiiz Thermotogae
filumunun hastalik modellerinde azaligla karakterize olmasi, bu filumun hem terapétik
ajan hem de marker olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Son olarak ileri-evre
ALZ modelde hastalik yasliliginda gozlendigi gibi Coprothermobacterota ve sadece
ileri-evre ALZ ile iliskili durumlarda goriilen Deinococcus-Thermus filumlarinin
unique varligr bu filumlarin daha fazla arastirlmasinin yaninda ileri-evre markor
niteliginde filumlar oldugunu sergilemektedir. Molekiiler fonksiyonel analizlerle
beraber 6zetlemek gerekirse; genel olarak bakteriyel anlamli artis ile karakterize olan

ileri-evre ALZ modelde tercihen anlamli yada anlamli olmayan artislara, inflamasyonu

92



tetikleyen ve genelde gram negatif bakterileri bulunduran filumlarin sebep oldugu,
azalan filumlarin ise yararl filumlar oldugu tespit edilmis olup ileri-evre hasta ve
kontrol kiyast yapilan modellerde bu filumlar ve o6zellikle Chloroflexi,
Verrucomicrobia ve Coprothermobacterota filumlarinin markor olabilecegi bazinda
ileri  caligmalar yapilmasi gerektigi  disiiniilmektedir. Molekiiler acidan
degerlendirildiginde ileri-evre kiyaslamada tipki bir 6nceki detayli analizlerimizde
oldugu gibi transkripsiyonun etkilendigi ve bu devinime farkli taksonlarin da katki
saglamasi, transkripsiyon mekanizmasinin markor yada terapotik ajan mesabesindeki
olas1 proteinlerin kesfi agisindan, molekiiler floral analiz bazinda daha defaatli ve

derinlemesine aragtirmay1 zorunlu kilmaktadir.

Hikayemizin dordiincii basamaginda sirasiyla 12-aylik ALM ve ALZ floralarindan
filtrelenen ve bu floralara gore elde edilen unique 3-aylik ALM ve ALZ floralar
birbirleri ile kiyaslanmistir. Yani erken-evre hasta ve kontrol mikrobiyota kiyaslamasi
gerceklestirilmistir. Netice itibariyle literatiir destegi gormedigimiz ama bizim
verilerimizde Tg modellerde sik¢a karsilastigimiz Chlorobi, ve verilerimizin destegi
ile dengede olmas1 gerektigini diislindiigiimiiz, artis ve azalisinin disbiyosizle iliskili
oldugunu kritik ettigimiz literatiir destekli Proteobacteria artiglar1 erken-evre
kiyaslamalarimizda tezimizin amacini daha da aydinlatmistir. Bununla birlikte, ileri-
evre ALZ modelleri igeren her kiyasta anlamli artisina yada unique bulunmasina sahit
oldugumuz, ancak yasla iligkilendirilmeyen yada erken-evre kiyaslamalarda bulunan
Actinobacteria, Cyanobacteria ve Firmicutes filumlarinin azalmalari, bize bu
disbiyosizde etkin rol alan filumlarin, sadece hastaligin en siddetli donemi olan yaslilik
evresinde artis gostermesi hasebiyle bu artisinin ileri-evre markor olarak
degerlendirilmeye siddetle aday olarak gosterilmesi gerektigi inancin1 dogurmustur.
Zira bu filumlar her dort biyolojik drnektede bulunabilen filumlardir, esas kritik nokta
sadece ileri-evrelerde eksesif artisina denk gelmemizdir. Ilging olan baska bir nokta
ise verilerimizde normal yaslilik ve ileri-evre ALZ durumlarinda had safhaya ulasan,
literatirde ALZ ile iliskilendirilen ve eksesif AP iiretimi yapabilen Chloroflexi
filumunun erken-evreler kiyasinda ALZ florasinda unique karakter sergilemesi, tim
biyolojik orneklerden filtrelenmis saf 12-aylik ALZ filumlarinda unique karakter

sergilemesi ile korelasyon gostermekte ve hastaligin emaresinin klinik olarak tespit
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edilemedigi evrelerde bu filumun markér mesabesinde degerlendirilmeye aday
oldugunu siddetle vurgular niteliktedir. Ayni sekilde ileri evreler harici genel ALZ
florasinda artis ile karakterize olan, literatiir destekli Tenericutes filumunun da erken-
evreler kiyasinda ALZ florasinda unique karakter sergilemesi klinik tabloda erken
evrede markor olarak aranabilecek filumlardan oldugunu kanitlar niteliktedir.
Molekiiler fonksiyonel analizlerle beraber ozetlemek gerekirse, erken-evredeki
bakteriyel azalma ile floral ¢esitlilikteki artis tipki ileri-evre kiyastaki gibi ters
korelasyon gostermektedir. Bu kiyaslamayla beraber, Actinobacteria, Cyanobacteria
ve Firmicute filumlarinin artiglarinin ileri-evre ALZ model i¢in markor olabilecegi
hipotezimiz pekismis, Chloroflexi ve Tenericutes filumlarinin erken-evre i¢in markor
olacag: ihtiya¢ duyulan ileri ¢alismalar olmak kaydiyla nispeten dogrulanmistir.
Molekiiler agidan degerlendirilecek olursa artan ve azalan sklalarda ayni yolaklara
rastgelinmemistir. Bunun sebebini floranin tam olarak disbiyoz olmadig1 diisiincesiyle
harmanlamay1 dogru bulmaktayiz. Zira ileri evrelerde sasmaz sekilde bazi ayni
yolaklarda dengesiz artma ve azalma go6zlenirken erken-evrede bu durum
gozlenmemistir. Bununla birlikte artan skala aminoasit ve enerji mekanizmalar: ile
karakterizeyken azalan skalada bu durum transkripsiyon ve trasnlasyon gibi santral

mekanizmalara yerini birakmistir.

Besinci basamakta yastan bagimsiz sekilde bir degerlendirme yapmis bulunmaktayiz.
Bunun akabinde de 12-aylik ALZ ile iliskisi olan her kiime ayr1 ayri hem filum hem
de proteom bazinda ele alinarak incelenmistir. Bu baglamda 6ncelikle ALM ve ALZ
yaglanmalarina dogru homolog ALM ve ALZ organizmalar1 kiyaslamaya tabi
tutulmustur. Amag yastan bagimsiz bir sekilde ¢ekirdek hitkkmiinde bulunan ALM ve
ALZ floralarinin nasil degisim sergiledigini anlamaktir. Bakteriyel diisiisii bu
kiyastada gérmemizle birlikte bu zamana kadar ya erken evrede yada ileri-evrede ne
tir degisimler oldugunu gordiik ve takribi bir hipotezde bulunduk ancak homolog
kiyas bize genel anlamda farkli bir konsept sunmustur. Diger kiyaslamalarda artisina
literatiir destegi ile de asina oldugumuz filumlarin bu kiyaslama ile azalmasina sahit
olduk, bu azalmalar minimum %31’lere varacak sekilde sabit bir ilerleme
kaydetmektedir. Tercihen yapilan oranti testine gére Proteobacteria azalisi anlamli

bulunmustur. Bunun yaninda azalis/artisi literatiirde ihtilafli filumlardan bazilarinin bu
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kiyasimizda azaldig1 ancak yasla karakterize kiyaslarda artis sergiledikleri, ayrica
Tenericutes gibi ileri-evrede tekrarli azalislar1 ancak erken-evrede unique bulunup
genel kiyasta artis gostermesi bu belirsizligi destekler niteliktedir. Bununla birlikte
muhtelif kiyaslamalarimizda Firmicutes gibi ¢ok yonlii bir filumun degisiklik
gostermesi, bu filumla ilgili ileri analizler yapilmasimi gerektirmektedir. Hasili, bu
kiyas ile hipotezimiz o dur ki, daha dnce de vurgulandigi gibi dengeleyici miktarda
bulunan filumlarin dengesiz artis ve azalislari disbiyosizi etkilemektedir. Bu baglamda
klinik olarak nasil ki kan ve vitamin degerlerinin makul bir aralig1 vardir, defaatli
arastirmalar neticesinde gut filumlari i¢in bdyle bir aralik belirlemek ve dengesiz
araliklara sahip bireylerde markor niteligindeki filumlart goézlemlemek basta AH
olmak iizere bir ¢ok olasi hastalik i¢in tedbir niteliginde makul bir yaklasim olacaktir.
Toplam venn semamizda kiyaslamalarin kalbi niteliginde degerendirdigimiz 95
organizma ile 12-ALZ floral model ile iliskili ¢ikarimlara basladik. Daha o6nce
vurgulandigi gibi, 95 organizma bize 4 biyolojik drnekte ortak bulunan organizmalari
vermekte bunun 13’1 ortak UniProt ID’ye sahip olup ancak 4 tanesi anlamli degisim
sergilemekteydi. Bu proteinlerin (DNA-directed RNA polymerase subunit beta’,
Rubrerythrin, Ketol-acid reductoisomerase, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) hem filum hem molekiiler analizi ile su sonuglara varilmistir: ilk iki
protein Proteobacteria filumuna ait olup anlamli azalmis, son iki protein Firmicutes
filumuna ait olup anlamli artmigtir, Q30X04 (DNA-directed RNA polymerase subunit
beta’) proteininin dogrudan AH ile iligkisine dair detay bulamamis olsak da yapilan
bazi hasarlardan yola ¢ikarak ALM'ye gore anlamli azalmasint DNA kompozisyonuna
negatif etki etmekte oldugunu (238,239), P24931 (Rubrerythrin) proteininin anlaml
azalmas1 oksidatif strese karsi koruma 6zelligi azaldigindan dolay1, ortamin bakteriyel
istilaya daha erisilebilir hale geldigini (240) gostermektedir. Ote yandan B2UYT8
(Ketol-acid reductoisomerase) proteinin ALZ'de ALM’ye goére anlamli artmasi,
antiparazitik 6zelligi olan diaminlerin ketolasit gibi non-parazitik enzimlere miidahale
ettigini gosteren bir ¢alismadan da anlasildigina gére ALZ florasinda da beklenen bir
durumdur (241-244). Aym sekilde POCOG6 (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) proteininin ALM'ye goére ALZ’de katlarca artis gostermesi; bu
proteinin AR amyloidogenesis'i hizlandirdigini, LOAD riski ile iligkili oldugunu, B-
APP ile iliskisinin GAPDH yapisin1 degistirdigini ve apoptotik yolaklar1 tetikledigini
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belirten literatiir ¢aligmalarinca desteklenmis ve verilerimizi dogrulamistir (245-250).
Molekiiler analizler de bize en bagtan beri tekerriir sekilde gozledigimiz transkripsiyon
ve enerji yolaklarmin ¢iktisin1 ve verilerimizde yer yer karsilastigimiz glukoz ve

aminoasit yolaklarinin ¢iktisini vermistir.

3-12-aylik ALZ ve 3-aylik ALM kombinasyonunda ortak goriilen 12 organizma ve
anlamli ¢ikan 4 proteini (ATP synthase subunit alpha, 50S ribosomal protein L16,
Elongation factor Tu, DNA-directed RNA polymerase subunit beta') 12-aylik ALZ
florasinin erken-evre hasta ve kontrole kiyasla nasil bir degisim sergiledigini, bu
degisimin birbirleriyle ortiisiip ortiismedigini gdstermek agisindan degerlendirilmistir.
Anlamli degisen proteinlerin filumlarinda goze carpan literatiirde kargilagsmadigimiz
ancak verilerimizde ALM ile karakterize olan Elusimicrobia olmustur. Bu filuma ait
olan B2KEXO (ATP synthase subunit alpha), Alzheimer vakalarinda yalniz yada tau
ile kiimiilasyon gostermesinin yanisira, serebral glikoz metabolizmasi ile mitokondrial
oksidatif fosforilasyonu bozmakta ve yasla es kontrollerinden daha az lipoksidize
olmakla birlikte bu proteinin aktivitesinin yasla es kontrollerinden daha diisiik oldugu
ve oksidatif stresi tetikleyerek enerji liretimine neredeyse ket vurarak biyoenerjetik
miidahalelerde bulundugu bizim verilerimizle de korelasyon gostermistir (251-254).
A1JS27 (50S ribosomal protein L16) protein yapisinin literatiirde erken AH ile
iliskisinde oksidatif stresin poliribozom kompleksine ket vurdugu belirtilmekle
birlikte bizim verilerimizde erken ve ileri evrede anlamli degisimi, biiylik ve kiiglik
ribozom birimlerini siklikla gozlemlememiz ve farkli alt {initelerinin farkli hastalik
seviyelerde anlamli sekilde azalip artmasi bu ifadeyi dogrulamaktadir (255,256).
Dahasi ribozom kompleksi igindeki ribozomal RNA miktarinda biiyiik bir diisiis
oldugunu gosteren bir ¢calisma, hem MCI (Mild Cognitive Impairment) hem de AH'de
azalmis protein sentezinin bir aracisi olarak ribozom igindeki RNA degisikliklerinin
giiclii bir rol oynadigini belirterek tezimize adeta destek olmaktadir. Diger yandan
P42480 (Elongation Factor Ef-Tu) proteinin bizim verilerimizde artis gdsteriyor
olmasi, yakin zamanda yapilan ¢alismalarda Ef-Tu proteinin protein karbonilasyon ve
oksidasyonuna neden olmasi, ve bu durumun AH beyninde oksitlenmis proteinleri
tanimlayan ¢alismalarla uyumlu olmasiyla korelasyon gostermektedir (242,257-260).

Molekiiler analizlerde bu kombinasyonun en ¢ok yine transkripsiyon ve enerji
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mekanizmasi basta olmak tizere translasyon yolaklarinin da etkilendigi goriilmektedir.

Sadece 12-aylik ALM ve ALZ’nin Ortiistiigli 39 organizma ve anlamli 8 proteini de
ayni sekilde degerlendirilmistir. 4 tanesi, yolaklarda ¢ok rastgeldigimiz transkripsiyon
proteinlerinden olan ve yukarida nasil etki gosterdigini belirttigimiz DNA-directed
RNA polymerase subunit beta' proteini ve ayrica 2 tanesi yine bahsettigimiz Ketol-acid
reductoisomerase ile bu kez ATP synthase subunit beta formu olan proteinden
olusmakla birlikte Proteobacteri ve Firmicutes filumlarina ait 60 kDa chaperonin ile
Glucose-6-phosphat isomerase proteinleri 39 organizmali ileri-evreler kiyasinda
anlamli sekilde karsimiza ¢ikmustir. Bu baglamda Q8KTSO (60 kda chaperonin)
proteininin stres karsiti olarak ve 6zellikle amiloid toksisitesi nedeniyle néronlarin
dejenere olmasini 6nleyebilicegine dair ¢alismalar; verilerimizde bu proteinin saf 12-
aylik ALZ ve ALM kiyasimizda, 12-aylik ALM’ye gore anlamli sekilde artmasi
neticesinde disbiyosizin tetikledigi kronik inflamasyon ve oksidatif stres ile
karakterize olan floral bir ortamda saperonlarin aktif sekilde artmasi ile pararlellik
gostermektedir (261-264). P64195 (Glucose-6-phosphat isomerase — G6PI)
proteininin, oksidatif durumlarin bas gosterdigi AH'da, glucose-6-phosphate
vasitasiyla pentose shunt’inin olusmasi bu duruma ket vurmak {izere aktive olan bir
sistem olarak yapilan c¢alismalarla karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumda verilerimizle
kiyaslama yapildig1 zaman G6PI artis1 bu ve benzeri ¢aligmalarla paralellik gostererek
desteklenmektedir (265-268). Ayrica yapilan molekiiler analizlerde de basta yine
transkripsiyon ve enerji metabolizmasi olmak {izere bu kez de glukoz ve aminoasit
metabolizmalarinin etkilendigi gdézlenmis, bu durum bize kiimenin kalbi olan 95
organizmanin molekiiler analizine paralel seyirde gittigini goézlemleme firsati

vermistir.

Sadece 3 ve 12-aylik ALZ florasinin Ortiistiigli baska bir kiyasta 22 organizma ve 6
anlamli proteini gozlenmis ve kritik edilmistir. Bunlardan ATP synthase subunit beta,
ATP synthase subunit alpha-mitochondrial, 60 kDa chaperonin (GroEL protein), ATP
synthase subunit alpha, DNA-directed RNA polymerase subunit beta proteinleri genel

anlamda diger kiyaslarda da gozlemlenmis ve literatiirle baglantisal sekilde
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aciklanmisti. Bu kiyasta farkli olarak Probable transaldolase proteini tespit ve kritik
edilmistir. Bu baglamda COQVCS8 (Probable transaldolase) proteini pentoz-fosfat
yolunda metabolitlerin dengesi i¢in olduk¢a O6nemlidir. Oksidatif stres durumunda
indiiklendigini gosteren c¢alismalar, bilissel bozukluk gosteren drosophila model
organizmalarinda fonksiyonel kategoride de yer alan bdylesi etken bir proteinin
verilerimizde anlamli artis gdstermesiyle uyusmaktadir. Oyle ki, oksijen-treated edilen
deneklerin kognisyonu giliclenmis, ve i¢inde transaldolazin da bulundugu bir grup
proteinin bu durumla ters korelasyon gosterdigi saptanmustir (269-271). Fonksiyonel
analizimiz transkripsiyon ve enerji metabolizmasi ekseninde bu kez de pentoz-fosfat

yolaklarinin etkilendigini gostermistir.

Son homolog gezintimiz 30 ortak organizma ve 4 anlamli protein bazinda 12-aylik
ALZ ve ALM ile 3-aylik ALZ 6rneklerinin kiyaslamasi ile neticelenmistir. Bunlardan
DNA-directed RNA polymerase subunit beta'-beta” proteini kiyaslamalarda genel
anlamda tespit ve kritik edilmistir. Bu baglamda her ne kadar literatiirdeki PO0370
(NADP-specific glutamate dehydrogenase) igerikli glutamat dehidrojenaz enzimi
caligmalar1 bizim verilerimizle ters korelasyon gosterse de anlagilan o dur ki bu protein
tizerine daha fazla arastirma yapmak hem bu ve benzer ¢aligmalari aydinlatacak hem
de olaya farkli bir perspektiften yaklagmamizi saglayacaktir (272-274). Diger yandan,
histon modifikasyonlari ve AH ile ilgili yapilan galismalardan da anlasildigina gore
anlaml azalis ve 6zellikle artiglar1 kognisyona negatif etki gostermekte ve dgrenme
melekelerine ket vurmaktadir (275,276). ASDQL2 (Histone H2A.Z) bir histon varyanti
olarak, genlerin promotorunda zenginlesip onlar1 baskilar (277). Bu da, bu ve benzeri
histonlarin artisi ile bellek konsodilasyonu i¢in gerekli gen ifadesinin baskilanmasina
neden olacaktir (278). Yapilan bir ¢calismada H2A.Z varyantinin hipokampala spesifik
translasyon sonrasi modifikasyon degisimlerinin histon dinamiklerinde AH
patogenezi ile iligkili anormal transkripsiyon ve downstream kognisyon eksikliklerini
arttirabilecek degisiliklere sebep oldugu gozlenmistir (279). 4'lii venn kiyasimizda 12-
aylik ALM, 12-aylik ALZ ve 3-aylik ALZ homologlarinda, nirengi noktas1 olarak
aldigimiz 12-aylik ALZ florasinda diger ikisine kiyasla bu histon varyantinin anlamli
artis gosteriyor olmasi durumun kritik tablosunu alenen gozler 6niine sermektedir.

P75264 (Putative ABC transporter ATP-binding protein MG187 homolog) odakli
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incelememizde, endotel noronlar ve glia hiicrelerde ekspresyonuna ¢ok denk
geldigimiz ABC transporterlarin anormal ekspresyonunun KBB integritisine negatif
etkide bulunarak disfonksiyonuna sebep oldugu, basta AH olmak {izere bir¢ok
norodejeneratif hastaliklarla iliskisini gosteren ¢alismalarla desteklenmis olup bu
durumun verilerimizle de uyumlu oldugu tespit edilmistir (280-284). Transpoter
calismalarinda her ne kadar spesifik olarak ¢cogunlukla ABCB1, ABCC5 and ABCG2
aktivitesi calisilmis olsa da hem biitlinciil olarak enerji mekanizmasini AH ile
degerlendirmek agisindan hem de literatiire ABC transporter ATP-binding protein
MG187 homolog protein ve AH ile iliskisinin farkli bir bakis agis1 sunmasi agisindan
verilerimizin bu yondeki ¢iktis1 6nemlidir. Molekiiler analizler neticesinde de yine
transkripsiyon ve yogunluk olarak enerji mekanizmasi fonksiyonlari ekseninde bu kez
glutamat metabolizmasi ve kromatin yapist ile iligkili yolaklarda etikelenme goriildiigii
tespit edilmistir. Yoniimiizii bu kez tamamen daraltip tiim biyolojik 6rneklerden
filtrelenmis vaziyetteki saf 12-aylik ALZ organizmasi ve proteinlerine ¢evirerek, bu
verileri bastan beri amacimiz olan normal yaslidan ayirt edebilmek amaciyla 12-aylik
saf ALM ile kiyaslamaya odaklandik. Carpici bir sekilde daha 6nceki verilerimizle de
uyumlu olarak literatiir destekli olarak Actinobacteria ve Firmicutes filumlarinda artis
gozlendi. Hipotezimizi revize etmemize sebep olan ve tekrar degerlendirdigimizde
farkli bir noktaya kapi aralayan Proteobacteria filumunun azalan skalada anlaml
sekilde gozlenmesi, florada domine halde bulunan kritik filumlarin dengeleyici
pozisyonda olduklar1 ve belli araliklar1 asan artis ve azalislarinin disbiyozis ve
infalamasyon vasitasiyla norodejenerayona sebebiyet verecegini diisiinmemizi
saglamistir. Literatiir destekli sekilde eksesif artisinin  zararlar1  kesinlesen
Cyanobacteria filumunun ALM modelinde degil ALZ modelinde unique goriinmesi,
bu filumun ileri-evre ALZ modeli i¢in markdr olabilecegi yoniindeki diisiincelerimizi
kuvvetlendirmektedir. Son olarak literatiir destegi olmayan ancak tekrarli ve istikrarli
sekilde tiim kiyaslarimizda hastaligi sembolize eden modelde yer aliyor olmasi ve son
olarak saf 12-aylik ALZ florasinda unique olarak saptanmasi, Chloroflexi filumunun
markdr olacagi hipotezini dogrulamistir adeta. .. Ortak proteinleri olmamasina ragmen
kendi peptit sekanslarindan yapilan molekiiler analizlerinde bastan itibaren tespit
ettigimiz enerji metabolizmasi basta olmak iizere protein konformasyonel yapisiyla

beraber anlamli degisimi tespit edilmis, ekstra olarak transkripsiyon ve translasyon
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yolaklarinin etkilendigi de gézlenmistir.

Sonug olarak, tim bu siiregte hikayeye genel bakisimiz enfeksiyon bazinda
olmaktadir. Tiim bu verilerden elde edilen sonuglar bize hasta yada normal yaslanma
siireci boyunca olusan organizma ve proteom bazindaki devinimlerin basta senelerce
dikkat edilmeyen oral mikrobiyom, stres, yada antibiyotik kullanimi, ¢dlyak olmayan
gluten duyarlilig1, sagliksiz beslenme ve nematod proliferasyonuna neden olan enterik
patojenler gibi dis etkenler nedeniyle mikrobiyotay1 yavas yavas degistirmesi ile
meydana geldigini ancak genetik egilimin bunda da biiyiikk rol aldigim
diistindiirmektedir. Boyle bir mikrobiyota degisimi intestinal a3, LPS, sitokinler gibi
tirtinlerin eksesif artigina sebebiyet verebilir. Bunun akabinde 6zellikle Peyer patches
ve basta da vurgulandig gibi bir ¢ok yol vasitasiyla bu intestinal tirtinler kendilerinden
kaynakli kronik inflamasyon neticesinde penetre olmus (leaky gut) bagirsak
epitellerinden dolasima gegerek, intestinal degisimin basindan beri iki yonlii iletisimin
stirdiiriildiigii beyinde yaslilik ve dahi inflamatuar sebeplerden dolay1 zayiflamis kan-
beyin bariyerini asarak merkezi sinir sistemine varabilir. Boyle bir durumda beyinde
de microglia ve astrosit gibi savunma hiicrelerinin intestinal iiriinlerle tetiklenmesi
neticesinde akut inflamasyon meydana gelmesi beklenir. Boylece TNF-a ve
dontistiiriici  enzimi vasitasiyla antimikrobiyal gorevi olan APP wuzatis1 af
oligomerleri, y-sekretazlarla kesilerek oligomerizasyon neticesinde fibril halde
ortamda aktif gorev almaya baglayabilir bu yaglilikta beklenen ve AH ile iligkisi
olmayan plaklarin olusumunu agiklayan dogal bir siirectir. Ancak kronik inflamasyona
hassas olan yashilik ve dahi genetik yatkinlik da, ki bebeklik doneminde AH aktif
olduguna dair daha onceden yapilan ¢alismalarimiz mevcuttur, bu isleri icinden
cikilmaz bir hale siiriikleyerek intestinal iirlinlerin ve sinyallerin yogunlugu ile
beyindeki savunma hiicreleri arasindaki dinamik kisir dongii kronik inflamasyona
sebebiyet verebilir. Boyle bir durumda a3 kaynakli asir1 antimikrobiyal tepkinin plak
olusturmasi beklenen bir durum olacaktir. Proteinler homeostazinin temel taslari
olduklart i¢in viicudun dengesinin bozulmasi, ilk olarak anahtar rollerde bulunan
protein yolaklarinda kendini gosterecektir. Oyle ki, farkli kombinasyonlarla
denedigimiz analizlerimizde 1srarla ayn1 molekiiler fonksiyonlarin devinim sergiliyor

olusu, florada mikrobiyal devinimin en ¢ok transkripsiyon ve enerji metabolizmasi

100



yolaklarimi etkiledigi bunun kaniti mesabesindedir. Belki de, hem hastaligin talihsiz
molekiiler sonuglari hem de hasta organizmanin kendini kurtarma gabalari, bakteriyel
devinim neticesinde degisim gosteren gut mikrobiyotasinda, yeni domine olan
bakteriyel floranin organizma ile mutual yasaminin bir geregi sonucu, eski florada
anlamli azalan gorevleri devralmak igin, ayni gorevleri ifa eden yolaklarin protein
ifadelerini arttirmis olsun ki, boyle bir devinim sirasinda homeostazi saglayacak
sozkonusu yolaklar aktive edilmis olsun. Ciinkii normal yaslanma siirecinde belli
filumlarin, bazi molekiiler fonksiyonlar1 ifd eden proteinlerin ifadelerini azalan
skalada goriip ayn1 fonksiyonlardan sorumlu proteinlerin florada yeni yerlesim
gostermeye baslayan filumlar tarafindan artan skaladada goriilmesi floranin degigirken

stabil kalip dengeyi bozmamaya galisiyor olabilecegini kanitlar niteliktedir (Sekil-16).
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Sekil 16: Verilerimizin izinde, AH durumunda bagirsak-beyin ekseni disbiyozisinin genel semasi
Sonug olarak, tim bunlar géz Oniine alindiginda erken-evre markér mesabesinde

Chlorobi, Tenericutes ve Cyanobacteria filumlari, ileri-evre markor olarak basta
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Chloroflexi, Coprothermobacterota filumlarinin varligi ve artisi ile terapotik deger
olan Thermotogae filumunun azalis1 olmak tizere 6zellikle Actinobacteria daha sonra
Proteobacteria, Spirochaetes, Firmicutes ve Verrucomicrobia filumlarinin esik
degerini asan artis ve azalislarmmin da markor olarak degerlendirilebilecegini
diisinmekteyiz. Bununla beraber Fonksiyonel analiz neticesinde istikrarli degisim
gosteren Transkripsiyon ve Enerji metabolik yolaklarinin AH model i¢in kritik bir
markor mekanizma oldugunu diisiinmekteyiz. Ve son olarak DNA-directed RNA
polymerase  subunit beta’, Rubrerythrin, Ketol-acid reductoisomerase,
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, ATP synthase subunit alpha ve beta, 50S
ribosomal protein, Elongation Factor Ef-Tu, 60 kda chaperonin, Glucose-6-phosphat
isomerase, Probable transaldolase, Histone H2A.Z, Putative ABC transporter ATP-
binding proteinlerinin ve son konusu filumlar ile fonksiyonel mekanizmalarin AH ile
iatatistiksel olarak anlamli bir iligkisi bulunmus olup daha ileri analizler i¢in teker teker

metaproteom analizinin yapilmasini1 ongdrmekteyiz.
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