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1. ÖZET 

Demansın en yaygın formu olarak görülen Alzheimer Hastalığı (AH); bilindiği üzere 

dejeneratif, kronik seyirli progresif bir hastalıktır. Bağırsak mikroorganizmalarının 

bilişsel kabiliyete olan etkisi gibi,  AH patogenezindeki rolü üzerine de bir çok çalışma 

yapılmıştır Ancak literatürde insan ve transgenik hayvan modeli çalışmalarında gut 

mikrobiyotanın nörodejenerasyonla ilişkisi hakkında çalışmalar ve kritikler mevcut 

olsa da, metaproteomiks yöntemlerle mikrobiyotanın AH patogenezi üzerine etkisi 

çalışılmamıştır. Dolayısıyla bu  çalışmada, erken evreyi temsilen 3 aylık ve geç evreyi 

temsilen 12 aylık 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer hastalığı (5XFAD) transgenik ve 

transgenik olmayan kontrol fare modellerinin, birbirleri ve kendi içlerindeki 

kıyasından neşet eden bağırsak mikrobiyota farklılıkları ve bu farklılıkların 

beraberinde getirdiği proteom profil devinimleri nano sıvı kromotografi ve ardışık 

kütle spektrometrisi kullanılarak araştırılmıştır. Sonuçlar, mikrobiyotanın AH 

patogenezinde aktif rol oynadığına işaret etmektedir. Biyoinformatik analizler, 

bağırsak florasında domine yada eşsiz bazı kilit filumların, transkripsiyon, translasyon, 

enerji ve glukoz ilişkili proteinlerinin ve bilhassa transkripsiyon ve enerji mekanizması 

yolaklarının, AH patogenezi ile ilişkisi olduğunu göstermiştir. Her yönden erken-evre 

ve ileri-evre fare modeli floralar kıyaslanarak derinlemesine analiz edilmiştir. Veriler 

göstermektedir ki, bağırsakta gerçekleşen mikrobiyota, proteom ve dolayısıyla 

moleküler devinimler, hastalık semptomları kendini belli etmeden çok önceki 

dönemlerde ortaya çıktığı gibi ileri-evrelerde de normal yaşlı florasından bariz 

farklılıklar da ortaya çıkmaktadır. Bu bağlamda ilerletilen çalışmamız ile elde edilen 

ileri-evre ve erken-evre kilit filum, protein ve yolakların markör olarak 

değerlendirilmeye kuvvetli bir aday olduğu, bu ve buna benzer çalışmalar için 

literatüre öncü bir çalışma olarak katkıda bulunacağı belirtilmiştir. 

Anahtar Sözcükler: 5xFAD, Alzheimer Hastalığı, Metaproteomiks, nLC-MS/MS, 

Proteomiks 
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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  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Son yıllarda kendini gösteren ‘Beyin-Bağırsak Aksı’ terimi, merkezi sinir sistemi 

(MSS) ve gastrointestinal sistem (enterik sinir-ESS- sistemi de dahil) arasındaki her 

türlü iletişimi iki yönlü olarak kapsayan bir terim olarak literatürde yerini almıştır. Bu 

çift yönlü etkileşimin farklı zaman noktalarında (erken yaşamdan nörodejenerasyona 

kadar) ve farklı yerlerde (bağırsak lümeninden MSS’e kadar) farklı seviyelerde 

etkinlik gösterdiğine dair güçlü kanıtlar mevcuttur. Bu zamana kadar bağırsaktaki 

mikrobiyotanın beyne etkisi ile ilgili yapılan çalışmalar, ‘Beyin-Bağırsak Aksı’ 

terimini daha da genişletmeye ihtiyaç verecek seviyeye gelmiştir. Bu nedenle 

araştırmalarda ilk soru bağlantının hangi yollarla meydana geldiğine dair olmuş ve 

genel olarak bu iletişimin mekanizmaları, sinirsel, bağışıklık, endokrin ve metabolik 

sinyalleşme olarak kategorize edilmiştir (1,2). Gastrointestinal sistemle ilişkisi olan 

ESS, sinirsel yolakta prevertebral gangliyonları kapsayan sempatik ya da vagus siniri 

ile karakterize olan parasempatik sinyaller ile MSS’den etkilenme kabiliyetine 

sahiptir. Bu bağlamda steril fareler ile (germ-free) yürütülen çalışmalar, erken beyin 

gelişimi ve yetişkin nöronal gelişiminde, bağırsak florasının anahtar rolü bulunduğuna 

işaret etmektedir (2,3). 

 

Yaşlılarda bağışıklık sisteminin aşırı uyarılması kronik inflamasyonu meydana 

getirirken aynı zamanda inflamasyonun yavaş ve dereceli bir şekilde dağılmasına da 

neden olur (4). Belki de bu durum, yaşlanmanın birlikte getirdiği mikrobiyal değişim 

ve çeşitliliğin azalmasının da etkisiyle immün sistemin başa çıkamayacağı bir hale 

gelmesiyle ilişkili olabilir. Böyle bir durumda da bağırsak bariyeri bozulup mikrobiyal 

ürünler ve pro-inflamatuar sitokinler dolaşıma karışabilir ve bu şekilde kan-beyin 

bariyerini aşarak nöroinflamasyona sebep olabilir (1,5). Bağışıklık sistemi, vücudu 

enfeksiyona karşı korumasının yanı sıra sinir fonksiyonunu ve gelişimini de etkiler. 

Bu bağlamda germ-free farelerde yapılmış bir çalışmada, mikrobiyotanın mikroglia 

olgunlaşması üzerine de etkisi olduğu belirtilmiştir. Buna, bakteri metabolizması 

ürünlerinden olan kısa zincirli yağ asitlerinin (İng. SCAFs) aracılık ettiği; aynı şekilde 

mikrobiyal triptofan mekanizması sonucu oluşan spesifik ürünlerin de, aril (aryl) 
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hidrokarbon reseptörleri yoluyla astrosit aktivitesini modüle ettiği örnek olarak 

gösterilebilir. Mikrobiyota bu ve benzeri yolakları kullanarak sistemik ve MSS 

inflamasyonunu etkileyen periferik immün hücre aktivasyonunu, sitokin profilini 

etkilediği gibi; yakın zamanda tanımlanmış meningeal boşluklardaki lenfatik damar 

ağının periferik lenfatik dokularının iki yönlü MSS ile etkileşmesi yoluyla nörogenezi 

de etkiler (1,3,6).  

 

Gut florasının MSS’ye etkilerinden biri ve belki de en önemlisi serotonin, dopamin 

gibi çeşitli nörotransmitter ve nöromodülatörleri doğrudan sentezleyebilmesidir (7,8). 

En önemlisi de, gut mikrobiyota sinyallerinin, tıpkı bir ESS nöron transmitteri gibi 

davranarak; bağırsak epitelinin enterositleri arasında bulunan bir alt tip enteroendokrin 

hücreleri olarak bilinen ve vücuttaki en büyük serotonin (5-HT) havuzunun 

üretiminden ve depolanmasından sorumlu intestinal enterokromafin hücrelerinin 

fonksiyonuna etkide bulunabiliyor olmasıdır (7).  ESS’de ki bu tarz etkileri göz önüne 

alındığı zaman beyin-gut-mikrobiyota aksının bozulmasının başta Alzheimer’s olmak 

üzere birçok nörodejeneratif hastalıkların patogenezinde çok önemli bir rol 

oynayabileceği düşünülebilir (1,8). Literatürde insan ve transgenik hayvan modeli 

çalışmalarında gut mikrobiyotanın nörodejenerasyonla ilişkisi hakkında çalışmalar ve 

kritikler mevcut olsa da, bu zamana kadar metaproteomiks yöntemlerle hem transgenik 

ve kontrol modelin kendi içlerinde erken-geç kıyasının mikrobiyota ve proteom profil 

değişimlerine hem de hasta (ALZ; 5xFAD; transgenik; Tg) ve kontrolün birbirleriyle 

erken-erken/geç-geç kıyasının mikrobiyota ve proteom profil değişimlerine ışık 

tutulmamıştır.Dolayısıyla bu çalışmada amaç erken evreyi temsilen 3 aylık ve geç 

evreyi temsilen 12 aylık 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer hastalığı transgenik ve 

transgenik olmayan kontrol fare modellerinin, birbirleri ve kendi içlerindeki 

kıyasından neşet eden bağırsak mikrobiyota farklılıkları ve bu farklılıkların 

beraberinde getirdiği proteom profil devinimleri nano sıvı kromotografi ve ardışık 

kütle spektrometrisi kullanılarak araştırılacaktır. Böylece hastalık semptomları kendini 

belli etmeden çok önceki dönemlerde ve ileri-evrelerde anlamlı değişimi bariz 

gözlenen mikrobiyota, proteom ve dolayısıyla moleküler devinimler tespit edilerek 

hem hastalığın oluşum mekanizmasına ışık tutmak ve hem de potansiyel biyobelirteç 

adaylarını tespit edilebilmek mümkün olacaktır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Alzheimer Hastalığı 

AH bilişsel fonksiyonlara ciddi zararlı etkileri bulunan ilerleyici ve bilinen en yaygın 

demans türüdür. Bilinen en önemli özelliği hücre dışı amiloid beta (Aβ) birikimi ile 

kendini gösteren senil plaklar ve hiperfosforilasyona uğramış tau proteini birikimi ile 

oluşan hücre içi nörofibriler yumaklardır (9,10). Bu birikimler nöroinflamasyonu 

tetikleyerek öncesinde sinaps kaybına ve akabinde hücre ölümüne sebep olur (5). 

Temelinde yatan net bir cevabı olmasa da bu birikimlerin oluşmasında gut 

mikrobiyomunun etkisinin büyük olduğu düşünülmektedir. 

 

4.1.1. Tarihçe 

Alzheimer demansı serüveni 51 yaşında bir kadında 4 senelik sürecek olan bir 

hastalığın postmortem tanımlanmasıyla başlamıştır. Her ne kadar böyle biliniyor olsa 

da aslında tarihsel açıdan demans temelli tanımlama ‘post-apolektik demans’ olarak 

1672 yılında Thomas Willis tarafından yapılmıştır (11).  

 

Demansın modern tarihi ise 1800’lerde Otto Binswanger, Alois Alzheimer ve 12 vaka 

kullanarak patogenezin beyin bağırsak ilişkisi temelli olduğunu belirten Oskar 

Fischer’in yaptıkları çalışmaları ile gün yüzüne çıkmıştır (12,13). Alois Alzheimer, 

nörosifiliz kokenli paralitik demansı vasküler demanstan ayıran kişidir ki sonraları bu 

başarısı bulduğu hastalığa Kraepelin tarafından ismi verilmiştir (14). Aslında orta yaş 

bireylerde nadir gözlenen presenil demans olarak keşfedilen bu hastalığın, 1964 

yılında epidemiyolog Sir Martin Roth ve ark. yayınladıkları çalışmalarıyla  yaşlılarda 

yaygın olduğu gösterilmiş oldu (15).  
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O dönemlerde ise bağırsak-beyin ilişkisinin AH’da en büyük etken olduğu da bu 

hipotezimizin yeni olmadığını göstermektedir (13,16). 1977’li yıllara gelindiğinde ise 

AH hakkında verilen bir konferans ile hastalığın tanımlanma seyri değişmiş, yaştan 

bağımsız bir terim haline gelmiştir (17). 

 

4.1.2. Epidemiyoloji 

AH’ı iki kısıma ayırmak mümkündür. 65 yaşın altında erken-evre (early-onset 

Alzheimer’s Disease, EOAD) olarak sınıflandırılırken; üstü, geç-evre (late-onset 

Alzheimer’s Disease, LOAD) olarak sınıflandırılır. Bütün vakaların 1-5%’ini erken-

evre oluşturur ve APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinde meydana gelen mutasyonla 

otozomal dominant karakter sergiler (9,18). Mutasyonun tipine bağlı olarak; total Aβ 

üretiminin artışı, Aβ42 üretiminin toplanma eğiminde olması ya da aminoasit 

sekansında oluşan hasarlara bağlı olarak, hasarlı birikim özelliği kendini gösterir. Bu 

hasar ışığında meydana gelen Aβ’nin toplanma eğilimi, AH oluşturmak için yeterli 

görülmüş, birikimi ise patogenezi için temel basamak sayılmıştır (18). AH vakalarının 

99-95% gibi büyük bir kısmını geç-evre AH oluşturmaktadır. Geç-evre AH durumuna 

ise hem farklı genler katkıda bulunmaktadır; ki bu genler, amyloid prekürsör protein 

(APP) metabolizması, immün cevap, inflamasyon, hücre-içi trafik ya da lipid 

metabolizması gibi görevlerde yer alır, hem de kalp hastalıkları, beyin hasarı, 

hipertansiyon, tip II diyabet ve obesite gibi genetik olmayan faktörler katkıda bulunur 

(9,18). 
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4.1.3. Patofizyoloji 

4.1.3.1. Nöropatoloji 

A.Alzheimer ilk hastasını inceleyerek anektodlar belirleyip (19), ikinci hastası Johann 

F. ölümünden sonra makroskopik ve mikroskopik analizlerinde bir çok bulguya 

rastlamıştır. Makroskopik olarak beyin damarlarında değişim gözlemediğini anatomik 

olarak sadece orta kalınlıkta opaklık ve pia kalınlaşması gözlemlediğini vurgulamış; 

frontal, parietal ve temporal lobların gyruslarında daralma, sulcuslarında genişlik 

görürken, merkezi gyrusta atrofi gözlemlemediğini ama genel olarak bir atrofik süreç 

bulunduğunu belirtmiştir. Mikroskopik analizlerinde ise korteksteki plakların atrofik 

olan bölgelerde, bu bölgelerin de frontal, parietal ve kısmen de temporalde 

bulunduğunu belirtmiştir. Beynin derin kısımlarına inildikçe striatumda, lentiform 

nuclei ve thalamus’da plak miktarında artış gözlemiş, beyincik ve etrafı bölgesinde ise 

belirli beyincik bölgelerinde çok miktarda gözlerken, pons gri maddesinde ve medulla 

oblangata’da tek tek plaklar halinde görmüştür. Serebral korteks plaklarının 

bazılarının birbirleriyle kaynaşması neticesinde devasa büyüklükte oluşu, bu plakların 

birinci katmanda nadir sayıda ama ikinci ve üçüncü katmanda ve beyaz maddede daha 

fazla olması ve derinlere indikçe yoğunluğun azalması dikkat çektiği noktalardan biri 

olmuştur. Plakların ince analizi için farklı boyama tekniklerini kullanarak farklı 

şekillerde inceleme yapmıştır. Weigert'in glial emdirmesi ve Mann boyama tekniğinin 

birleşimi ile inceleme neticesinde plakların düzensiz, globoid ve yumurta şekilli 

olduklarını; merkezi bölgelerinin çoğunlukla homojen yapılarda ve içlerinde hiçbir 

hücre kalıntısı görülmediğini belirlemiştir. Serebral korteks plaklarında diğer 

bölgelerdeki plaklara göre merkezinden daha parlak ve koyu belirgin bir hale varlığına 

dikkat çekmiştir. 
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Şekil 1: Soldan sağa doğru alzheimerlı sinir hücresinde fibriler değişimler. 

Soldaki resim hastalığın erken evresi, ortadaki resim hastalayan ilerleyen süreci ve sağdaki evre 

hastalığın son evresi. (Alois Alzheimer’ın 1911 yılındaki Über eigenartige Krankheitsfälle des späteren 

Alter adlı makalesinden uyarlanmıştır.) 

 

Bu tarz incelemeri sonucunda bu plaklar için senil demans tabiri kullanmıştır. Bu 

plaklar ilk etapta birçok araştırmacı tarafından psikoz neticesinde glial proliferasyon, 

nekroz, bakteri kolonisi, kümelenmiş detritus, örümcek hücreler yada iplik şeklinde 

tortular olduğu sanılsa da o yıllarda kesin sonuca varamamışlardır (16). Alois 

tarafından önceleri menşei serebral korteksteki Corpora amilacea gibi metabolik 

ürünlerin oluşturduğunu iddia ettiği senil plağın özel bir özelliği, plağın çekirdeğinin 

kırmızı ile boyanabilen ve Bielschowsky'nin yöntemiyle siyaha dönüşen lipoid 

granüllerle ve nadiren de sinir dokuları ile kaplanmış olmasıdır, ancak çeşitli 

hücrelerdeki lipoit maddelerden farklı olarak kararsız olmaları ve plak oluşumu için 

elzem olup olmamaları da diğer kayda değer özelliklerindendir. Alois, belirlediği senil 

tipi demansta plaklara ve fibril oluşumuna dikkat çekerek, fibril oluşumunun  3 aşama 

sonunda tamamen atrofiye sebep olduğunu ve son aşamada da hücre çekirdeği 

kaybolurken bariz glial kaymaların ciddi şekilde kendini gösterdiğini vurgulamıştır 

(Şekil-1). Son olarak hastalıkla karakterize edilmiş atrofiye sebep olan fibriler 

oluşumun senil demans tanısı konulabilecek formu meydana gelmektedir (Şekil-2). 
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Şekil 2: Sınırlı senil atrofi durumunda sinir hücrelerinin fibriler değişimi 

(Alois Alzheimer’ın 1911 yılındaki Über eigenartige Krankheitsfälle des späteren Alter adlı 

makalesinden uyarlanmıştır.) 

 

Bu yavaş ve tuhaf görünümli fibrillerin gliada oluşması ardından kesitsel araştırmasına 

plaklarla olan ilişkisine bakmak için devam eden Alois, fibriler deforme olmuş 

gliaların senil demansın belirleyici olan plakların etrafında ciddi kümelenmelerine 

sahit olduğunu belirtmiştir (20) (Şekil-3) . 

 

 

Şekil 3: Fibriler oluşum sergileyen glial hücrelerin senil demans sorumlusu plaklar ile ilişkisi.   

Kesit sağ üst parietal lob korteksinden alınmışken sağdaki resim ise sağ üst parietal lob korteksinin daha 

derin tabakasından elde edilmiştir. (Alois Alzheimer’ın 1911 yılındaki Über eigenartige Krankheitsfälle 

des späteren Alter adlı makalesinden uyarlanmıştır.) 
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4.1.3.2. Genetik altyapı 

Başta alipoprotein (APOE) olmak üzere birçok genin de etkisiyle birlikte %1-5 

arasında AH vakalarında genetik bir köken saptanmıştır (9). İkizler üzerinde 

yürütülmüş çalışmalarda hastalığın genetik riski %49-79 oranında seyrettiği 

gözlenmiştir (21,22). %0,01 oranında otozomal dominant kalıtım gözlenen verilerde 

ise hastalığın 65 yaş öncesinde çıkması beklenen bir durum olarak gözlenmiştir ki 

hastalığın bu formu literatürde erken başlangıçlı ailesel AH olarak yerini almıştır (21). 

Hastalığın genetiksel hikayesinde başlıca üç gendeki mutasyon göze çarpmaktadır: 

Presenilin 1, Presenilin 2 ve APP (23). Bu üç gende meydana gelen mutasyonlar ya 

Aβ42 miktarını yada bunun başka Aβ peptidlerine oranını değiştirmekte ve neticede 

geri dönüşümsüz SP oluşumuna sebebiyet vermektedir (24–26). Sporadik vakalarda 

ise otozomal dominant kalıtım gözlenmemekle birlikte çevresel ve genetik farklılıklar 

da risk faktörünü oluşturmaktadır ki en iyi bilinen genetik risk faktörü APOE'nin ε4 

allelidir (27,28). %1-5 arasına girmeyen AH'li bireylerin bile %40-80'inde APOEε4 

alleli saptanmıştır (28). İncelemelerle sabittir ki, bu allel hastalık riskini heterozigot 

formatta üç kat, homozigot formatta ise 15 kat arttırmaktadır (21). Bununla birlikte 

ileri evre sporadik formatla ilişkili 400'e yakın ispatlanamayan gen görüntülenmiş, 

daha başka çalışmalarda ise 19 gen bölgesinde risklilik keşfedilmiştir (21,23,29). 

 

4.1.3.3. Kolinerjik hipotezi 

AH'nin asetilkolin nörotransmitter sentezinin azalmasıyla ilişkilendirilen ve en eski 

hipotez olmasına rağmen günümüzdeki ilaçların temellendiği hipotez olan kolinerjik 

hipotezi tedavi yöntemlerinin başarısızlığı ile bir nevi çürütülmüştür (30). 

 

 

 

 



12 

 

4.1.3.4. Amiloid hipotezi 

AH’nin ana sebebinin hücre-dışı Aβ birikimleri olduğu savunulan görüştür (31). 

Amyloid plaklar, APP’nin kesilerek oluşturulan Aβ peptitlerinden meydana 

gelmektedir (32). APP bir transmembran proteinidir ve nöronal gelişim, sinyal 

yolakları, hücre-içi taşıma gibi çeşitli biyolojik proseslerde görev alır (33,34). APP,  

ya α- ve γ-sekretazlar ile amyloidegenik olmayan bir yolla ya da β- ve γ-sekretazlar ile 

amyloidogenik bir yolla kesilerek işlenir (32,33). Amyloidojenik yolak kullanılarak 

oluşturulan farklı uzunluktaki Aβ peptitleri arasında en sık karşılaşılan Aβ40  ama sık 

olmamasına rağmen en toksik olanı da Aβ42  peptitidir ki; plak özü bu peptitten oluşur 

(5). Bu peptitler toplanarak oligomer, protofibril ve fibriller oluşturur, bu şekilde senil 

plak oluşumuna katkıda bulunurlar (Şekil-4) (5,33,35). Monomerik ve oligomerik 

yapılar yerlerinden kesildikten sonra nükleasyon fazı denilen termodinamik olarak 

elverişsiz olduğu için normal fizyolojik koşullarda meydana pek gelmeyen bir olayla, 

kendi kendine çoğalan yeni amyloid kökleri oluşacaktır (35,36).  

 

Şekil 4: Aβ plak oluşumu. 

Aβ, APP’nin kesilmesiyle oluşur. Amyloidojenik yol kullanılarak β-ve γ-sekretazlar ile, sırasıyla, hücre 

membranının dışından ve membranın içinden kesilir. Aβ40 ve Aβ42 toplanarak sırasıyla oligomerler, 

fibriller ve amyloid plakları oluştururlar. Fibril aşamasında, daha sonra sürecin kendiliğinden 

ilerlemesini sağlayan yeni tohumlar oluşur. [Kowalski ve ark.’den uyarlanmıştır (1)] 

 

21. kromozomda APP geninin bulunması ile Down Sendromlu hastalarda 40 

yaşlarında AH semptomlarının gözlenmesi (37,38), APOE geninin ifadesi sonucunda 

oluşan proteinin AH riskini kanıtlanmış bir şekilde AH riskini arttırıyor olması ve APP 

ifade eden transgenik farelerin de öğrenmede güçlük çekmesi sonucu farelerde Aβ 

plaklarının gözlenmesi ile karakterize bir şekilde farelerin AH benzeri patoloji 

sergilemesi gibi önemli noktalar hipotezi destekler niteliktedir (39–42). İlginç bir 
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şekilde, amiloid hipotezi ile ilgili olarak son yıllarda yapılan çalışmalarla birlikte Aβ, 

bir antimikrobiyal peptit (AMP) olarak kategorize edilmeye başlanmıştır (43,44). 

Monomerik Aβ yapısının bile antimikrobiyal kapasiteye sahip olması, kümelenmiş 

haldeki Aβ formunun potansiyel etkisine dikkat çekmektedir (44). Gözlemlere göre,  

amyloid oluşumu, bağışıklık sisteminde aktif rol alan, bakteriyel, viral ve fungal 

herhangi bir endojenik maddeyi tanıyan hücrelerin reseptörlerinden toll benzeri 

reseptör 2’nin (45), immün hücrelerde sinyallemede adaptör rolü üstlenen ve bütün 

TLR’ler tarafından kullanılan MyD88 proteininin (myeloid differentiation primary 

response 88), hücre dışından sinyal alan proteinleri hücre içindeki sinyalleri ileten 

proteinlere bağlayarak NF-κB (nuclear factor kappa B) gibi transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonunu sağlaması için uyardığı bir yolak vasıtasıyla meydana 

gelir (46,47). Yapılan hayvan deneyleri göstermiştir ki, MyD88 yetersizliği halinde β-

amiloidosis durumu azalmakta yani iyileşme gözlenmektedir (48). İnflamasyon 

yolakları harekete geçmeye başladığı için bir diğer yandan TNF-α dönüştürücü enzim 

ile birlikte üretilen TNF-α, APP'yi bölen α-sekretaz haline gelir. Daha önce üretilmiş 

olan NF-κB ile Aβ dönüştürücü enzim de β-ve γ-sekretaz enzimlerini aktif ederler. 

Böylece daha önce belirtilen şekilde Aβ oluşumu meydana gelir (46). Normal 

durumlarda oldukça yararlı olan bu yolakların cevabı netleşmemiş bir nedenden ötürü 

nörodejeneratif hastalıkları bile tetikleyecek kadar zararlı olduğu, gözlemlerle de 

tutarlıdır (43). 

 

4.1.3.5. Tau hipotezi 

Bu hipoteze göre, aksonal mikrotübüllerin stabilitesini düzenleyen, suda çözünebilme 

özelliğine sahip olan tau proteininin değişerek özelliğini kaybetmesi, işlevini 

gerçekleştirememesi ve birikmesi neticesinde nörodejenerasyona sebebiyet verecek 

toksik bir hale gelmesinin hastalığı başlattığı savunulur (10,49).  
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4.1.4. Alzheimer Hastalığı ilerleyişi  

AH, demansın en yaygın biçimi olarak kendini gösteren, MSS'nin dejenerasyonu ile 

karakterize, kronik seyreden progresif bir hastalıktır (50). Alois Alzheimer’ın hastalık 

seyrini kendi gözlemleriyle belirtmek gerekirse; kıskançlıkla ilk işaretini veren bu 

hastalık ilk etapta beliren patolojik izler ışığında hafif seyirde hafıza kaybı, okuma, 

nesne algılama, yön kavrama güçlüğü gibi semptomlarla kendini gösterirken; kısa 

dikkat, dürtüsellik ve zayıf muhakemenin belirdiği orta şiddette semptomlar ise 

parafazik terimlerin kullanılması (yani fincan yerine süt dökücü gibi…), zamanla dil 

yetisi kaybı ve temel motor beceri problemleri ile şiddetli bir hal alarak en son seviyeye 

kadar gelir ve hastalar her tedaviye rağmen dekübitüs geliştirmektedir. Ancak, 

patogenez sürecinde fiziksel ve refleksel cevaplar sıkıntılı değildir. Post-mortem beyin 

analizi yapan Alois Alzheimer’a göre, fokal dejenerasyon olmamasına rağmen kesitte 

eşit bir atrofi söz konusuydu ve büyük beyin damarlarında aterosklerotik değişiklikler 

mevcuttur. Anatomik yaklaşımında Alois, tek başına korteksin yaygın bir hastalığı ile 

uğraşmış olsalar bile, parietal ve temporal lobların iki taraflı olarak açıkça etkilendiğini 

ve frontalin, beyinden çok daha fazla etkilendiğini belirtmiştir(17).  Moleküler 

seviyede ise, aşırı glial üretim neticesinde yoğun demetler halinde birikerek hücre 

yüzeyine doğru hareket eden ve sonunda hücreyi parçalayan nörofibrillerde kimyasal 

bir dönüşüm mevcuttu, öyle ki bu nörofibriller hem normal fibrillerin cevapsız kaldığı 

başka boyalarla reaksiyona girebilmekte hem de hücre ölümünden sonra bile 

kalıcılığını devam ettirebilmekteydi (19). Patogenez ilk olarak medial temporal lopta 

etorhinal korteks ve hipokampus gibi sınırlı bir yerde kendini gösteriyor olsa da, 

sırasıyla lateral, pariyetal ve frontal loplara yavaşça yayılarak başta tüm kortekse 

dağılmakla birlikte zamanla tüm beyni kaplar ve dolayısıyla beyin atrofisi meydana 

gelir (51,52) 

 

4.2. Transgenik Alzheimer Hastalığı Fare Modeli 

AH klinik düzeyde incelenebilen ve müdahale edilebilen bir hastalık değildir. Yıllardır 

hastalığın künhüne vakıf olabilmek adına çeşitli teknikler geliştirilmeye çalışılmışsa 
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da hayatta olan bireyin beynine moleküler yada klinik bazda müdahalede 

bulunulamamıştır. Her ne kadar kan, BOS, idrar gibi örnekler hastadan sağlansa da 

tam olarak hastalığın menşei olmadığı için çalışmalardan verimli sonuç alınamamıştır. 

Öte yandan postmortem incelemeler hastalık patogenezine erken müdahale edilmesi 

açısından değerlendirildiğinde bu problemlerin üstesinden gelmek için başvurulacak 

yöntem değildir. O yüzden in-vivo anlamda transgenik hayvan modelleri ile çalışmak 

bir çok problemi tabir caizse real-time izleyebilmek ve periyodik müdahalelerde 

bulunabilmek açısından önemli bir yöntem olagelmiştir. Transgenik modellerin keşfi 

ile AH vb. nörodejeneratif hastalıkların moleküler ve patolojik yönü birçok çalışmayla 

başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir (53,54) İnsanlarda genetik yatkınlığın en gözde 

formları olan APP, PSEN1, tau gibi genlere müdahale edilerek ekpresyonları 

arttırılmış, ab birikimi, senil plak, nörofibril yumak gibi hastalığın patogenezinde 

birinci dereceden rol oynayan yolaklar insanları mimik eden bu canlıların sayesinde 

daha anlaşılır hale gelmiştir (55–57). Bu bağlamda çalışmamızda tercih ettiğimiz beş 

mutasyonlu ailesel AH (5XFAD) transgenik model, hızlı Aβ birikimi ile en çok tercih 

edilen Alzheimer modelidir (56). Mutasyonlar, Florida (I716V),  İsveç (K670N, 

M671L) ve Londra (V717I) insan APP genlerinin yanında L286V ve M146L insan 

PSEN1 mutasyonlarını da barındırmaktadır. Thy1 promotörlüğü ile 2-4 ay içerisinde 

korteks ve hipokampus bölgelerinde öğrenme-bellek kaybı ile karakterize değişimler, 

intraselüler Aβ birikimleri gözlenmeye başlar (58). Artık dördüncü aydan sonra 

amiloid plaklarla beraber korteks-ilişkili bilişsel bozukluklar baş gösterir (59) 5XFAD 

modelde tau patolojisi gözlenmese de ileri Aβ birikimi atrofiyle karakterize şekilde 

AH modeli oluşturmak için gerekli ve yeterlidir (60). 

 

4.3. Bağırsak Mikrobiyotası ve Beyin ilişkisi 

4.3.1. Mikrobiyota  

İnsan bağırsağı; içinde temel olarak Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, 

Actinomycetes, Verrucomicrobia ve Fusobacteria filumlarını barındıran bakteriler, 

mantarlar, parazitler ve virüsler gibi çeşitli domainleri içerir (61,62). Sıklıkla 
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alıntılanan rakamlar, insan vücudunda ve üzerinde yaşayan mikropların insan 

hücrelerine 10: 1 oranında daha fazla olduğunu gösterirken, daha yakın tarihli bir 

tahmin, hücre sayısı açısından insanın bir parçasının mikrop olduğu ironisini 

göstermektedir. Bu bin küsür fazlalık türleri ve yaklaşık 160 küsür tür çeşitliliğin 

tamamı mikrobiyota olarak isimlendirilirken genomiks temelli mikrobiyom terimi ise 

bu organizmaların taşıdıkları tüm genleri ifade etmektedir (63–65). Bu ortak 

mikroorganizmalar insan sağlığında sindirilemeyen besinlerin yıkılması, vitamin 

üretimi, bağışıklık sisteminin güçlenmesi ve patojenik bakteri türlerinin bağırsağı 

kolonize etmesi gibi hayati rolleri vardır (65). Her ne kadar bireyden bireye 

mikrobiyota çeşitliliği değişiklik gösterse de genel işlevselliğin korunması temelinden 

bakıldığı zaman her bireyde çekirdek hükmünde bir bağırsak florasının gerekli olduğu 

düşünülmektedir (66). Bu floranın kendine ait bir yaşam süreci olduğu için her ne 

kadar simbiyotik de olsalar, bu popülasyonun miktarı ve kalitesindeki değişiklikler 

dengeyi bozabilir ve bu karmaşık mikro-ekolojik sistemi etkileyerek hastalıklara yol 

açabilir (61). Öyle ki; masumane bir probiyotik takviyesinde bile, bağırsakta bulunan 

trilyonlarca mikroorganizma arasından kendileri için bir niş açmak zorunda oldukları 

için, yeni bakteri girdisinin sonuçları kısmen ilgili konağın mevcut mikrobiyotasına 

bağlı olacaktır ve dolayısıyla, sadece bir suş girdisi bile çok büyük etkilerle ekolojik 

değişimi tetikleyebilecektir (65). Bunun dışında, enflamatuar bağırsak hastalığı, 

ateroskleroz, metabolik sendrom, otizm, diyabetes mellitus, yağlı karaciğer hastalığı, 

ve immünyetmezlik gibi bir çok hastalıkta yapılan incelemeler sonucunda da, 

hastaların bağırsak mikro-çevresinde değişiklik olduğu tespit edilmiştir. (67,68). 

Ayrıca böyle mikrobiyal disbiyozislerin mental aktivitelere olan etkisi açısından da 

depresyon, anksiyete ve içinde Alzheimer Hastalığı (AH)'nın da bulunduğu 

nörodejeneratif hastalıklar gibi pek çok nörolojik hastalığın patolojisine katkıda 

bulunduğu da ileri sürülmektedir (69). 

 

4.3.2. Bağırsak-Beyin Aksı 

Bağırsak ve beynin iki yönlü karmaşık ilişkisine araştırmacılar, Bağırsak-Beyin Aksı 

(Gut-Brain Axis) terimini önermişlerdir. Nörotransmitter salgısı gibi nöral, bağırsak 
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hormonları açısından endokrin ve bağırsak duvarındaki T hücrelerini ve B hücrelerini 

aktive edilebilmesi ile pro-inflamatuar sitokinlerin salınmasını tetiklemesi (70) gibi 

bağışıklık sistemi aracılığıyla, bağırsak ve beyin arasındaki iki yönlü bu iletişimin 

mümkün kılındığı gastrointestinal yapıda MSS, otonom sinir sistemi (OSS) ve ESS 

sistemleri büyük rollere sahiptir. ESS yönetimi, bu iki yönlü iletişimi ve akabinde 

getirilerini anlamak açısından çok önemlidir. Dört seviyeli sinir düzenlemeleri ile 

yönetilen ESS’de, lokal düzenleme olarak adlandırılan birinci seviyede, sindirim 

sistemi kas tabakası içine dağılan OSS orijinli miyenterik ve bağırsak submukozal sinir 

hücreleri ile ESS'nin duyu nöronları bağlantıya geçerek bağımsız şekilde bir takım 

işlevler yerine getirebilmekteyken; ESS'nin yanısıra MSS'nin de dahil olduğu 

prevertebral düğümlerle regülasyon ikinci seviyeyi oluşturur. Sadece MSS'nin yer 

aldığı üçüncü seviyede, beyin ve omurilik kökenli iletilerin ya doğrudan yada OSS 

veya nöroendokrinal sistemlerle dolaylı şekilde regülasyonu söz konusudur. Dördüncü 

ve gelişmiş beyin merkezlerinin rol aldığı son seviyede ise korteks ve subkortikal 

bölgeler regülasyona katılmaktadır. Bu iletişim şekilleriyle kan-beyin bariyerinin 

geçirgenliği arttırılabildiği gibi, bariyer hattı boyunca sıralanmış hücreler, dolayısıyla 

reseptörler, bariyerin kan tarafında olduğu için beyne girmeden de etki meydana 

getirilebilir (71). Bağırsaktan beyne yol sadece bu iletişimlerle sınırlı değildir, 

bağırsağın vagus siniri vasıtasıyla direkt beyinle iletişime geçebilme kabiliyetini de 

dikkate almak gerekir ki (72,73), bağırsak kökenli bir vagus sinyali floral kökenli bir 

anti-inflamatuar yanıtı tetikleyebilir (70), mikrobiyal disfonksiyon meydana getirebilir 

(74), beyin fonksiyonlarına müdahele edebilir hatta erişkin hipokampal nörojeneze 

etki ederek kişide davranış değişiklerine bile yol açabilir (66). Bununla ilgili yapılan 

bir çalışmada Bravo ve ekibi (2011) vagus sinirini keserek Lactobacillus rhamnosus 

JB-1'in farelerde anksiyete ve depresyonla ilişkili davranışları azaltmasını 

engellediğini göstermişlerdir (70). Başka bir çalışmada ise Holmqvist ve ekibi ise 

(2014) α-synükleinin bağırsak duvarından vagus siniri ile beyin sapına göç edebileceği 

ve vagus sinir kesimi olan bireylerde de Parkinson hastalığı riskinin düşebileceği 

gösterilmiştir (75). 

 

 



18 

 

4.3.2.1. Bağırsak mikrobiyotası ve nörolojik hastalıklar 

Bağırsak mikrobiyotasının beyin fonksiyonu üzerindeki etkisi sürekli araştırılmaktadır 

ve stresle ilişkili durumların veya işlevsel bozuklukların patogenezine, beyin-bağırsak-

mikrobiyota ekseni katkısının mekanizmaları keşfedilmektedir (76). Öyle ki, bu eksen 

sayesinde mikrobiyotanın, hastalığın oluşum sürecindeki başlatıcı basamakları 

tetiklediği düşünülmektedir.  Normal yaşlanma sürecinde mikrobiyotada ki çeşitliğin 

azalması içinde nörodejenerasyonunda bulunduğu bir çok hastalığın patofizyolojisinde 

önemli bir faktör olarak karşımıza çıkmasının yanı sıra (77,78), devinim sergileyen 

mikrobiyotanın da hastalığın temel patofizyolojik faktörlerinden biri olduğu; irritabl 

bağırsak sendromunda elde edilen bazı ön sonuçlar vasıtasıyla (79), AD veya AD’siz 

demans gelişimi için de ciddi bir risk olduğunu göstermektedir (80). Bağırsak 

mikrobiyotasının, depresyon, otizm, şizofreni, Parkinson hastalığı ve multiple skleröz 

gibi bir dizi nörolojik ve psikiyatrik bozukluğu olan hastalarda, sağlıklı kontrollere 

göre, dysbiosizinin etkisinin çok büyük olduğu çeşitli çalışmalarla bildirilmiştir 

(2,3,76,81,82).   

 

4.3.2.1.1. Bağırsak mikrobiyotası ve Alzheimer Hastalığı 

Demansın en yaygın formu olarak görülen AH; bilindiği üzere dejeneratif, kronik 

seyirli progresif bir hastalıktır. Progresyonu hafıza kaybı, düşünce değişiklikleri ve 

diğer beyin işlevlerindeki bozulmalar ile karakterizedir. Yavaş ilerleyerek, beynin 

farklı bölgelerinde kolinerjik sürecin kaybedilerek en son atrofi ile karakterize olan 

beyin hasarı ve ölümüne neden olur (51,52,83). Bağırsak mikroorganizmalarının 

bilişsel kabiliyete olan etkisi gibi,  AH patogenezindeki rolü üzerine de bir çok çalışma 

yapılmıştır. Bruce-Keller ve ekibi, kontrol olarak tercih edilen C57BL/7 farelerini 

normal ve yüksek yağlı besinlerle beslemiş, neticede yüksek yağlı besinlerle beslenen 

farelerin bilişsel gerilemelerine şahit olmuşlardır. Bu farelerin mikrobiyotası, germ 

free (GF) farelere transfer edildiğinde bu farelerde bilişsel bozukluk ile sistemik ve 

merkezi inflamtuar yanıtlar gözlenmiştir (84). Araştırmalar neticesinde mikrobiyota 

disbiyozisinin neden olduğu inflamasyonun KBB değişikliğine neden olduğu ve beyni 
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etkilediği gerçeği kaçınılmaz bir hal almıştır. Buna en büyük örnek, bağırsak 

epitellerindeki sıkı bağlantısı nedeniyle normal koşullarda dolaşıma geçmeyen 

bakteriyel LPS endotoksininin, bağırsak geçirgenliğinin bozulmasıyla dolaşıma 

geçtiği ve inflamatuar yanıtları tetiklediği gerçeği verilebilir. Zira yapılan klinik 

çalışmalar  AH olanlarda plazma LPS oranının AH olmayanlara nazaran en az üç kat 

fazla olduğunu göstermektedir (85,86) Mikrobiyota disbiyozisi hem bağırsak 

geçirgenliğini hem de Kan-Beyin Bariyeri (KBB) bütünlüğünü bozarak özellikle 

yaşlılarda kronik inflamasyonun tetiklenmesini ve bakteriyel amiloid ve 

lipopolisakkaritlerle (LPS) tetiklenen inflamatuar yanıtların mikroglia vb. bağışıklık 

hücreleriyle olan kısır döngüsüne sebebiyet verir (51). Aβ plakların menşei olan APP, 

normalde ESS tarafından ifade olunan, bağırsak bakterileri tarafından salgılanan bir 

proteindir. Normal şartlarda önemli işlevleri olan bu proteinin aşırı ifadesi MSS 

işlevine halel getirmektedir. Özellikle E.coli ve S.enterica APP ifadesinde ölçüyü 

kaçırabilen ve böylece AH patogenezinde rol oynayan bir çok bakteriden bir kaçıdır 

(87). ESS ve MSS-Aβ interaksiyonunda bakteri yada mantar menşeili amiloidlerin 

ölçüsüz salgısı MSS Aβ dinamiğinin dengesine zarar vermekte ve MSS'de de Aβ 

düzeyini arttırarak AH riskine sebep olmaktadır. İlginçtir ki, %95'i bağırsaklardan 

salgılanan serotonin varlığı da Aβ plaklarının oluşumunu azaltabilecek potansiyelde 

kanıtları olan başka bir bağırsak menşeili ürün olarak litertaürde yer etmiştir (86,88). 

Son yapılan çalışmalarda da bağırsak mikrobiyotasının mikroglial olgunlaşma ve 

aktifleşmesinde gerekli olduğu ve iNOS salgısında kaynak görevi gördüğü 

belirtilmiştir (87).   



20 

 

4.3.2.1.2. Enterik Sinir Sistemi,  Bakteriyel Ürünler ve Alzheimer Hastalığı 

İlişkisi 

ESS sindirim sisteminde, iki yönlü olarak MSS ile bağlantıda olan, birbirini etkileyen 

ama MSS’den bağımsız fonksiyonlar da gösterebilen içsel sinir sistemidir. Bu 

tanımdan da anlaşılacağı üzere iki yönlü iletişim durumu, hasıl olan bir hastalığın da 

yayılabileceğine imkan tanımaktadır (89). Bu konuda farklı hastalıkların çalışmaları 

mevcutsa da nörodejeneratif vakalarda sindirim sistemi hasarı yeni yeni çalışılmaya 

başlanan bir konudur. Örnek olarak, Parkinson Hastalığı’nda (PH) gastrointestinal 

disfonksiyon, hastalıkla karakterize olan motor disfonksiyondan önce, hastaların 

neredeyse %80’inde mevcuttur ki bu durum α-sinükleopatinin erken bir göstergesi 

olarak öne sürülmüştür (90). Aynı şekilde AH’ye bakılacak olursa, ESS’deki düzenli 

APP ifadesinin, AH’de de ESS tutulumu teorisini desteklendiği görülür. Enterik 

nöronlarında Aβ birikimi geliştiren APP transgenik farelerin enterik nöronlarında 

azalma meydana gelmiş, iltihaplanmaya hassas oldukları gözlenmiştir (89). Bu 

verilerden yola çıkılarak yorumlanan diğer ön datalardan anlaşılan odur ki, APP 

transgenik farelerin sahip olduğu enterik hasar, hastalığın gelişmesiyle doğrudan 

orantılıdır (91).  

 

4.3.2.1.3. Bakteriyel Amiloid Üretimi 

Bağırsak mikrobiyomu, Escherichia coli’nin ürettiği curli başta olmak üzere, çok 

sayıda amiloid molekülüne kaynaklık etmektedir (92). ESS haricinde üretilen bu 

molekül mikroorganizmaların biyofilm oluşturmalarına ve fiziksel/bağışıksal hasara 

karşı direnç oluşturmalarını sağlar (92,93). Proteinin birincil yapısı bakımından 

bakteriyel kökenli amiloid, MSS amiloidinden farklı olsa da üçüncül yapıları 

birbirlerine oldukça benzerdir (69,94). Bu sebeple, bağırsak, bakteriyel amiloide 

maruz kalıdığında immün sistemi harekete geçirebilir ve neticede artan immün cevapla 

beraber beyinde de anti-mikrobiyal fonksiyonu yerine getirmek üzere endojen amiloid 

üretimi artar (93). Bir çalışmada curli üreten E.coli’ye maruz kalan sıçan beyninde ve 
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bağırsağında nöronal α-sinüklein birikimi ve aynı zamanda bağışıklıkla ilişkili olan 

mikrogliya ve astrogliya seviyesinin kontrol grubuna göre daha fazla arttığı 

gözlenmiştir. Dahası beyinde inflamasyonla ilişkili TLR-2, Il-6 ve TNF ifadelerinde 

artış bulmuşlardır (95). Bakteriyel amiloidler üçüncül yapılarının insan amiloidine 

benzemesinden dolayı moleküler mimikri yeteneğine sahip olabilirler ve bu moleküler 

mimikri yoluyla tıpkı bir prion protein gibi davranarak çapraz tohumlama (cross-

seeding) meydana getirip, amiloidojenik bir molekülü konakçıya kendi molekülü gibi 

benimseterek aslında patojenik bir β-katlanma durumuna sebebiyet verebilirler. 

Dolayısıyla akabinde meydana gelecek olan inflamasyon vakası kaçınılmaz olan bu 

cross-seeding mekanizası hem in-vivo hem in-vitro olarak çalışılmıştır (96,97). Öyle 

ki, bu ve benzeri çalışmalar neticesinde Friedland ve Chapman, mikrobiyota ile ilişkili 

proteopati ve nöroinflamasyonu ifade edebilmek için ‘mapranosis’ terimini bile 

önermişlerdir (93).  

 

4.3.2.1.4. Lipopolisakkaritler  

Beynin dördüncü ventrikülüne LPS enjeksiyonu yapılan bir hayvan deneyinde, 

denekte AH’de görülen  inflamatör ve patolojik özelliklerin ortaya çıktığı gözlenmiştir 

(98). Dahası peritoneal boşluğuna LPS enjeksiyonu yapılan başka bir hayvanda ise 

hipokampal bölgede Aβ seviyesinin arttığını sonrasında bilişsel bozukluğa neden 

olduğunu gözlemlemişlerdir  (99). LPS’nin prion amiloidlerinin patojenik β-tabakalı 

konformasyonunu daha da güçlendirdiği bilgisi de göz önüne alınınca bu ve benzeri 

çalışmalar bakteriyel LPS’nin amiloid fibrillogenezini güçlendirdiğini 

doğrulamaktadır (100,101). AH hastalarında LPS’nin beyin-bölgesel analizi 

yapıldığında, Aβ’nin görüldüğü yerler olan hipokampüs ile neokorteks bölgelerinde 

yerelleştiğini, hücresel analizi yapıldığında da perinükleer bölgede birikerek  DNA 

transkriptlerinin çekirdek dışına çıkışını ciddi derecede azalttığını tespit etmişlerdir 

(102–104). Dahası, LPS’nin kan damarları çevresinde ve amiloid plaklarda Aβ1-40/42 

ile birlikte olduğu dikkate alınınca, AH hastalarındaki plazma LPS konsantrasyonunun 

hasta olmayan insanlara göre ciddi bir şekilde artması,  LPS ile AH arasıdaki ilişkiyi 

teyit eder niteliktedir (85,105). Bununla beraber insan beyninde bulunabilen E. Coli 
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pili protein ya da nükleik asit gibi diğer bakteriyel ürünlerinin AH hastalarında çok 

yaygın olduğu da belirtilmiştir (105,106). LPS’nin etki mekanizması araştırıldığında, 

bağışıklık cevabını tetikleyen yolaklarda etki gösterdiği ortaya çıkmaktadır. LPS, 

CD14 (cluster of differentiation 14) ve MD-2 (myeloid differentiation 2) proteinleri 

ile etkileşimler yoluyla, doğal hasar veya patojen ile ilişkili moleküler izleri tanıyıp, 

doğal bağışıklık sisteminin parçası mikroglial hücrelerde ifade edilen TLR sınıfına ait 

TLR4 reseptörünü aktive eder (107,108). Bu aktivasyon sonucunda TLR4, nötrofil ve 

monositlerden bir Ca+2 sensörü olarak ifade edilen S100A8/A9 heterodimerinin, 

immün cevap için lökosit alımını ve sitokin salınımını uyarmasını teşvik eder 

(109,110). Diğer yandan, TLR ailesine ait başka bir reseptör olan TLR2 de Aβ ve 

bakteriyel amiloidler tarafından tetiklenerek de aktive edilebilmektedir ki, bu durum, 

az önce bahsedilen bakteriyel ürünlerin moleküler mimikri kavramını 

desteklemektedir (69,94). 

 

4.3.2.1.5. Bağırsak inflamasyonu ve bağırsak bariyeri fonksiyon bozukluğu 

Çeşitli sebeplerle bağırsakta bir kez kronik inflamasyona yol açan etmenler meydana 

gelmişse mukozal yapının bozulmasını, polimorfonüklear olarak adlandırılan 

bağışıklıkla ilgili hücrelerin sirkülasyondan bağırsak mukozasına hatta bağırsak 

lümenine migrasyonu takip eder. Böyle bir durumda küçük kalsiyum-bağlayan ve 

S100A8/9 heterodimeri olan kalprotektin ölçümü biyomarker mesabesinde olup bize 

bağırsak inflamasyonu hakkında bilgi verebilir. Nötrofil sitozolünün %60’ını 

oluşturan bu protein antimikrobiyal özelliğe sahiptir (111). İlginç bir şekilde son 

yıllarda yapılan çalışmalar, kalprotektinin heterodimeri olan bu S100A8 ve S100A9 

proteinlerinin protein birincil yapısının Aβ ile α-syn gibi amiloidojenik aminoasit 

sekanslarına çok benzediğini, amiloid oligomer ve fibril oluşturabildiğini hatta 

monomerik/dimerik S100A9’un Aβ fibrilizasyonunu indüklediğini göstermiştir 

(112,113). Ayrıca, makrofaj ve mikroglia gibi bağışıklıkla ilişkili hücrelerden amiloid 

plak oluşumu esnasında salgılanan bu S100A9 heterodimeri nöronal hücrelerde 

kendisinin sentezini tetikleyerek RAGE (advanced glycation end products) yolağının 

oluşumu için TLR4 ve reseptörleri yoluyla daha da fazla mikroglia aktivasyonunu 
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tetikleyebilmektedir1-44. Ayrıca amiloid birikimi ve Aβ ile birlikte birikimi tetikleyen 

bu kalprotektin proteinin seviyesi sadece dışkıda gözlenmediği aynı zamanda AH 

hastalarının beyinlerinde ve beyin-omurilik sıvısında da anlamlı şekilde de arttığı 

yapılan çalışmalarda belirtilmiştir (112). Başka bir çalışmada ise AH hastalarının 

%70’inin beyin ve Beyin-Omurilik Sıvısı’ndan (BOS) ziyade dışkısında anlamlı 

şekilde kalprotektin saptandığı belirtilmiş, ve bu proteinin sirkülasyonla 

nöroinflamasyona katkıda bulunabileceği öne sürülmüştür (114). Buna benzer bir 

mekanizma ile proteinin hareketleri PH hastalarında da rapor edilmiştir (115). Bu ve 

benzer çalışmalar  göstermektedir ki; bu bağırsak orijinli kalsiyum-bağlayan protein 

dolaylı olarak bağırsakta yada doğrudan beyinde amiloid fibril oluşumundan sorumlu 

olabilmekte bunun neticesinde bağırsak inflamasyonu ve floral bozulumu doğrudan 

bağırsak bariyer fonksiyon bozukluğu ve akabinde artan intestinal geçirgenliğe, “leaky 

gut”, bu da nörodejeneratif işlevlere katkıda bulunabilmektedir (81,116). Bilindiği 

üzere bağırsak bariyeri, mukus tabakası, bağırsak epitel katmanı, lamina propria olarak 

adlandırılan üç katmandan oluşmaktadır. Bu katmanlara yukarıda da belirtildiği 

şekilde zarar gelmesi ve bütünlüğünün bozulması halinde atopobiosis yani 

mikrobiyomdaki yararlı mikroorgaizmaların yanısıra zararlı mikroorganizmalar ve 

zararlı maddelerinin sirkülasyona karışması meydana gelir (117,118). Kalın bağırsağın 

mukus tabakası geçirgen değilken ince bağırsağın mukus tabakası bakteri 

büyüklüğündeki parçaları geçirebilmektedir. Yapılan bir çalışmada bu mukus 

tabakasının geçirgenlik özelliklerinin mikrobiyom kompozisyonu tarafından 

belirlendiği rapor edilmişti (119). Örneğin, Akkermansia muciniphila’nın bağırsak 

bariyerini güçlendirdiği obezite ve sistematik inflamasyonu azalttığı (83,120), 

Lactobacillus plantarum, E. coli Nissle ve Bifidobacterium infantis gibi bazı 

probiyotikler bağırsak bariyerini sıkı bağlantıları (tight junction) oluşturan proteinlerin 

sentezini arttırarak güçlendirdiği (118) rapor edilirken, E. Coli suşları, Salmonella, 

Shigella, Helicobacter pylori, Vibrio yada Clostridium kökenli bazı bakterilerin ve 

Bacteroides fragilis eksotoksinin adherence junctions’ları E-cadherin gibi hücre 

adhezyon molekülleri vasıtasıyla bozması örneğindeki gibi bazı bakteriyel ürünlerin 

de epitel tabakadaki epitel bütünlüğü bozduğu çalışmalarla kanıtlanmıştır (121,122). 

Bu ve keşfedilmeyen bir çok yöntemle mikrobiyom profili deviniminin sebep olduğu 

harap edilmiş hücre bağlantı yapıları ve buna bağlı olarak artan intestinal geçirgenlik 
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çalışmaları transgenik fare modelleri vasıtasıyla amiloid birikimi ile karakterize diğer 

bir nörodejeneratif bozukluk olan ambiyotrofik lateral skleröz üzerinde de 

gözlenmiştir (123). Son olarak eklemek de fayda var ki; kalın bağırsak mikrobiyom 

değişikliklerinin sebep olduğu bariyer bütünlüğünün bozulmasına ek olarak ince 

bağırsakda da bakteriyel aşırı büyüme, (small intestinal bacterial overgrowth, SIBO), 

durumları da geçirgenliğin artamasına etkide bulunabilir ki; AH hastalarında yapılan 

analizlerde SIBO prevalansını gösteren bazı ön veriler mevcuttur (1,124). 

 

4.3.2.1.6. Nöroinflamasyon 

AH’nin en bilinen özelliklerinden birisi amiloid plak, mikroglia ve astrosit 

aktivasyonunun neticesi olan nöroinflamasyon seviyesi, AH hastalarının kanında ve 

beyin-omurilik sıvısında artmış enflamatuar cevap olarak tespit edilebilmektedir 

(125). İşte bu noktada Aβ’nin fizyolojik klerensisi çok önemli bir basamaktır, çünkü 

hastalığın erken evresinde düşük miktarda Aβ konsantrasyonu, daha önce de 

değinildiği gibi CD14 ve TLR yoluyla mikrogliayı aktif edip fagositozla temizlenir, 

fakat oligomerizasyonun Aβ tutulumunu arttırmak gibi bir özelliği olduğu için hastalık 

evresinde mekanizma döngüye girerek ciddi miktarda mikroglial artışa ve dolayısıyla 

bir yandan NF- κB, proenflamatuar sitokinler ve oksidatif stres gibi nöroenflamatuarla 

ilişkili moleküllerin seviyesini yükselterek nöronal ve glial hücre ölümüne sebep 

olurken, diğer yandan myeloid hücreler2’de ifade edilen bir reseptörün baskılanması 

neticesinde Aβ42 akümülasyonunu bertaraf edecek fagositik mekanizmanın 

bozulmasına da katkıda bulunur (126–128). Nörodejenerasyonda şahit olunan 

mikroglianın doğal olmayan yola yani döngüye girerek devamlı aktif olması ve aktif 

olacağı molekülleri tetiklemesi inflamasyonun akut değil kronik olmasından kaynaklı 

olabilir1-64. Bu durumda bağırsak kökenli LPS maruziyeti sitokinler aracılığıyla 

mikroglial artışın tetikleyici bir sebebi gibi durmaktadır. Bu konuyla ilgili bir 

çalışmada LPS’ye maruz kalan fare serebellumunda enflamatuar yanıtın kendini 

şiddetle gösterdiği gözlenmiştir (129). Kuvvetle muhtemeldir ki; bakteriyel amiloid 

tarafından kısmen aktif edilmiş mikroglia (primed) bu haliyle beyinde meydana 

gelecek olan Aβ oluşumuna olağandışı tepki vermekte, tabir-i caizse ateşlenmekte ve 
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akut olacak inflamasyon, yaşın da getirdiği dezavantaj doğrultusunda kronik bir hal 

almaktadır (69,130). 

 

4.3.2.1.7. Amiloid yayılımı 

Aβ’nin oluşum ve yayılımı hayvan deneylerinde iyi çalışılmıştır. Örneğin, AH 

hastasından özütlenen Aβ’nin beyne infüzyonunda, beyinde amiloid oluşumu 

gözlenmiş (131), hatta amiloidin bir bölgeye yerleşmesi, beraberinde nöroanatomik 

olarak bağlantılı olduğu diğer beyin bölgelerine yayılımını da getirmiştir (36,132). 

Suda çözünmeyen, toplanma eğilimi yüksek Aβ42’nin bir yere bir kez yerleşmesi, 

suda çözünen, miktarı nispeten daha fazla olan ve en önemlisi de beyinde toksik 

türlerin oluşumuna kapı aralayan Aβ40 oligomerizasyonunu ve akabinde onun 

yayılmasını tetikleyecektir (133). Yayılma sadece beyinde nörondan nörona sınırlı 

kalmayıp astrositleri, mikrogliayı hatta kan-beyin bariyerini geçerek fibroblastları ve 

immun sistem hücrelerini de kapsamaktadır (134). Örneğin, bir çalışmada Aβ 

özütünün intraperitoneal enjeksiyonunun, beyinde amiloid birikimine neden olduğu 

gözlenmiştir (135). 

 

4.3.2.1.8. Nöron hücrelerinde taşınım 

PH’nin belirteci olan α-sinüklein (α-syn) bağırsak duvarındaki miyenterik nöronlarda 

bulunduğu gözlemlenen bir çalışmayı nirengi noktası olarak belirlersek, bu proteinin 

nasıl yol aldığını anlamak için bağırsaktaki Peyer plaklarının dentritik hücreleri bu 

konuda aydınlatıcı olacaktır ). Öyle ki; bu dentritik hücreler, bağırsak epitel mikrofold 

hücreleri (M hücreleri) ve vagus siniri vasıtasıyla bağırsak lümeninden nöron 

hücrelerine ulaşmak çok olası bir durumdur. Yapılan bir çalışmada vagus sinirinin 

dorsal motor nükleusu, PH durumunda, α-sinüklein birikimi için ilk etkilenen bölge 

olarak bulunmuştur, dolayısıyla bu ve benzeri çalışmalar nöronlarda bu tarz yanlış 

katlanan proteinlerin bağırsak-beyin aksı boyunca yayılma potansiyeline sahip 

olduğunu desteklemektedir (69,124). Orijini nerden kaynaklanırsa kaynaklansın yanlış 
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katlanan proteinler birkez nöron hücresinde birikmeye başlayınca ya hücre-içi boşluğa 

yayılarak hücrenin ölmesine sebep olur yada hücre yaşamaya devam etse bile bu 

zararlı proteinleri ekzositozla atabilir. Diğer nöronlar tarafından, lokal bir aktarım 

sonucu absorbe edilmiş olan bu proteinler, hücre-içi hassas proteinlerin 

konformasyonel değişimini tetikleyebilir. Bu süreç böylece sinapslar vasıtasıyla nöral 

ağa yayılabilir (136). Bu proteinler sadece amiloid ve türevleri olmak zorunda değildir, 

işlevini kaybeden tau’nun durumu da tıpkı hasarlı amiloid’in durumuna benzer ve  in-

vitro olarak gözlemlenmiştir (137). Neticede hastalık seyri, AH patolojisinin klasik 

ikilisi olan hücre-dışı Aβ birikimi yolula senil plak oluşumu ve tau proteininin 

oluşturduğu hücre-içi nörofibril yumak oluşumu ile kendini çoktan belli eder (138).  

 

4.3.2.1.9. Kan-Beyin Bariyeri 

Normal şartlarda, KBB MSS’den, sirkülasyondaki kan-türevi moleküller, patojen ve 

hücrelerden, perisitler ve beyin endotel hücreleri vasıtasıyla ayrılır ve normal 

koşullarda suda çözünen Aβ, RAGE ve LPR1 (düşük-yoğunluklu lipoprotein reseptör 

ilişkili protein 1) vasıtasıyla kandan beyine geçebilir (139,140). Fakat, post-mortem 

AH hastaların beyinlerinde yapılan çalışmalarda KBB’nin hasarlandığı ve kan türevi 

ürünlerin birikim sergilendiği gözlenmiş (44), ayrıca bu süreç, öğrenme ve hafıza 

merkezi olan hipokampusteki yaşa bağlı KBB hasarı, canlı insan beyinlerinde de MRI 

tekniği ile de doğrulanmıştır. Normal yaşlanmada KBB hasarının meydana geliyor 

oluşu, devam edegelen çalışmalarda, bu hasarın orta şiddette bilişsel bozukluk (MCI) 

sergileyen hastalarda daha da kötü olduğunu ve BOS vasıtasıyla tespit edilen perisit 

hasarı ile doğru orantılı olduğunu araştırmaya itmiş ve bu savı doğrulamıştır (141). 

Dahası, yapılan başka bir çalışmada da perisit hasarının LOAD için major genetik risk 

faktörü olan apolipoprotein E’nin ɛ4 alleli varlığında arttığını rapor etmişlerdir (142). 
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4.4. Transgenik Alzheimer Hastalığı Fare Modelinde bağırsak mikrobiyomu  

Gut mikrobiyomun Alzheimer patolojisine etkisinin çalışıldığı hayvan modeli 

çalışmaları literatürde mevcuttur (Tablo-1). 

Tablo 1: AH patogenezine mikrobiyotanın rolü üzerine yapılan hayvan deneyi çalışmaları 

AH model Bulgular Referans 

5xFAD fare Fekal mikrobiyota bileşiminde yaşla birlikte 

değişiklikler 

fekal proteinlerde tripsin miktarında azalma 

insan APP (amiloid prekürsör protein)nin sadece 

beyinde değil bağırsak dokusunda da ifadesi 

Brandscheid ve ark, 

2017 (143) 

3×Tg-AD fare  Probiyotik tedavi, enflamatuar sitokinlerin ve bağırsak 

hormonlarının plazma konsantrasyonunu etkiledi 

Beyin hasarında ve Aβ birikiminde bir azalmaya neden 

oldu 

Bonfili ve ark, 2017 

(144) 

APP/PS1 fare  Antibiyotikle tedavi edilen Tg farelerde, gastrointestinal 

mikrobiyom kompozisyonunda ve dolaşımdaki 

enflamatuar aracılarda değişiklikler,antibiyotikle tedavi 

edilen erkek Tg farelerde azalmış Ap birikimi,çözünür 

Aβ seviyeleri artış,Ap plaklarını çevreleyen reaktif 

gliosisde azalma önemli ölçüde değişmiş mikroglial 

morfoloji 

Minter ve ark,2016 

(145) 

Erken doğum sonrası antibiyotik tedavisi sonucu, 

bağırsak mikrobiyal cinsin uzun süreli değişimi,yaşlı Tg 

farelerde beyin Ap birikiminde azalma,antibiyotiğe 

maruz kalan farelerde plaselokalize mikroglia ve 

astrositler azalma 

Minter ve ark,2017 

(146) 

Tg farelerde bağırsak mikrobiyota profilinde kontrol 

farelerine kıyasla dikkate değer bir kayma, germ-free tg 

farelerde kontrol farelerine kıyasla serebral Ap 

patolojisinde büyük ölçüde 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 düzeyinde Helicobacteraceae ve 

Desulfovibrionaceae miktarında önemli bir artış, Cins 

seviyesinde Odoribacter ve Helicobacter miktarında 

artış, Tg farelerde kontrol farelere kıyasla daha düşük ve 

Prevotella miktarı 

Shen ve ark, 2017 

(148) 

AH'de değişen gut mikrobiyom kompozisyonu, otizm ve 

enflamatuar hastalıklarla aynı özellikleri taşır 

Bäuerl et al, 2018 

(149) 

Morinda officinalis oligosakkaritlerinden (OMO) 

yapılan prebiyotik takviyesi; mikrobiyal topluluğun 

çeşitliliğinin ve stabilitesinin korunması, beyin ödemi ve 

nöronal apoptozda iyileşme Aβ ekspresyonunda azalma 

Xin ve ark, 2018 

(150) 

ApoE-/- fare ApoE - / - fare beyinlerine Porphyromonas gingivalis'in 

aktif istilası ve buna bağlı enfeksiyon kaynaklı 

kompleman aktivasyonu 

Poole ve ark, 2015 

(151) 

AH fare modeli  

(Aβ'nin ICV enj) 

Bifidobacterium breve suşu A1'in oral verilmesi 

sonuçları: 

Aβ ile tetiklenmiş biliş bozukluğa engel, hipokampuste 

Aβ indüklü gen ifadelerini baskılama, bağırsak 

mikrobiyomu stabil,  plasma asetat seviyesinde anlamlı 

artış, gözlenemeyen B.breve ve asetat varlığının 

davranışsal eksikliklere yapıcı katkısı  

Kobayashi ve ark, 

2017 

(152) 

AH rat model (D-

galaktozun IP 

enj) 

Lactobacillus plantarum MTCC 1325'in etkisi: 

asetilkolin seviyesinde düzelme, Aβ plak oluşumu 

seviyesinde azalma,  

bilişsel fonksiyonlarıda artış 

Nimgampalle et al, 

2017, (153) 

AH rat model 

(Aβ'nin 

introhipokampal 

enj) 

Lactobacillus ve Bifidobacterium filumlarının hafıza, 

örneme zorluğu ve oksidatif strese olumlu etkisi 

Athari et al, 2018 

(154) 
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4.5. Proteomiks 

Proteomların geniş çapta çalışımı proteomiks kavramını ortaya çıkarmıştır, proteom 

ise bir organizma, sistem yada organizmadan hücreye kadar herhangi bir biyolojik 

olgunun ürettiği proteinlerin tamamını ifade etmektedir. Bir biyolojik kavramın tüm 

RNA dünyasını temsil eden transkriptomun yansıması olan proteom, onun aksine 

stabil bir durumu ifade etmeyip hücreden hücreye devinim sergileyen dinamik bir 

yapıyı temsil etmektedir (155–157). Proteom çalışmaları kütle spektrometrisini (MS) 

içeren ardışık kütle spektrometrisi ve jel tabanlı diferansiyel elektroforez (DIGE) gibi 

yüksek verimli tekniklerle derinlemesine araştırılarak bize devasa veriler sunar. AH 

gibi proteopati orijinli nörodejeneratif hastalıklarda yüksek verimli sonuçlar sunan 

proteomiks kavramı; beyin dokusu, beyin-omurilik sıvısı, kan ve idrarda kontrole 

kıyasla farklılık sergileyen proteinlerin tanımlanması, fonksiyon ve boyutsal yapısı, 

ifade sonrası değişimleri (PTM) hakkında veriler sunarak hastalığın mekanizmasına 

dair bir şablon sunar (158–162). Dolayısıyla etken madde geliştirme ve potansiyel 

biyomarker tespiti mümkün hale gelir (163). 
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Şekil 5: Proteomiks genel şeması 

Proteomik bir takım teknikler neticesinde bilgisine erişilmek istenen proteinlerin lokalizasyonu, miktar 

ve PTM’si hakkında veri elde edilir. Deneyin amacı kapsamında bu veriler ya doğrudan kullanılır yada 

ek bilgiler çıkarmak için işlenirler. Bir proteinin etkileştiği diğer spesifik proteini bulabilmek yada 

PTM’sinin aktivasyon seviyesini belirlemek örneklerinde olduğu gibi.  

 

4.5.1. Metaproteomiks  

‘Metaproteomik’ terimi ilkkez Francisco Rodríguez-Valera tarafından, çevresel 

örneklerde en fazla ifade edilen genleri dolayısıyla proteinleri tanımlamak için 

önerilmişse de bu terim ‘metagenom’ ifadesinden türetilmiştir (164). Daha sonraları 

Wilmes ve Bond, Rodriguez-Valera’nın teriminde ki en fazla ifadesini değiştirerek bu 

terimi belirli bir zaman noktasında çevresel mikrobiyotanın, tüm protein 

komponentleri ile beraber geniş ölçekli karakterizasyonunu betimlemek adına 

önermişlerdir ki; aynı zamanda microbial community proteomics ve microbial 

community proteogenomics olarak da deneyin amacına bağlı olarak birbirlerinin yerine 

de kullanılmaktadır (165). Bu topluluk protein bileşenleri ayrıca bir mikrobiyal 

topluluk içinde ve arasında etkileşen proteinleri içerir ki; böylece çevresel 
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metaproteomun fonksiyonel analizini sağlamak için, mikrobiyal protein havuzu 

ekstrakte edilir, gerekli bilgiye ve istenen çözünürlük seviyesine bağlı olarak çeşitli 

biyokimyasal yöntemler kullanılarak analiz edilir (166). Kütle spektormetresi 

kullanılarak özofagus mikrobiyomunun sahip olduğu protein ve çeşitliliği hakkında 

verilere ulaşabilme örneğinde de olduğu gibi, mikrobiyal protein ekspresyon 

seviyelerine doğrudan ulaşılabilmesi bu tekniğin en büyük avantajlarındandır (167). 

Metaproteomiks teknolojik olarak zor olsa da, metagenomik ve metatranskriptomik 

yaklaşımlarla birlikte yeni enzim keşiflerinde (168); metabolom yaklaşımlarla da 

bağırsak mikrobiyom ve konakçı etkileşimlerinde gösterdiği ilerlemeler cesaret 

vericidir (169,170). Pre-diyabet, tipII diyabet (171), tip I diyabet (172), İltihabi 

bağırsak hastalığı (IBD) (173) ve obezite (174) gibi inflamasyonel hastalıklarda 

yüksek verimli sonuçlar sunan metaproteomiks yaklaşımında; ilgili dokularda, BOS, 

kan ve idrarda kontrole kıyasla farklılık sergileyen proteinler, bu kez bağırsak 

mikrobiyom bazında tanımlanarak, fonksiyon ve yapısı, post-translasyonel 

modifikasyonları ile hastalığın mekanizmasına dair bir şablon sunar. Dolayısıyla, bu 

teknik, etken madde yada biyobelirteç tespitlerinin yanı sıra patogenezi tam 

aydınlatılamayan bu tür hastalıkların moleküler yolaklarına ışık tutacaktır. Şimdiye 

kadar literatürde, Alzheimer Hastalığı’nın klinik yada hayvan modelleri üzerine 

metaproteomiks yaklaşımlarına rastlanmamıştır. Dolayısıyla bu çalışma, AH’nin 

moleküler mekanizmasına metaproteomiks bir yaklaşım ile hastalığın patogenezini 

aydınlatmak yönünden bir plot-çalışma mesabesindedir.  
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

5.1. Gereçler 

5.1.1. Alet ve Gereçler 

Tablo 2: Deneyde kullanılan alet ve gereçler 

Aletler ve gereçler Marka Ürün kodu 

Mikropipet Seti Ependorf   

Laminar Flow Kabin Airstream Gen 3 ESCO   
 

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

Soğutucu (-80ºC) Arctiko 
 

Scientific Blot Boy Fixed Speed 3D laboratory shaker Benchmark 
 

Manyetik Karıştırıcı Benchmark H400HSB 

Heatblock Isıtıcı  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 

Etüv (37 ºC - Proteomiks)  Memmert  8419 8998  

Benchtop Ultrasonic Bath Cleaner Shanti Rs 7,000 

LC-Vial  Supelco  29413-U  

Lam  Thermo 

Scientific  

10143352 

Maxisafe 2020 Class II Biyolojik Güvenlik Kabini  Thermo 

Scientific  

51026653 

Soğutucu (-20 ºC) Thermo 

Scientific   

Soğutucu (+4 ºC)  Ugur   
 

nanoEase MZ HSS T3 Column, 100Å, 1.8 µm, 75 µm x 250 mm, 1/pkg Waters 186008818 

nanoEase MZ Symmetry C18 Trap Column, 100A, 5 um 180 um x 

20mm, 1/pkg 

Waters 186008821 
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Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek Fischer 

Scientific 

 

30kDa cut-off spin column Millipore MRCF0R030 

Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry Waters 
 

Cryotube box 'cardboard' for 2mL İsolab 1.092.22.101.0

01 

tüp - santrfüj - P.P - vidalı kapaklı - 50 ml - aseptik - steril  İsolab S.078.02.008 

tüp - santrfüj - P.P - vidalı kapaklı - 15 ml - aseptik - steril İsolab S.078.02.007 

E® LoBind microcentrifuge tubes 0,5 mL Eppendorf 22431081 

E® epT.I.P.S. Reloads volume range 0.1-10 μL Eppendorf Z640387 

E® epT.I.P.S. Reloads volume range 2-200 μL Eppendorf Z640417 

E® epT.I.P.S. Reloads volume range 50-1000 μL Eppendorf Z640433 

E® LoBind microcentrifuge tubes 1,5 mL Eppendorf 9409329 
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5.1.2. Kimyasallar 

Tablo 3: Deneyde kullanılan kitler ve kimyasal maddeler 

Kitler ve kimyasallar Marka Ürün kodu 

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions  BioRAD  1610180 

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 1000292500 

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 

Iodoacetamide BioUltra, 1149 Sigma 1149-5G 

Metanol   Merck Millipore  106009 

MS Grade Glu-1-Fibrinopeptide Waters 700004729 

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 HCl Sigma T3253 

Trypsin, mass spactrometry grade, 100ug Pierce 90057 

Urea ReagentPlus®, ≥99.5%, pellets - 1kg Sigma U1250 

 

 

5.2. Yöntem 

5.2.1. Deney gruplarının oluşturulması 

Deneyde, Jackson Laboratuarlarından temin edilmiş 3 ailesel AH ve 2 insan presenilin 

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

(5xFAD) fareler, Tg model olarak, aynı batından doğan mutasyon taşımayan 
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kardeşleri de (Littermate) kontrol olarak kullanılmıştır. İlgili fare bağırsakları, ACU-

HADYEK 2015/28 sayılı başvuru ile etik kurul onayından geçen HDK-2015/52 sayılı 

projeden temin edilmiştir. Toplam 12 fare modelinden hasta ve kontrol olarak iki 

biyolojik grup şeklinde temin edilen dışkı örnekleri, kendi grupları arasında da erken 

ve geç evreyi temsilen, üç ve on iki aylık dört biyolojik örnek olarak ayrılmıştır. Her 

biyolojik örneğin üçer biyolojik tekrarı oluşturularak deney yürütülmüştür.  

  2 Grup  

  Transgenik Kontrol  

4 

Biyolojik 

Örnek 

3-aylık 

1 1 
3 

Biyolojik 

Tekrar 

2 2 

3 3 

12-aylık 

4 4 
3 

Biyolojik 

Tekrar 

5 5 

6 6 

 

5.2.2. Fare dışkısından bakterilerin eldesi 

Farelerden diseksiyonla elde edilen bağırsaklar deneyde kullanılana kadar -80’de 

muhafaza edilmiştir. Oda sıcaklığında çözülen bağırsaklardan dışkı örnekleri 

Apajalahti ve ark (175) ile Tanca ve ark (176), uyarladığı basamaklar göz önüne 

alınarak bir seri santrifügasyon işlemine tabi tutulmuş ve mikrobiyal hücreler 

olabildiğince dışkıdan izole edilmiştir. Kısaca; örnekler 10 mL PBS ile vortekslenerek 

tüp rotatör (Boeco Tube Rotator RS-24) ile 45 dakika (dk)  karıştırılmıştır. 500 x g’de 

santrifüj edilerek büyük partiküllerden uzaklaştırılan örnek yani süpernatanı dikkatlice 

alınarak temiz bir tüpe (Isolab, P.P, 50 mL Centrifuge Tube) ayrılmış ve bu prosedür 

3 kez tekrarlanarak aralarda toplanan süpernatan 20,000 x g’de 15 dk santifüje tabi 

tutulana kadar +4°C’de beklemeye alınmıştır. 15 dk bu santrifüj sonrasında ise 

pelletlerden yaklaşık 25 mg tartılıp alınarak aşağıda özetlendiği gibi protein 

ekstraksiyonu yapılmıştır.  
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5.2.3. Protein ekstraksiyonu 

Yaklaşık 25 mg olan pelletlere ekstraksiyon buffer (2% SDS,100 mM DTT, 20 mM 

Tris-HCl, pH 8.8) eklenerek örnekler 20 dk boyunca 95°C’de ısıtılıp 500 rpm’de 

karıştırılmıştır (TS-100, Thermo-Shaker). -80°C’de 10 dk ve tekrar 95°C’de 10 dk 

bekletilip 10 kez 5’er saniye (s) sonikasyon yapılıp (UP200St VialTweeter), her 

döngüden önce 10 s buzda bekletilmiştir. Bunun ardından 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 santrifüj edilip süpernatan olabildiğince 

pelletten uzaklaştırılıp yeni LoBind® tüplere koyulmuştur bu sayede elde edilen 

protein ekstraktı, -80ºC’ye kaldırılmıştır. 

 

5.2.4. Sodyum dodesil sülfat poliakrilamit jel elektroforezi 

Ngo ve ark. (177) uyarladığı basamaklar göz önüne alınarak, TGX Stain-Free™ 

FastCast™ Acrylamide Solutions kitinin bazı yerleri değiştirilerek SDS-PAGE 

yapılmıştır. Kısaca; 0,75 mm’lik camlar kullanılarak Resolver A ve B 2’şer mL 

Stacker A ve B ise 1’er mL olacak şekilde jel protokole göre hazırlanıp kasete 

dökülmüş yarım saat beklenmiştir. Tank kitin tampon solüsyonu ile hazırlanıp kaset 

tanka yerleştirilerek ilk 15 dk 70 V sonra 120 ve 150 V’larda yürütülmüştür. Jeller 

ultra saf su (Milli Q) ile 3’er dk shake (Benchmark Scientific Blot Boy Fixed Speed 

3D laboratory shaker) üzerinde 3 kez yıkanıp, boya (Coomassie Brilliant Blue R-250 

Dye, 20278) ile 30 dk boyunca shake edilmiş; %20 Metanol ve %5 Asetik asitten 

oluşan solüsyonla 35 s mikrodalga fırın kullanılarak (450W) boya uzaklaştırıldıktan 

sonra görüntülenmiştir (ChemiDocTM MP System, BioRad). 

 

5.2.5. Mikrodiyaliz ve protein konsantrasyon tayini 

SDS-PAGE yöntemi ile protein varlığından emin olunduktan sonra, mikrodiyaliz 

(Thermo Scientific™ Slide-A-Lyzer™ MINI Dialysis Unit) yöntemi ile proteinler 
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tuzdan arındırılmış ve protein miktarı konsantre hale getirilmiştir. Mikrodiyaliz 

tüplerine 500 µL su (LC-MS saflığında LiChrosolv®, Merck Millipore, 15333) 

konarak tüpler manyetik karıştırıcıda (Manyetik Karıştırıcı, Benchmark) su dolu 

behere yerleştirilmiş, 15 dk boyunca membranların dengelenmesi için bırakılmıştır. 

Tüplerin içi, 400 µL protein ekstraktı ile değiştirilerek bu kez 100 mM Amonyum 

Bikarbonat (ABC) dolu behere yerleştirilerek, manyetik karıştırıcıda gece-boyu 

bırakılmış, diyaliz sonrası örnekler LoBind® tüplere alınmıştır. Protein 

konsantrasyonlarının tayin edilmesi için micro BCA (Micro BCA™ Protein Assay 

Kit) ve Bradford (Quick Start™ Bradford Protein Assay) yapılmıştır. Her birinin 

protokolu kitin prosedürü takip edilerek yapılmış ve ölçülmüştür (Synergy™ HTX 

Multi-Mode Microplate Reader, Bio-Tek). 

 

5.2.6. FASP (Filter Aided Spample Preparation) 

Ekstrakte edilen ve konsantrasyonu bilinen protein örneklerinden 100 µg dilüe 

edilerek peptit eldesi için,  kitin yayınlanan protokolü Wisniewski ve ark (178) ile 

Mazi ve ark (179) uyarladığı hali göz önüne alınıp bazı basamaklar modifiye edilerek 

FASP işlemine başlanmıştır. Kısaca; filtrelere (30kDa cut-off spin column) son hacim 

230µL olacak şekilde alınan örnekler 8M ABC ile çözünmüş üre ile 14,000 x g’de 15 

dk santrifüj edilmiştir ki, üre soğukta kristalleşerek filtreleri tıkama ihtimalini bertaraf 

etmek için bu işlemin soğukta yapılmamasına dikkat edilmiştir. 200 µL üre ile tekrar 

14,000 x g’de 15 dk santrifügasyonla iyice yıkanan örnekler, 10 mM DTT (Pierce™ 

DDT, Dithiothreitol, 20290) ile muamele edilerek 50°C ısıda 500 rpm’de 30 dk 

boyunca inkübasyon ile indirgenmiştir. Hemen ardından üre ile çözünen 50 mM IAA 

(Iodoacetamide BioUltra, 1149),  örnekler ile karanlık ortamda ve oda sıcaklığında 20 

dk inkübasyonla alkillendikten sonra bu haliyle 14,000 x g’de 10 dk santrifüj edilip 

100 µL üre ile 15 dk ve üç tekrarlı şekilde 14,000 x g’de santrifüj edilmiştir. Filtreler, 

süzülüp tüpte biriken sıvıların atılması neticesinde, bu kez de 100 µL’lik 50 mM ABC 

ilavesiyle birlikte 14,000 x g’de 10 dk santrifüjle üreden yıkanmış, bu basamak da üç 

kere tekrarlanmıştır. Filtrelere 3,3 µg/75µL tripsin enzimi eklenerek 1 dk 

çalkalandıktan sonra parafilmlenerek 37°C’de 18 saati aşmamak kaydıyla gece boyu 
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inkübe edilmiştir. Ertesi gün filtrelerin tüpleri değiştirilerek her bir tüpe, 700 µL 

Asetonitril (ACN), 10 µL formik asit (FA) ve 290 µL LC saflığında ki dH2O’dan 

oluşan karışımdan 50 µL eklenerek 10 dk santrifüj edilmiş ve  bu basamak iki kez 

tekrarlanmıştır. ACN’den kurtulmak için tüpler 20 dk boyunca oda sıcaklığında 

vakuma maruz bırakılmıştır (Vacufuge Vacuum Concentrators, Eppendorf). Yeni 

LoBind® tüplere alınan peptitlerin konsantrasyonu kolorimetrik (Pierce™ 

Quantitative Colorimetric Peptide Assay) olarak belirlendikten sonra her örnek 200 

ng/µL olacak şekilde nanoLC-MS/MS (Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time-of-

Flight Mass Spectrometry) cihazında ölçüm için LC viallerine 30µL olarak 

hazırlanmış, geri kalan örnekler -80°C’e kaldırılmıştır. 

 

5.2.7. Nano sıvı kromografi – ardışık kütle spektrometresi analizi (nLC-MS/MS) 

LC-MS/MS analizleri, Beker ve ark (180) ile Demircan ve ark (181)’nin yayınladıkları 

çalışmalara uygun yapılmıştır. LC viallerine konmuş örnekten 5 µL yüksek basınçla 

sıvı kromotografisine [Acquity nanoUPLC (nano ultra performance liquid 

chromatography) MSınıf, Waters] akabinde elektrosprey iyonizasyon (ESI) vasıtasıyla 

hem quadropol hem de uçuş zamanlı ölçüm kaynağı [QToF (quadrupole time of 

flight)] içeren kütle spektrometresi [Mass spectrometry (MS), Synapt G2-Si HDMS, 

Waters] sistemine gönderilerek deteksiyon işlemi başlatılmıştır. Kütle kalibrantı 

olarak 300nL/dk hızında 1570,6 m/z değerine sahip glu-fibrinopeptit (MS Grade Glu-

1-Fibrinopeptide B, Waters) enjekte edilmiştir. Kolonlar %97 hareketli faz A (%0,1 

FA içerikli LC-dH2O) ile dengelenerek kolon sıcaklığı 55°C’ye ayarlanmıştır. 

Örnekler trap kolonunda (Symmetry C18 5um, 180 umi.d.×20 mm,Waters,Milford, 

MA) alıkonulduktan sonra nano pompa ile oluşturulan, %5’den %40’a kendini 

ayarlayan hareketli faz B (%0,1 FA’li ultra saf ACN) gradienti vasıtasıyla, ayrıştırma 

gücü daha yüksek olan analitik kolon (1,7um BEH C18 75 m x 250 mm) üzerinde, 300 

nL/dk akış hızında 120 dk’ lık bir ters faz kromatografisi ile ayrıştırılmıştır. 4 farklı 

biyolojik örnekten triplike biyolojik tekrar için on iki enjeksiyon gerçekleştirilmiştir. 

Veriler, data independent acquisition yöntemi (MSE), pozitif iyon V modu ve 1,5 s 

aralıklı 6V düşük, 15-40V yüksek enerji fonksiyonu kullanılarak MS ve ardışık MS 
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(MS/MS) vasıtasıyla peptitlerin kütle/yük (mass/charge; m/z) değerleri ve dolayısıyla 

iyon bilgileri şeklinde elde edilmiştir. 

 

5.2.8. Biyoinformatik analiz  

İşlenmemiş nLC-MS/MS peptit verilerinin tanımlanması ve kantitasyonunda, 

proteomik analizler için kullanılan Progenesis-QI for Proteomics (Nonlinear 

Dynamics, Waters) yazılımı kullanılmıştır. Örneklerden elde edilecek m/z değerleri, 

50-1950 aralıklarında analiz edilmiş, fixed Carbamidomethyl-cysteine, Acetyl N-

TERM, Asparagine deaminasyonu ve methionine oksidasyon modifikasyonları 

barındırabilecek proteinler, Uniprotta review edilmiş mouse protein database'i referans 

alınarak belirlenmiştir. 3 fragman kullanılarak 1 peptit tanımlaması, 3 peptit ve 7 

fragman kullanılarak da 1 protein tanımlaması şartı ayarlanmıştır.  

Analiz sonrası belirlenen proteinlerin peptit sekansları, farklı organizmalar tarafından 

ifade edilen proteinlerin içerdiği aynı peptit sekansları elenerek unique sekans haline 

getirilip, tek bir organizmanın ifade ettiği farklı sekanslara ait aynı proteinlerin 

intensity’leri birleştirilmiştir. Unique peptit sekansların ait olduğu proteinleri ifade 

eden tüm organizmalar belirlenmiş, erken ve geç evrede ki hasta ve sağlıklı biyolojik 

gruplarda ortak olan organizmalar ile bu organizmaların ifade ettikleri ortak 

proteinlerin intensityleri ile unique peptit sekansları belirlenmiştir. Organizmaların 

taksonomik bilgileri ve ifade olan proteinler ile; ortak organizmaların ortak anlamlı 

proteinlerinin biyolojik işlevleri, moleküler fonksiyonları ve hücresel bileşenleri 

Unipept 4.3 yazılımı kullanılarak peptit sekansları vasıtasıyla belirlenmiştir.  
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6. BULGULAR 

Deneysel çalışmada kullanılan fare bağırsakları başka bir çalışmamızın neticesinde 

toplanmıştır. Deney, -80 C°’de saklanmış bağırsakların oda ısısında çözdürülmesiyle 

başlamıştır. Örneklerin analizi neticesinde; 3 aylık kontrollerden işlenmemiş, 3 aylık 

hastalardan 1540, 12 aylık kontrollerden 2832, 12 aylık hastalardan 2675 işlenmemiş 

peptit sekansı ve üçer tekrarlı intensitisi elde edilmiştir (Şekil-6) Sekansların temsil 

ettiği organizmalar üç süperkingdom (Archea, Bacteria, Eucaryota) dışındaki 

domainlerden filtrelenmiş, eşsiz sekanslar, her canlıda yaygın bulunan tüm 

sekanslardan seçilerek filtreleme yapılmış, eşsiz sekansların refer ettiği proteinler ve 

organizmalar belirlenerek her seçilmiş biyolojik örneğin listesi Tablo-4 izinde 

organizma, peptit ve protein bazında hazırlanmıştır.  

 

Tablo 4: Dört biyolojik örnekten elde edilen peptit, protein, organizma ve filumların miktarları ile 

peptit ve organizmaların venn şeması 
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A. 3 aylık kontrollerin kromotogramı 

 

B. 3 aylık hastaların kromotogramı 
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C. 12 aylık kontrollerin kromotogramı 

 

D. 12 aylık hastaların kromotogramı 

 

Şekil 6: Her biyolojik (A, B, C ve D) örneğin üçerli tekrarının nanoLC-MS/MS kromotogramı hali. 
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6.1. Normal Yaşlanma Sürecinin Metaproteom Değişimi 

Filtreleme sonucu liste işlenerek, üç aylık kontrollerde 321, üç aylık hastalarda 236, 

on iki aylık kontrollerde 374 ve on iki aylık hastalarda 348 organizma veya protein 

sekansları ve intensitileri belirlenmiştir. Çalışmanın amacı hasta ve kontrolleri 

kıyaslamak olduğu için, dört biyolojik örneğin hepsi hem organizma bazında hem de 

peptit sayısı bazında venn şeması şeklinde kümelendirilmiştir (Tablo-4). 

Kümelendirme sonrasında bir algoritma belirlenerek veriler analiz edilmeye 

başlanmıştır. Algoritmada öncelikle, normal yaşlanma sürecinde deneklerin 

mikrobiyotasında ve ortak ifade olunan protein profillerinde nasıl bir değişim meydana 

geldiği belirlenmiştir. Buna göre ilk olarak, her iki biyolojik örneğin tamamı Unipept 

4.3 programı aracılığyla filum bazında belirlenerek normal yaşlanma süreci yüzdelik 

olarak kıyaslanmıştır (Şekil-7B). Normal yaşlanma sürecinde erken evreyi temsil eden 

3 aylık farelerden elde edilen unique organizmalar 107 iken geç evreyi temsil eden 12 

aylık farelerden ise unique 160 organizma elde edilmiştir. Bu normal yaşlanma 

sürecinde geç evrenin florasının erken evreye göre mikrobiyota çeşitliliği artarken, 

dokuz filumun (Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chlamydiae, 

Chlorobi, Chloroflexi, Tenericutes ve Proteobacteria)  erken döneme göre görece 

arttığı, üç filumun ise (Cyanobacteria, Firmicutes ve Spirochaetes) görece azaldığı 

gözlenmiştir. 3 aylık kontrollerde unique filum gözlenmez iken, Dictyoglomi, 

Elusimicrobia Nitrospirae, Planctomycetes, Thermotogae ve Verrucomicrobia ise geç 

evrede unique olarak görülmüştür. 
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Şekil 7:Normal yaşlanma analiz akışı  

A. Organizmaların sayısına göre normal yaşlanma sürecinin Venn diyagramı. B. Filum diyagramının 

normal yaşlanma sürecindeki yüzdelik karşılaştırması. Yeşil oklar 3-aylık ALM’ye göre 12-aylık 

ALM’de artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o biyolojik 

örneğin unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik versiyonu, 

MedCalc for proportion testine göre anlamlı değişim (p<0,05) sergileyen filumlar: Proteobacteria: p = 

0.0012, Spirochaetes: p = 0.0241, Tenericutes: p = 0.067, Chlamydiae: p = 0.0207. D. Çubuk grafik, 

yaşlanma sürecindeki proteom deviniminin moleküler fonksiyonel analizini 

göstermektedir.Transkripsiyon (p<0,0001), translasyon (p = 0,0014) ve protein 3D yapısı (p=0,0061) 

ile ilişkili yolaklarıdaki proteinlerde anlamlı bir değişiklik  gözlenmiştir. txn: transkripsiyon yolakları, 

atp: enerji yolakları, aa: amino asit metabolizması, strc: protein konformasyon yolakları, trl: translasyon 

yolakları. 

 

Çalışma, descritive bir çalışma olduğu için artma ve azalmanın anlamlı olup 

olmadığına dair refer edilebilecek ön bir çalışma yoktur, ancak MedCalc programında 

‘Test for propotion’ testi kullanılmış, null hipotez için 3-aylık kontrol değerleri 

referans alınarak göreceli anlamlılık gösterilmiştir. Buna göre yüzdelik filum 

diyagramındaki filumların sadece dört tanesi (Proteobacteria, Spirochaetes, 

Tenericutes ve Chlamydiae) organizma miktarı bazında 3-aylık ALM’ye göre anlamlı 

bulunmuştur (Şekil-7C). 

D 
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Normal yaşlanma sürecinde mikrobiyal değişim analiz edildikten sonra protein 

bazındaki değişikliklere bakmak için erken ve ileri evre floradan ortak olan 

organizmaların ortak ifade edilen proteinleri bulunarak intensitiler üzerinden T-testi 

uygulanmıştır. Ortak organizmalar 214 iken bu organizmaların eksprese ettiği ortak 

proteinler 79’dur ve T-testi sonrası anlamlı (p<0,05) eksprese olmuş protein miktarı 

ise 46’dır. Anlamlı bulunan değerlerin fold change’i alınıp değerlere 0,25 üzeri ve -

0,20 altı cut off uygulanmış, 20 azalan ve 26 artan anlamlı değerler elde edilmiştir. 

Ortak olan mikrobiyal sekanslar Unipept 4.3 programında moleküler fonksiyon 

analizine tabi tutulmuş ve değişen proteinlerin ne kadar yüzdeliklerde hangi moleküler 

fonksiyonu ifâ ettiği belirlenerek çubuk grafikle seviyeleri gösterilmiştir. Bu 

bağlamda, transkripsiyon ve enerji yolakları ile ilgili moleküler fonksiyonların 

değişiminin birbirlerine göre anlamlı farklılığı gözlenmiştir (Şekil-7D). 3 ve 12-aylık 

ALM ortak organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-5’de gösterilmiştir.   

 
                  Tablo 5: Normal yaşlanma sürecinde anlamlı çıkan proteinler ve organizmaları 

UniProt ID Fold Change Organizma 
 

A9WH11 -0,9606236 
Chloroflexus aurantiacus (strain ATCC 29366 / DSM 635 / J-10-

fl) 

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) 

Q2II78 -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) 

A1TYJ1 -0,8317196 Marinobacter hydrocarbonoclasticus (strain ATCC 70049) 

Q3SLQ5 -0,8055125 Thiobacillus denitrificans (strain ATCC 25259) 

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

B0S2E5 -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 / IAM 14863) 

A5FRK6 -0,2693223 Dehalococcoides mccartyi (strain ATCC BAA-2100 / JCM 16839) 

A8AZE1 0,6603672 Streptococcus gordonii (strain Challis / ATCC 35105) 

Q5LNV0 0,7104342 Ruegeria pomeroyi (strain ATCC 700808 / DSM 15171 / DSS-3) 

P03833 0,7773454 Klebsiella pneumoniae 



47 

 

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 ) 

B2UYT8 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) 

B0SXR2 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 CTCB07) 

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) 

Q24ZZ8 10,201411 Desulfitobacterium hafniense (strain Y51) 

A1KRG7 75,423182 Neisseria meningitidis serogroup C (strain ATCC 700532) 

A6QB61 794,91703 Sulfurovum sp. (strain NBC37-1) 

6.2. Transgenik Yaşlanmanın Metaproteom Değişimi 

Normal yaşlanma sürecindeki değişimler incelendikten sonra, sağlıklı bir ileri evre ve 

erken evre kıyaslamaları yapmak için bu kez Tg farelerin tabir caizse hastada yaşlanma 

sürecindeki değişimleri incelenmiştir. Yine burada da, Tg farelerde üç aylıktan on iki 

aylığa doğru giderken bağırsak florasında ve ortak ifade olunan proteom profillerinde 

nasıl bir değişim meydana geldiği belirlenmiştir. Unipept 4.3 programı kullanılarak 

sekanslar filum bazında belirlenmiş ve bu filumların üç aylık hastalığı temsil eden Tg 

fare modellerinden on iki aylık Tg fare modellerine göre hasta yaşlanma süreci 

yüzdelik olarak kıyaslanmıştır. Hastalığın yaşla birlikte mikrobiyal seyrinde erken 

evrede unique 77 organizma gözlenirken geç evrede bu sayı 189 olarak gözlenmiştir. 

Ortak olan mikrobiyal miktar ise 159 olarak gözlenmiştir (Şekil-8A). Hastalığı temsil 

eden erken evreden geç evreye olan Tg süreçde mikrobiyota çeşitliliğinde ciddi bir 
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değişim olmamasına rağmen, birbirlerine göre filum bazında anlamlı artış ve azalışlar 

vardır. Bu bağlamda 11 filum (Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes,Chlorobi, 

Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes 

ve Verrucomicrobia) artarken, 3 filumda da (Chlamydiae, Tenericutes ve 

Thermotogae) azalma gözlenmiştir. Dictyoglomi filumu 3-aylık ALZ’ye has 

görülürken Coprothermobacterota filumu ise 12-aylık ALZ’ye spesifik gözlenmiştir 

(Şekil-8B). MedCalc programında ‘Test for propotion’ testi kullanılarak, null hipotez 

için 3-aylık Tg değerleri referans alınmış ve göreceli anlamlılık gösterilmiştir. Buna 

göre yüzdelik filum diyagramındaki filumların sadece beş tanesi (Actinobacteria, 

Cyanobacteria, Firmicutes,  Proteobacteria ve Spirochaetes) organizma miktarı 

bazında 3-aylık ALZ’ye göre anlamlı bulunmuştur (Şekil-8C). 

 

 

A 

B 

C 
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Şekil 8: Tg model yaşlanma analiz akışı 

A. Organizmaların sayısına göre transgenik yaşlanma sürecinin Venn diyagramı. B. Filum diyagramının 

Tg yaşlanma sürecindeki yüzdelik karşılaştırması. Yeşil oklar 3-aylık ALZ’ye göre 12-aylık ALZ’de 

artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o biyolojik örneğin 

unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik versiyonu, MedCalc 

for proportion testine göre anlamlı değişim (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. Çubuk grafik, yaşlanma sürecindeki proteom deviniminin moleküler fonksiyonel analizini 

D 
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göstermektedir. Tıpkı normal yaşlanma yolaklarında olduğu gibi Tg yaşlanmada da transkripsiyon (p = 

0,0018) ve enerji metabolizması (p = 0,0001) fonksiyonlarındaki proteinlerde anlamlı bir değişiklik  

gözlenmiştir. txn: transkripsiyon yolakları, atp: enerji yolakları, aa: amino asit metabolizması. 

 

Hasta yaşlanma sürecinde mikrobiyal değişim gözlendikten sonra ortak olan 

filumlardan ifade olmuş proteinlerin proteom profillerine bakılmış, intensitiler 

üzerinden T-testi uygulanmıştır. Anlamlı değerler için intensitilerin ortalamaları 

üzerinden fold change hesaplanarak anlamlı artış ve azalışın yüzdelik değerleri 

belirlenmiştir. Buna göre, ortak organizmalar 159 iken bu organizmaların eksprese 

ettiği ortak proteinler 54’tür ve T-testi sonrası anlamlı (p<0,05) ifade edilen protein 

miktarı ise 32’ye düşmüştür. Bu 32 proteinin fold change’i alınarak cut off uygulanmış 

4 azalan ve 28 artan değerler elde edilmiştir. Bu artan ve azalan değerlerin peptit 

sekansları üzerinden bu proteinlerin hangi moleküler fonksiyonu ifâ ettiği belirlenerek, 

birbirlerine göre anlamlı değişen moleküllerin sebep olduğu yolak devinimi grafikte 

gösterilmiştir (Şekil-8D). Bu grafikte normal yaşlanma sürecinde de karşımıza çıkan 

transkripsiyon yolakları ile enerji metabolizması yolaklarında görev alan moleküllerin 

birbirlerine göre yüzdelik oranları orantı testine göre anlamlı çıkmıştır. 3 ve 12-aylık 

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

 
Tablo 6: Tg yaşlanma sürecinde anlamlı çıkan proteinler ve organizmaları 

 
UniProt ID T-testi Organizma 

B2KEX0 0,033486152 Elusimicrobium minutum (strain Pei191) 

P13357 0,009626638 Cellulophaga lytica (Cytophaga lytica) 

Q30X04 0,023879989 Desulfovibrio alaskensis (strain G20) 

Q9XXK1 0,006470015 Caenorhabditis elegans 

Q5FRC5 0,013218755 Gluconobacter oxydans (strain 621H) 

Q0C100 0,025444983 Hyphomonas neptunium (strain ATCC 15444) 

Q7VJ21 0,017660375 Helicobacter hepaticus (strain ATCC 51449 / 3B1) 

P31026 0,041135062 Corynebacterium glutamicum (strain ATCC 13032) 

A1BCJ2 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 Y04AAS1) 

Q5FAG1 0,013718415 Neisseria gonorrhoeae (strain ATCC 700825 / FA 1090) 

A7GUR9 0,013538936 Bacillus cytotoxicus (strain DSM 22905 / CIP 110041) 

B9KCG6 0,019181839 Campylobacter lari (strain RM2100 / D67 / ATCC BAA-1060) 

Q0VSK3 0,010052644 Alcanivorax borkumensis (strain ATCC 700651 / DSM 11573) 

P42480 0,028963885 Parahymenobacter ocellatus (Hymenobacter ocellatus) 

P24931 0,004290005 Desulfovibrio vulgaris (strain Hildenborough / ATCC 29579) 

C0QVC8 0,009554875 Brachyspira hyodysenteriae (strain ATCC 49526 / WA1) 
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A1V8A5 0,010546381 Burkholderia mallei (strain SAVP1) 

Q9PHE7 0,014722555 Xylella fastidiosa (strain 9a5c) 

A7Z0N3 0,03174887 Bacillus velezensis (strain DSM 23117 / BGSC 10A6 / FZB42) 

Q1Q8Q0 0,011831645 Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) 

B0SAG0 0,008845359 Leptospira biflexa serovar Patoc (strain Patoc 1 / Ames) 

A9B423 0,017461173 Herpetosiphon aurantiacus (strain ATCC 23779 / DSM 785) 

A5DQL2 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) 

A0K2Y1 0,005255565 Burkholderia cenocepacia (strain HI2424) 

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

A5CUC7 0,002029469 C. michiganensis subsp. michiganensis (strain NCPPB 382) 

Q9AAU1 0,006053244 Caulobacter vibrioides (strain ATCC 19089 / CB15) 

6.3. İleri evre (12 aylık) Hasta ve Kontrol Kıyasının Metaproteom Değişimi 

Eldeki verilerin dörtlü venn şeması neticesinde birbirleriyle olan ilişkisi göz önüne 

alınıp, normal ve hasta yaşlanma sürecinde elde edilen 12 aylık kontrol ve Tg farelerin 

organizmaları filum bazında kıyaslanmış, 12-aylık farelerde hasta ve kontrol 

arasındaki takson ve proteom profilleri farkı, unique ve ortak şeklinde Unipept 4.3 

yazılımı kullanılarak belirlenmiş, ortak olan protein profillerinin devinimleri de 

filumları ile birlikte istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Öncelikle 374 ve 348 

organizmalı sırasıyla normal ve hastayı temsil eden 12 aylık fare modellerinin toplam 

mikrobiyal miktarları venn şeması, yüzdelik filum diyagramı ve filum ve moleküler 

fonksiyon çubuk grafikleri cizilerek birbirleri ile kıyaslanmış, daha sonra 160 ve 189 

organizmalı sırasıyla normal ve hasta fare modellerinin 3-aylık biyolojik örnekleri ile 

kendi içlerinde evrilen yaşam süreci neticesinde elde edilen floradan neşet eden unique 

organizmalarının diyagramı ve grafikleri çizilerek birbirleriyle kıyaslanmıştır. Hem 

totalde hem de sadece ileri evre bazında yüzdeleri temel alınarak filum ve moleküler 

fonksiyonel analizlerde tercihen anlamlılıklar belirlenmiş ve tüm bu istatistiksel analiz 

neticesinde sadece ileri evrelere has olan bu filumların da venn şeması alınarak 150 

Tg modelin ve 121 kontrol farelerin florasına unique ve her ikisinin 39 tane ortak olan 

mikroorganizmalarına ait filumlar belirlenmiştir (Şekil-9A).Öncelikle total geç evre 

kıyaslamalarında kontrole ve hastaya unique değerler sırasıyla 150 ve 124 olarak 

kendini gösterirken, ortak değerler 224 olarak belirlenmiştir (Şekil-9A). Geç evrenin 

kendi aralarındaki kıyaslamalarında 9 filum (Aquifica, Bacteroidetes, Chlamydiae, 
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Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria, Tenericutes, Thermotogae) 2 

süperkingdom (Bacteria and Eukaryota)  kontrole göre azalma gösterirken, 3 filum 

(Actinobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria, Deinococcus-Thermus, Spirochaetes 

ve Verrucomicrobia) ve 1 süperkingdom (Archaea) ise kontrole göre artış sergilemiştir 

(Şekil-9B). MedCalc programında ‘Test for propotion’ testi kullanılarak, null hipotez 

için 12-aylık ALM değerleri referans alınmış ve göreceli anlamlılık gösterilmiştir. 

Buna göre yüzdelik filum diyagramındaki 12-aylık ALZ filumlarının sadece beş tanesi 

(Deinococcus-Thermus, Fusobacteria, Proteobacteria ve Verrucomicrobia) 

organizma miktarı bazında 12-aylık ALM’ye göre anlamlı bulunmuştur (Şekil-9C). 

Toplam gec evre hasta ve kontrol flora kıyasının venn şemasında ortak bulunan 224 

organizmanın ortak anlamlı değişen 47 tane proteini ile Unipept 4.3 yazılımı 

kullanılarak moleküler fonksiyonları grafiklenmiştir. Tercihen yapılan orantı testine 

göre anlamlı değişim gözlenmemiştir (Şekil-9D). İleri evre toplam ortak 

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

 

A. 
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B. 

C. 

D. 
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Şekil 9: İleri-evre modellerin analiz akışı 

A. Organizmaların sayısına göre ileri evre kontrol ve Tg floral organizma miktarının Venn diyagramı. 

Kırmızı vurgu sonraki görsellerin total üzerinden yapılacağını belirtmektedir. B. Filum diyagramının, 

ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazında yüzdelik karşılaştırması. Yeşil oklar 12-aylık ALM’ye göre 

12-aylık ALZ’de artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o 

biyolojik örneğin unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik 

versiyonu, MedCalc for proportion testine göre anlamlı değişim (p<0,05) sergileyen filumlar: 

Deinococcus-Thermus: p < 0.0001, Fusobacteria: p<0.0001, Proteobacteria: p = 0.005, 

Verrucomicrobia: p<0,0001. D. Çubuk grafik, ileri evre ortak kontrol ve Tg floral organizmaların ortak 

proteinlerinin proteom deviniminin moleküler fonksiyonel analizini göstermektedir. Tercihen yapılan 

orantı testine göre anlamlılık gözlenmemiştir. txn: transkripsiyon yolakları, atp: enerji yolakları, aa: 

amino asit metabolizması, strc: protein 3D konformasyonel yapısı, trl: translasyon yolakları. 

 

Toplam ileri evre floral verilerin kıyaslanmasının yanısıra, hasta ve normal 

yaşlanmaya giderken elde edilen unique ileri evre floraları da birbirleri ile kıyaslanmış 

ileri evredeki hasta bir floranın normal bir floradan net farkı anlaşılmak amaçlanmıştır. 

Bu aşamada da erken evreye kıyaslanınca unique olarak ileri evreye has olan hasta ve 

normal floral organizmaların birbirine kıyasını belirten venn şeması ve filum 

diyagramı çizilmiş, yüzdelik olarak artış azalışlar belirlenmiş, çubuk grafikle değerler 

gösterilmiştir. Her iki biyolojik grubun venn şeması çizilmiş ortak olan 39 tane 

organizmanın anlamlı değişen 8 protein intensitisi ile moleküler fonksiyonları 

grafiklenmiştir.  
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Öncelikle sadece geç evreye has olan organizmaların venn şeması çizilerek hasta ve 

kontrol floralarına ait olan ve ortak olan organizmalar belirlenmiş (Şekil-10A), 

akabinde ileri evre kontrol ve Tg model birbirleriyle filum bazında yüzdelik olarak 

kıyaslanmış (Şekil-10B) ve tercihen yapılan orantı testinde anlamlı görülenlerle 

birlikte filumlar çubuk grafikle gösterilmiştir (Şekil-10C). Bu bağlamda normal yaşlı 

florasına kıyasla yaşlı hastanın florasında 6 filum artmış (Actinobacteria, Chloroflexi, 

Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes ve Verrucomicrobia), 5 filum (Chlamydiae, 

Chlorobi, Cyanobacteria, Tenericutes ve Thermotogae) azalmıştır. Tercihen yapılan 

orantı testine göre Firmicutes hasta florasında normale göre anlamlı (p=0,0036) artış 

sergilemiştir. Unique ileri evre hasta ve kontrol flora kıyasının venn şemasında ortak 

bulunan 39 organizmanın ortak 13 proteinin anlamlı değişen 8 tane proteini ile Unipept 

4.3 yazılımı kullanılarak moleküler fonksiyonları grafiklenmiştir. Tercihen yapılan 

orantı testine göre anlamlı değişim gözlenmemiştir (Şekil-10D). İleri evre unique ortak 

organizmalardan ortak ifade olan proteinler Tablo-8 ve 9’da gösterilmiştir.   

 

 

A. 
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B. 

C. 
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Şekil 10: İleri-evre unique modellerin analiz akışı  

A. Organizmaların sayısına göre ileri evre kontrol ve Tg floral unique organizma miktarının Venn 

diyagramı. Kırmızı vurgu sonraki görsellerin unique mikroorganizmalar üzerinden yapılacağını 

belirtmektedir. B. Filum diyagramının, ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazında yüzdelik 

karşılaştırmasının unique versiyonu. Yeşil oklar unique 12-aylık ALM’ye göre unique 12-aylık ALZ’de 

artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o biyolojik örneğin 

unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik versiyonu, MedCalc 

for proportion testine göre anlamlı değişim (p<0,05) sergileyen filumlar: Firmicutes: p=0,0036. D. 

Çubuk grafik, ileri evre ortak kontrol ve Tg floral organizmaların ortak proteinlerinin proteom 

deviniminin moleküler fonksiyonel analizini göstermektedir. Tercihen yapılan orantı testine göre 

anlamlılık gözlenmemiştir. txn: transkripsiyon yolakları, atp: enerji yolakları, aa: amino asit 

metabolizması, glc: glukoz-ilişkili yolaklar, str: protein 3D konformasyonel yapısı. 

 

Tablo 7: İleri evreyi temsil eden 12 aylık hasta ve normal fare total  floralarında ortak ifade edilen 

anlamlı proteinler. 

UniProt ID T-Testi Oragnzima 

B0JRP2 0,0390822 Microcystis aeruginosa (strain NIES-843) 

P31026 0,002738 Corynebacterium glutamicum (strain ATCC 13032) 

A5DQL2 0,0097583 Meyerozyma guilliermondii (strain ATCC 6260) 

A0QL48 0,0127009 Mycobacterium avium (strain 104) 

Q8KTS0 0,0368164 Tremblaya princeps 

Q6ACX6 0,0016078 Leifsonia xyli subsp. xyli (strain CTCB07) 

D. 
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Q6CFT7 0,0160803 Yarrowia lipolytica (strain CLIB 122 / E 150) 

A7HBL7 0,0147381 Anaeromyxobacter sp. (strain Fw109-5) 

A2REC4 0,0019169 Streptococcus pyogenes serotype M5 (strain Manfredo) 

A7GUR9 0,0104123 Bacillus cytotoxicus (strain DSM 22905) 

B7J1W0 0,0009154 Borrelia burgdorferi (strain ZS7) 

A5CUC7 0,0004922 leifsonia xyli subsp. xyli (strain CTCB07) 

A7Z0N3 0,0343291 Bacillus velezensis (strain DSM 23117) 

P64195 0,0078936 Streptococcus agalactiae serotype III (strain NEM316) 

B3ETY9 0,0001502 Amoebophilus asiaticus (strain 5a2) 

Q1J0P7 0,0144153 Deinococcus geothermalis (strain DSM 11300) 

P0C0G6 0,0061671 Streptococcus pyogenes 

A4QBG3 0,0031469 Corynebacterium glutamicum (strain R) 

Q1Q8Q0 0,0074948 Psychrobacter cryohalolentis (strain K5) 

B3EER3 0,0111104 Chlorobium limicola (strain DSM 245) 

A1BCJ2 0,0047061 Chlorobium phaeobacteroides (strain DSM 266) 

A4G9U4 0,0479802 Herminiimonas arsenicoxydans 

Q2L2L3 0,0032212 Bordetella avium (strain 197N) 

Q47UW0 0,0023528 Colwellia psychrerythraea (strain 34H / ATCC BAA-681) 

A1KRG7 0,0123226 Neisseria meningitidis serogroup C (strain ATCC 700532) 

Q605B0 0,0005389 Methylococcus capsulatus (strain ATCC 33009) 

Q30X04 0,0289078 Desulfovibrio alaskensis (strain G20) 

Q1LSX6 0,0047608 Baumannia cicadellinicola subsp. Homalodisca coagulata 

Q65PB4 0,031418 Bacillus licheniformis (strain ATCC 14580) 

C1A4J3 0,016048 Gemmatimonas aurantiaca (strain T-27) 

B3QYL5 0,0341833 Chloroherpeton thalassium (strain ATCC 35110) 

A7HLZ4 0,0029285 Fervidobacterium nodosum (strain ATCC 35602) 

O27491 0,009047 M. thermautotrophicus (strain ATCC 29096) 

A9KD37 0,0089368 Coxiella burnetii (strain Dugway 5J108-111) 

P42467 0,0193281 Peptococcus niger 

B8J123 0,0079191 Desulfovibrio desulfuricans (strain ATCC 27774) 

A8ZV52 0,0388655 Desulfococcus oleovorans (strain DSM 6200 / Hxd3) 

P00370 0,0012797 Escherichia coli (strain K12) 

Q4JT32 0,0238461 Corynebacterium jeikeium (strain K411) 

B0SXR2 0,0160392 Caulobacter sp. (strain K31) 

O66944 0,046044 Aquifex aeolicus (strain VF5) 

Q5FRC5 0,0341632 Gluconobacter oxydans (strain 621H) 

Q2W2I2 0,0225852 Magnetospirillum magneticum (strain AMB-1) 

Q85FR6 0,0455515 Cyanidioschyzon merolae (strain 10D) 

P24931 0,0122363 Desulfovibrio vulgaris (strain Hildenborough) 

B9KCG6 0,0445406 Campylobacter lari (strain RM2100) 

Q9PHE7 0,015652 Xylella fastidiosa (strain 9a5c) 
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Tablo 8: İleri evreyi temsil eden 12 aylık hasta ve normal fare unique floralarında ortak ifade edilen 

anlamlı proteinler. 

UniProt T-testi Organizma 

Q1LSX6 0,004761 Baumannia cicadellinicola subsp. Homalodisca coagulata 

B0JRP2 0,039082 Microcystis aeruginosa (strain NIES-843) 

A0QL48 0,012701 Mycobacterium avium (strain 104) 

Q8KTS0 0,036816 Tremblaya princeps 

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

B7J1W0 0,000915 Borrelia burgdorferi (strain ZS7) 

P64195 0,007894 Streptococcus agalactiae serotype III (strain NEM316) 

A4G9U4 0,04798 Herminiimonas arsenicoxydans 

6.4. Erken evre (3-aylık) Hasta ve Kontrol Kıyasının Metaproteom Değişimi 

Bu kez de hasta ile kontrollerin ileri evreler ile kıyası sonucu elde edilen, ileri evreye 

karşı unique olan erken evre organizmalar ayrılmış ve bu unique olan erken evre hasta 

ile kontrol mikrobiyotası kıyaslanmıştır. Öncelikle toplam erken evreler (3 aylık hasta 

ve kontrollerdeki sırasıyla 236 ve 321 organizma) birbirleriyle kıyaslanmış ve eldeki 

veriler ileri evre ile kıyas olmaksızın değerlendirilmiştir. Bu değerlendirmede venn 

şeması, filum diyagram kıyası ve tercihen orantı testi kullanılarak çizilen çubuk grafik 

analizleri kullanılmış olup bu süreçlerin aynısı ileri evre ile kıyaslanarak elde edilen 3 

aylık hasta ve kontrol unique mikroorganizmalar üzerinde de uygulanmıştır.  

 

Öncelikle toplam erken evre kıyaslamalarda venn şeması alınarak toplam erken evre 

organizma sayıları sadece hastada 92, sadece kontrolde 177 ve hem hasta hem de 

kontrolde 144 olarak belirlenmiş (Şekil-11A), tercihen uygulanan orantı testi ile 

birlikte çubuk grafik olarak gösterilmiştir, yüzdelik filum kıyaslamasında ise 

birbirleriyle kıyaslanmış, kontrol grubuna göre iki süperkingdomda (Bacteria ve 

Eukaryota) ve on filumda kontrol yaşıtlarına göre azalma gözlenirken (Actinobacteria, 

Bacteroidetes, Chlamydia, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-

thermus, Firmicutes, Proteobacteria ve Spirochaetes), üç filumda (Aquificae, 

Fusobacteria ve Tenericutes) artma gözlenmiştir (Şekil-11B), çubuk grafik ve tercihen 
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yapılan orantı testi ile de bir anlamlı azalan filum (Firmicutes) ve iki anlamlı artan 

filum (Fusobacteria, Aquificae) ile bir anlamlı azalan süperkingdom (Bacteria) 

gözlenmiştir (Şekil-11C). 

 

Toplam erken evrede ortak ifade eden 144 organizmanın proteinlerinden ortak olanlar 

(50 tane) bulunmuş ve intensitilerine T-testi uygulanmıştır, cut off uygulanarak elde 

edilen fold change neticesinde anlamlı değişen 31 proteinin peptit sekansı, Unipept 4.3 

yazılımı ile moleküler fonksiyonel olarak analiz edilmiş, 13 potein artışı ve 18 protein 

azalışı belirlenerek grafiklenmiştir. Ortak olan moleküller belirlenerek yüzdelikler 

kıyaslanmış tercihen yapılan orantı testinde birbirlerine göre kıyası anlamlı 

bulunmuştur. Buna göre artan ve azalan skladaki enerji (p=0,0090) ve transkripsiyom 

(p<0,0001) metabolizmasında görev alan proteinler birbirlerine göre anlamlı (p<0,05) 

değişmiştir (Şekil-11D). Bu yapılan analizlerin hepsi yaşlı floraya göre unique olan 3 

aylık hasta ve normal fare florasında da tekrar edilmiştir. Erken evre ortak ve unique 

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

 

 

A. 
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Şekil 11: Erken-evre modelin total analiz akışı 

A. Organizmaların sayısına göre erken evre kontrol ve Tg floral unique organizma miktarının Venn 

diyagramı. Kırmızı vurgu sonraki görsellerin toplam erken evre mikroorganizmalar üzerinden 

yapılacağını belirtmektedir. B. Filum diyagramının, ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazında 

yüzdelik karşılaştırmasının unique versiyonu. Yeşil oklar unique 3-aylık ALM’ye göre unique 3-aylık 

ALZ’de artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o biyolojik 

örneğin unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik versiyonu, 

MedCalc for proportion testine göre anlamlı değişim (p<0,05) sergileyen filumlar: Firmicutes: 

p=0,0159, Aquificae: p<0,0001, Fusobacteria: p<0,0001. D. Çubuk grafik, erken evre ortak kontrol ve 

Tg floral organizmaların ortak proteinlerinin proteom deviniminin moleküler fonksiyonel analizini 

göstermektedir. Tercihen yapılan orantı testine göre enerji (p=0,009) ve transkripsiyonel (p<0,0001) 

mekanizmalarda anlamlılık gözlenmiştir. txn: transkripsiyon yolakları, atp: enerji yolakları, aa: amino 

asit metabolizması. 

 

Toplam erken evre floral verilerin kıyaslanmasının yanısıra, hasta ve normal 

yaşlanmaya giderken elde edilen unique erken evre floraları da birbirleri ile 

kıyaslanmış erken evredeki hasta bir floranın normal bir floradan net farkı anlaşılmak 

amaçlanmıştır. Bu aşamada da ileri evreye kıyaslanınca unique olarak erken evreye 

has olan hasta ve normal floral organizmaların birbirine kıyasını belirten venn şeması 

D. 
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ve filum diyagramı çizilmiş, yüzdelik olarak artış azalışlar belirlenmiş, çubuk grafikle 

anlamlı/değerler gösterilmiştir. Her iki biyolojik grubun venn şeması çizilmiş ortak 

olan organizmaların anlamlı değişen protein intensitileri ile moleküler fonksiyonları 

grafiklenmiştir.  

 

Öncelikle sadece erken evreye has olan organizmaların venn şeması çizilerek hasta ve 

kontrol floralarına ait olan ve ortak olan organizmalar belirlenmiş (Şekil-12A), 

akabinde erken evre kontrol ve Tg model birbirleriyle filum bazında yüzdelik olarak 

kıyaslanmış (Şekil-12B) ve tercihen yapılan orantı testinde anlamlı görülenlerle 

birlikte filumlar çubuk grafikle gösterilmiştir (Şekil-12C). Bu bağlamda normal yaşlı 

florasına kıyasla yaşlı hastanın florasında iki filum artmış (Chlorobi, Proteobacteria), 

üç filum (Actinobacteria, Cyanobacteria, Firmicutes) azalmıştır. Tercihen yapılan 

orantı testine anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. Unique erken evre hasta ve kontrol 

flora kıyasının venn şemasında ortak bulunan 14 organizmanın ortak 7 proteinin 

anlamlı değişen 6 tane proteini ile Unipept 4.3 yazılımı kullanılarak moleküler 

fonksiyonları grafiklenmiştir. Tercihen yapılan orantı testine göre anlamlı değişim 

gözlenmemiştir (Şekil-12D). Erken evre unique ve ortak organizmalardan ortak ifade 

olan proteinler Tablo-9 ve 10’da gösterilmiştir 
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Şekil 12: Erken-evre modelin unique analiz akışı 

A. Organizmaların sayısına göre erken evre kontrol ve Tg floral unique organizma miktarının Venn 

diyagramı. Kırmızı vurgu sonraki görsellerin toplam erken evre mikroorganizmalar üzerinden 

yapılacağını belirtmektedir. B. Filum diyagramının, ileri evre kontrol ve Tg floral filum bazında 

yüzdelik karşılaştırmasının unique versiyonu. Yeşil oklar unique 3-aylık ALM’ye göre unique 3-aylık 

ALZ’de artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o biyolojik 

örneğin unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik versiyonu, 

MedCalc for proportion testine göre anlamlı değişim (p<0,05) sergileyen filumlar: Firmicutes: 

p=0,0159, Aquificae: p<0,0001, Fusobacteria: p<0,0001. D. Çubuk grafik, erken evre ortak kontrol ve 

Tg floral organizmaların ortak proteinlerinin proteom deviniminin moleküler fonksiyonel analizini 

göstermektedir. Tercihen yapılan orantı testine göre enerji (p=0,009) ve transkripsiyonel (p<0,0001) 

mekanizmalarda anlamlılık gözlenmiştir. txn: transkripsiyon yolakları, atp: enerji yolakları, aa: amino 

asit metabolizması. 

 

Tablo 9: Erken evre toplam ALM ve ALZ flora kıyası neticesinde ortak çıkan organizmaların ortak 

ifade olan proteinlerinin T-testine göre anlamlı olanları 

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)) 

D

. 
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A1QZH6 0,010708953 Borrelia turicatae (strain 91E135)) 

Q1Q8Q0 0,002185843 Psychrobacter cryohalolentis (strain K5)) 

B4U081 0,007100538 Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (strain MGCS10565)) 

G3XD24 0,019962798 Pseudomonas aeruginosa (strain ATCC 15692 ) 

Q9PHE7 0,000455288 Xylella fastidiosa (strain 9a5c)) 

B9KCG6 0,008206055 Campylobacter lari (strain RM2100 ) 

Q3A9K2 0,002328084 Carboxydothermus hydrogenoformans (strain ATCC BAA-161 ) 

Q7NAV2 0,020371614 Mycoplasma gallisepticum (strain R(low ) 

Q0ANP4 0,041485973 Maricaulis maris (strain MCS10)) 

Q5FAG1 0,003093269 Neisseria gonorrhoeae (strain ATCC 700825 ) 

B4U738 0,02935885 Hydrogenobaculum sp. (strain Y04AAS1)) 

A9B423 0,007973979 Herpetosiphon aurantiacus (strain ATCC 23779 ) 

A9FQE4 0,018236141 Sorangium cellulosum (strain So ce56)) 

Q5L7N5 0,01607363 Bacteroides fragilis (strain ATCC 25285 ) 

Q5FRC5 0,049307251 Gluconobacter oxydans (strain 621H)) 

B2UYT8 0,004366732 Clostridium botulinum (strain Alaska E43 ) 

Q255E5 0,021142356 Chlamydia felis (strain Fe) 

B3DTE1 0,034630127 Bifidobacterium longum (strain DJO10A)) 

A5IJM5 0,043269717 Thermotoga petrophila (strain RKU-1 ) 

C0ZBS0 0,003214039 Brevibacillus brevis (strain 47 ) 

A6UT35 0,048959564 Methanococcus aeolicus (strain ATCC BAA-1280 ) 

A9KHD9 0,030349201 Lachnoclostridium phytofermentans (strain ATCC 700394 ) 

A7I175 0,018767168 Campylobacter hominis (strain ATCC BAA-381 ) 

P0C0G6 0,03463261 Streptococcus pyogenes) 

A1URR2 0,00431396 Bartonella bacilliformis (strain ATCC 35685 ) 

O32755 0,017398448 Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus) 

 

 

Tablo 10: Erken evre toplam ALM ve ALZ flora kıyası neticesinde ortak çıkan organizmaların ortak 

ifade olan proteinlerinin T-testine göre anlamlı olanları 

UniProtID T-testi Organizma 

A1QZH6 0,010708953 Borrelia turicatae (strain 91E135) 

A9FQE4 0,018236141 Sorangium cellulosum (strain So ce56) 

A5IJM5 0,043269717 Thermotoga petrophila (strain RKU-1) 

A6UT35 0,048959564 Methanococcus aeolicus (strain ATCC BAA-1280) 

A7I175 0,018767168 Campylobacter hominis (strain ATCC BAA-381) 

O32755 0,017398448 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
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6.5. Homolog Hasta ve Kontrol Organizmaların Kıyasının Metaproteom 

Değişimi 

Yaştan bağımsız kıyaslama yaparak çekirdek hükmündeki ALM ve ALZ floralarına 

vakıf olmak için bu kez de 3 ve 12-aylık ALM ortak organizmaları (214 taxa) ile 3 ve 

12-aylık ALZ ortak organizmaları (159 taxa) kıyaslanmıştır. Daha önceki uygulanan; 

venn şeması ile organizma miktarını belirleme, filum diyagramı ile organizmaların 

birbirlerine göre yüzdelerini kıyaslama, bar garfik ile anlamlı değişen filumları 

belirleme ve fonksiyonel analizler ile moleküler yolakların değişimini kıyaslama 

basamakları araştırmamızın bu homolog kıyas kısmında da gösterilecektir. Daha sonra 

sırasıyla ileri evre ALZ flora ile ilişkili tüm floral dağılımlar teker teker ele alınarak 

işlenecek, ileri-evre ALZ ile olan ve anlamlı görülen ilişkisi gözler önüne serilecektir.  

 

Öncelikle homolog organizmaların venn şeması çizilerek hasta ve kontrol floralarına 

ait olan organizmalar belirlenmiş (Şekil-13A), akabinde, belirlenen bu organizmalar 

birbirleriyle filum bazında yüzdelik olarak kıyaslanmış (Şekil-13B) ve tercihen 

yapılan orantı testinde anlamlı görülenlerle birlikte filum/lar çubuk grafikle 

gösterilmiştir. (Şekil-13C). Bu bağlamda ALM florasına kıyasla ALZ florasında on 

filum azalmış (Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chlorobi, Cyanobacteria, 

Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes), bir 

filum (Tenericutes) artmıştır. Tercihen yapılan orantı testine göre sadece 

Proteobacteria filumunda anlamlı bir değişim gözlenmiştir. Moleküler fonksiyonel 

analiz için iki yaklaşım sergilenmiş olup birisinde 3-aylık ALM  ve ALZ kıyası sonucu 

elde edilen anlamlı değişen proteinlerle, 12-aylık ALM ve ALZ kıyası sonucu elde 

edilen anlamlı değişen proteinler analize tabi tutularak ileri evreye doğru, kendi 

aralarında anlamlı değişim sergileyen proteinlerin nasıl değişim sergilediği gözlenmek 

istenmiştir. Bu bağlamda daha önce yapılan kıyas ile paralel yolaklar gözlenmiş, ilginç 

bir şekilde sadece aminoasit yolağında görevli proteinlerin devinimi, tercihen yapılan 

orantı testine göre anlamlı bulunmuştur (Şekil-13D). Diğerinde ise kıyaslamalarımızın 

daha dengeli bir hal alması için venn şemasının kalbi mesabesinde olan dört biyolojik 
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örnekteki homolog organizmalar ele alınarak değerlendirilmiştir. Bu dört biyolojik 

örnekte çekirdek hükmünde var olan 95 organizmaların  (Şekil-13E) ortak olan 

proteinlerine t-test üzerinden fold change uygulanarak anlamlı değişim olup olmadığı 

gözlenmiştir. Buna göre 95 homolog organizmadan 13 ortak protein tespit edilmiş ve 

bunun iki ayrı filumdan (Proteobacteri, Firmicutes) oluşan dört tanesi istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur. Bunlar üzerinden yapılan Moleküler Fonksiyonel 

analizlerde ise bu anlamlı proteinlerin tekrar daha önceki kıyaslarımıza paralel olarak 

aminoasit, enerji ve transkripsiyonel yolaklarla ilişkisi tespit edilmiştir (Tablo-11). 

(Yeterli protein olmadığı için grafik çizilememiştir.) 

 

 

 

A. 

B. 
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Şekil 13: Homolog ALM ve ALZ kıyası analiz akışı. 

A. Organizmaların sayısına göre ALM ve ALZ  homolog organizma miktarının Venn diyagramı. 2’li 

küme dışı sayılar ileri evre ALZ ile ilişkili olup ilerleyen bölümlerde teker teker değerlendirilecek 

organizmalardır. B. Filum diyagramının, ALM ve ALZ  homolog organizmalarının filum bazında 

yüzdelik karşılaştırması. Yeşil ok ALM’ye göre ALZ’de artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. 

Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o biyolojik örneğin unique filumlarını göstermektedir. C. Yüzdelik 

filum diyagramının çubuk grafik versiyonu, MedCalc for proportion testine göre anlamlı değişim 

(p<0,05) sergileyen filum: Proteobacteria: p=0,0365. D. Çubuk grafik, 3 ALM-ALZ ve 12 ALM-ALZ 

homolog proteinlerinin birbirlerine göre proteom deviniminin moleküler fonksiyonel analizini 

göstermektedir. Tercihen yapılan orantı testine göre aminoasit mekanizmasında (p=0,0343) anlamlılık 

gözlenmiştir. aa: amino asit metabolizması, atp: enerji yolakları, glc: glukoz homeostaz mekanizması, 

trl: translasyon yolakları, txn: transkripsiyon yolakları. E. Dört biyolojik örneğin (3 ve 12-aylık ALM, 

3 ve 12-aylık ALZ) venn şeması, kırmızı vurgu her örnekte görülen homolog organizmaları 

göstermektedir. 

 

E. 
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Tablo 11: Homolog 95 organizma analizi 

Dört biyolojik örnekten neşet eden 95 organizmanın anlamlı değişen dört ortak proteini ve anlamlı 

değişen bu dört proteinin, peptit sekansı bazında Moleküler Fonksiyonel analizi. 

 

Çekirdek hükmünde olan kolonilerin değerlendirilmesi akabinde, total venn şemasında 

3-aylık ALM ve ALZ , ve 12-aylık  ALZ floralarının çakıştığı homolog 12 organizma, 

ileri evre hasta sürecine doğru olan genç kontrol- ileri evre hasta ve genç hasta-ileri 

evre hasta şeklindeki devinimin anlamlılığı için değerlendirilmiştir. 3 vs 12-aylık ALZ 

kıyasında 12 homolog mikroorganizma ve 6 homolog proteinden 4, ve 3-aylık ALM 

vs 12-aylık ALZ kıyasında da 12 homolog mikroorganizma ve 3 homolog proteinden 

1 anlamlı protein tespit edilmiş olup bu proteinlerin AH ile olan ilişkisi literatürle 

desteklenmiştir.  Anlamlı devinim sergileyen bu proteinlere  Moleküler Fonksiyonel 

analiz uygulanmış ve etkilenen yolaklar,  enerji mekanizması, transkripsiyon ve yoğun 

şekilde translasyon yolakları şeklinde tespit edilmiştir (Tablo-12).   
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Tablo 12: Homolog 12 organizma analiz tablosu. 

Venn şemasında 3-aylık ALZ, ALM ve 12-aylık ALZ florasından oluşan 12 organizma 

gösterilmektedir. Bu organizmaların anlamlı değişen dört ortak proteini ve anlamlı değişen bu dört 

proteinin, peptit sekansı bazında Moleküler Fonksiyonel analizi. 

 

 

 

Bu kez de, total venn şemasında sadece 12-aylık ALM ve ALZ floralarında homolog 

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

sadece yaşlılıkta görülen floraların değerlendirilmesiyle ileri-evre hasta floranın 

normal bir yaşlı florasından ne gibi bir farka sahip olduğu hem filum hem de proteom 

bazında değerlendirilmiştir. Bu kıyaslamada 39 homolog organizma ve 13 homolog 

proteinden 8 anlamlı değişen homolog protein tespit edilmiş olup bu proteinlerin AH 

ile olan ilişkisi literatürle desteklenmiştir.  Anlamlı devinim sergileyen bu proteinlere  

Moleküler Fonksiyonel analiz uygulanmış ve etkilenen yolaklar, transkripsiyon, enerji 

mekanizması, aminoasit metabolizması, proteinin 3-boyutlu konformasyonel yapısı ve 
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glukoz metabolizması ile ilişkili proteinler olarak bulunmuştur (Tablo-13). 

 

Tablo 13: Homolog 39 organizma analiz tablosu 

Venn şemasında sadece 12-aylık ALM ve ALZ florasından oluşan 39 organizma gösterilmektedir. Bu 

organizmaların anlamlı değişen sekiz homolog proteini ve anlamlı değişen bu sekiz proteinin, peptit 

sekansı bazında Moleküler Fonksiyonel analizi. 

 

 

 

 

Total venn şemasında sadece 3 ve 12-aylık ALZ mikrobiyotasına spesifik olan 

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

ne yaşlı ne genç ayrımı yapmaksızın sadece ALZ florasının değerlendirilmesiyle, ALZ 
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durumunda çekirdek hükmünde bulunan spesifik flora diğer biyolojik örneklerin 

floralarından ayrılmış, hem filum hem de proteom bazında bu organizmalar 

değerlendirilmiştir. Bu kıyaslamada 22 homolog organizma ve 6 homolog proteinin 

altısı da anlamlı değişen homolog protein tespit edilmiş olup bu proteinlerin AH ile 

olan ilişkisi literatürle desteklenmiştir.  Anlamlı devinim sergileyen bu proteinlere  

Moleküler Fonksiyonel analiz uygulanmış ve etkilenen yolaklar, diğerlerine benzer 

şekilde transkripsiyon ve enerji mekanizması ile ilişkili proteinler olarak bulunurken 

şimdiye kadar ki kıyaslamalarda gözlenmeyen, çalışmalarda (182) da artışı oksidatif 

stresle ilişkilendirilen pentoz-fosfat yolağı ile ilişkili proteinler de tespit edilmiştir. 

(Tablo-14). 
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Tablo 14: Homolog 22 organizma analiz tablosu 

Venn şemasında sadece 3 ve 12-aylık ALZ florasından oluşan 22 organizma gösterilmektedir. Bu 

organizmaların anlamlı değişen altı homolog proteini ve anlamlı değişen bu proteinlerin,  peptit sekansı 

bazında Moleküler Fonksiyonel analizi. 

 

 

 

Son olarak, total venn şemasında bu kez de sadece 12-aylık ALM, ALZ ve 3-aylık 

ALZ mikrobiyotasına spesifik olan homolog 30 organizma ele alınmıştır.  Bu homolog 

organizmalar ile ileri evre hasta süreci, erken evre Tg ve normal yaşlı floradan ayırt 

edici özellikleri hem organizma hem de proteom bazında ele alınıp incelenmiştir. Bu 

kıyaslamada 30 homolog organizma ve 6 homolog proteinden 4 anlamlı değişen 

homolog protein tespit edilmiş olup bu proteinlerin AH ile olan ilişkisi literatürle 

desteklenmiştir. Anlamlı devinim sergileyen bu proteinlere Moleküler Fonksiyonel 

analiz uygulanmış ve etkilenen yolaklar, diğerlerine benzer olarak transkripsiyon ve 
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enerji mekanizması ile ilişkili proteinler barındırdığı gibi şimdiye kadar 

gözlemediğimiz glutamat metabolizması ve kromatin yapısı gibi yolakları tetikleyen 

proteinleri de barındırmıştır (Tablo-15). 

Tablo 15: Homolog 30 organizma analiz tablosu 

Venn şemasında sadece 12-aylık ALM, ALZ ve 3-aylık ALZ florasından oluşan 30 organizma 

gösterilmektedir. Bu organizmaların anlamlı değişen dört homolog proteini ve anlamlı değişen bu 

proteinlerin,  peptit sekansı bazında Moleküler Fonksiyonel analizi. 

 

 

 

 

Şimdiye kadar, elimizdeki verileri 4’lü venn şemasına tabii tutarak hepsinden ileri-

evre ALZ florasıyla ilgili olan homologlar alınıp, projemizin amacı olan ileri-evre 
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ALZ modelinde hem proteinler moleküler fonksiyonel bazda, hem de organizmalar 

filum bazında değerlendirilerek biyobelirteç olabilecek moleküler fonksiyon, protein, 

organizma yada filumlara kapı aralamış olduk. Bir sonraki basamağımızda hiçbir 

örnekle ilişkisi olmadan sadece 12-aylık ALM ve sadece 12-aylık ALZ floralarında 

bulunan organizmalar ele alınarak keskin farklılıklara değinilmiştir. Bu bağlamda 

öncelikle bu floraların filum diyagramı çıkarılmış ve yüzdelikleri kıyaslanmıştır. Bu 

kıyas neticesinde iki filum (Actinobacteria, Firmicutes) 12-aylık ALM florasına göre 

artış gösterirken üç filum (Chlamydiae, Proteobacteria, Tenericutes) azalış 

göstermiştir (Şekil-14A). Bu bağlamda tercihen yapılan orantı testine göre anlamlı 

filum/lar (Proteobacteria: p<0,0001) belirlenmiş olup bar grafikle gösterilmiştir 

(Şekil-14B). Tamamen unique değerler oldukları ve dolayısıyla homolog organizma 

barındırmadıkları için ortak proteinlerden moleküler analiz yapılamasa da unique 

değerler üzerinden total bir moleküler analiz gerçekleştirilmiş, homolog fonksiyonlar 

belirlenerek bunlardan bir analiz grafiği oluşturulup takribi bir fonksiyonel bakış 

sergilenmiş, enerji mekanizması (p=0,0333) ve protein 3-boyutlu konformasyonel 

yapısı ile ilgili yolaklarda (p=0,0072) ALM florasına nazaran ALZ florasında anlamlı 

bir değişim gözlenmiştir. (Şekil-14C). Elde edilen markör konumundaki ileri-evre 

ALZ ve ALM floral organizma ve peptit sekansı, protein bilgileriyle Tablo16 ve 17’ 

de gösterilmiştir. 
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Şekil 14: Tüm örneklerden filtrelenerek elde edilen ileri-evre Tg ve kontrol model analiz akışı. 

A. Organizmaların sayısına göre 12-aylık ALM ve ALZ  unique organizma miktarının Venn diyagramı 

ve filum diyagramının, bu organizmaların filum bazında yüzdelik karşılaştırması. Yeşil ok ALM’ye 

göre ALZ’de artışı gösterirken, kırmızı oklar azalışı gösterir. Dikdörtgen içine alınan filumlar ise o 

biyolojik örneğin unique filumlarını göstermektedir. B. Yüzdelik filum diyagramının çubuk grafik 

versiyonu, MedCalc for proportion testine göre anlamlı değişim (p<0,05) sergileyen filum: 

Proteobacteria: p<0,0001. C. Çubuk grafik, 3 ALM-ALZ ve 12 ALM-ALZ unique proteinlerinin 

birbirlerine göre proteom deviniminin peptit bazında moleküler fonksiyonel analizini göstermektedir. 

Tercihen yapılan orantı testine göre enerji mekanizmasında (p=0,0333) ve protein 3-boyutlu 

konformasyonel yapısı ile ilgili yolaklarda (p=0,0072) anlamlılık gözlenmiştir. atp: enerji yolakları, trl: 

translasyon yolakları, txn: transkripsiyon yolakları, strc: proteinin 3D konformasyonel yapısı. 

  

C. 
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Tablo 16: Toplam örneklerden sadece 12-aylık ALZ florasında bulunan mikroorganizmanın protein 

bazında 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) A9W2R3 

Mycobacterium leprae (strain TN) Q9CD72 

Vibrio vulnificus (strain YJ016) Q7MGR5 

Acidovorax sp. (strain JS42) A1WCM9 

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) A0RR26 

Campylobacter jejuni subsp. jejuni serotype O:6 (strain 81116 ) A8FL53 

Chlamydia muridarum (strain MoPn ) Q9PKA7 

Chloroflexus aurantiacus (strain ATCC 29364 ) B9LL90 

Dechloromonas aromatica (strain RCB) Q47JA5 

Deinonema sp. P33168 

Dictyostelium discoideum (Slime mold) P20790 

Frankia casuarinae (strain DSM 45818 ) Q2JFI4 

Haemophilus ducreyi (strain 35000HP ) Q7VLW2 

Halothermothrix orenii (strain H 168 ) B8CW72 

Helicobacter pylori (strain G27) B5Z8D0 

Janthinobacterium sp. (strain Marseille) A6T472 

Leifsonia aquatica (Corynebacterium aquaticum) Q9LBG2 

Mycolicibacterium gilvum (strain PYR-GCK) A4T1R2 

Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (strain Californiakid) Q2SSW8 

Neisseria meningitidis serogroup C (strain 053442) A9M1J1 

Neosartorya fumigata (strain ATCC MYA-4609 ) Q4W944 

Nitrosomonas eutropha (strain DSM 101675 ) Q0AF54 

Oleispira antarctica Q8KM30 

Pelodictyon phaeoclathratiforme (strain DSM 5477 ) B4SGC7 

Prochlorococcus marinus (strain MIT 9215) A8G4K8 

Prochlorococcus marinus (strain MIT 9312) Q318Q8 

Pseudoalteromonas atlantica (strain T6c ) Q15YB0 

Pseudomonas putida (strain W619) B1JDX3 

Pseudomonas stutzeri (strain A1501) A4VPN8 

Pseudomonas syringae pv. tomato (strain ATCC BAA-871 ) Q884Q3 

Salmonella typhimurium (strain LT2 ) P0A1V6 

Shewanella amazonensis (strain ATCC BAA-1098 ) A1S212 

Shewanella halifaxensis (strain HAW-EB4) B0TM18 

Shewanella sp. (strain ANA-3) A0KRN9 

Sphingobium sp. (strain NBRC 103272 ) O66164 
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Staphylococcus epidermidis (strain ATCC 35984 ) Q5HMB9 

Stenotrophomonas maltophilia (strain K279a) B2FHZ0 

Streptococcus sanguinis (strain SK36) A3CK90 

Streptococcus suis (strain 05ZYH33) A4VU67 

Streptomyces lividans P50001 

Thermoanaerobacter pseudethanolicus (strain ATCC 33223 ) B0KCJ3 

Thermomicrobium roseum (strain ATCC 27502 ) B9L1H1 

Thermosipho melanesiensis (strain DSM 12029 ) A6LLL1 

Thermus thermophilus (strain HB8 ) Q5SKE6 

Thioalkalivibrio sulfidiphilus (strain HL-EbGR7) B8GRC0 

Treponema pallidum (strain Nichols) O83668 

Ureaplasma parvum serovar 3 (strain ATCC 700970) Q9PPZ7 

Ureaplasma urealyticum serovar 10 (strain ATCC 33699 ) B5ZAZ4 

Vibrio cholerae serotype O1 (strain ATCC 39541 ) A5F389 

Vibrio parahaemolyticus serotype O3:K6 (strain RIMD 2210633) Q87LT4 
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Tablo 17: Toplam örneklerden sadece 12-aylık ALM florasında bulunan mikroorganizmanın protein 

bazında elde edilen verileri 

Oranizma UniProtID 

Actinobacillus succinogenes (strain ATCC 55618 ) A6VKC4 

Anaplasma phagocytophilum (strain HZ) Q2GIG1 

Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) Q9FZE1 

Aster yellows witches'-broom phytoplasma (strain AYWB) Q2NJZ2 

Bifidobacterium longum (strain NCC 2705) Q8G5R1 

Chlamydia trachomatis serovar L2 (strain 434) B0B7N0 

Cyanothece sp. (strain PCC 7425 ) B8HMR4 

Desulforudis audaxviator (strain MP104C) B1I1J8 

Photorhabdus laumondii subsp. laumondii (strain DSM 15139 ) P60054 

Polynucleobacter asymbioticus (strain DSM 18221 ) A4SUT2 

Polynucleobacter necessarius subsp. necessarius (strain STIR1) B1XRX1 

Pseudomonas mendocina (strain ymp) A4XYM0 

Pseudothermotoga lettingae (strain ATCC BAA-301 ) A8F4Q8 

Rhodopseudomonas palustris (strain BisA53) Q07KK8 

Vesicomyosocius okutanii subsp. Calyptogena okutanii (strain HA) A5CVI8 

Wigglesworthia glossinidia brevipalpis Q8D202 

Acaryochloris marina (strain MBIC 11017) A8ZNS4 

Acidaminococcus fermentans (strain ATCC 25085 ) Q59112 

Acidovorax citrulli (strain AAC00-1) A1TVT1 

Agrobacterium vitis (strain S4 ) B9JVN8 

Anaeromyxobacter sp. (strain K) B4UDT1 

Anaplasma marginale (strain Florida) B9KH09 

Anaplasma phagocytophilum (Ehrlichia phagocytophila) O34191 

Ashbya gossypii (strain ATCC 10895 ) Q753I0 

Azotobacter vinelandii P40591 

Bacillus cereus (strain B4264) B7HED2 

Borrelia duttonii (strain Ly) B5RM75 

Bradyrhizobium sp. (strain ANU 289) P06120 

Buchnera aphidicola subsp. Cinara cedri (strain Cc) Q058E6 

Cellvibrio japonicus (strain Ueda107) B3PK37 

Chlamydia pneumoniae (Chlamydophila pneumoniae) Q9Z760 

Citrobacter koseri (strain ATCC BAA-895 ) A8ACY2 

Clostridium perfringens (strain ATCC 13124 ) Q0TRT2 

Clostridium tyrobutyricum P80583 

Cryptococcus neoformans var. grubii serotype A (strain H99 ) P48465 
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Cupriavidus pinatubonensis (strain JMP 134 ) Q46WD5 

Desulfovibrio gigas (strain ATCC 19364 ) T2G6Z9 

Edwardsiella ictaluri (strain 93-146) C5BGV9 

Erythrobacter litoralis (strain HTCC2594) Q2N5Q5 

Escherichia fergusonii (strain ATCC 35469 ) B7LQ20 

Fervidobacterium islandicum O50341 

Francisella tularensis subsp. holarctica (strain FTNF002-00 ) A7NEH6 

Geobacter sulfurreducens (strain ATCC 51573 ) Q74BW1 

Lawsonia intracellularis O87887 

Leptolyngbya boryana (Plectonema boryanum) Q00239 

Methanobrevibacter smithii (strain ATCC 35061 ) A5UKB2 

Methanosarcina acetivorans (strain ATCC 35395 ) Q8TMI6 

Methylobacterium nodulans (strain LMG 21967 ) B8IS79 

Mycobacterium sp. (strain KMS) A1UBJ4 

Mycolicibacterium vanbaalenii (strain DSM 7251 ) A1TBP9 

Oligotropha carboxidovorans (strain ATCC 49405 ) B6JES1 

Onion yellows phytoplasma (strain OY-M) Q6YPX7 

Pelodictyon luteolum (strain DSM 273 ) Q3B622 

Petrotoga mobilis (strain DSM 10674 ) A9BHA8 

Porphyromonas gingivalis (strain ATCC BAA-308 ) Q9S3R9 

Prevotella ruminicola (Bacteroides ruminicola) P95544 

Proteus mirabilis (strain HI4320) B4F0E5 

Pseudomonas fluorescens (strain Pf0-1) Q3K600 

Pseudomonas fluorescens (strain SBW25) C3K1E8 

Pseudomonas oleovorans Q9R9U8 

Pseudomonas syringae pv. syringae (strain B728a) Q4ZZG9 

Rhizobium meliloti (strain 1021) Q92N13 

Rhodopirellula baltica (strain DSM 10527 ) Q7UF84 

Rickettsia conorii (strain ATCC VR-613 ) Q92GB2 

Serratia proteamaculans (strain 568) A8G8Y2 

Shewanella frigidimarina (strain NCIMB 400) Q07VU2 

Shewanella loihica (strain ATCC BAA-1088 ) A3Q976 

Shewanella sp. (strain MR-7) Q0I074 

Staphylococcus aureus (strain COL) Q5HHP5 

Streptomyces avermitilis (strain ATCC 31267 ) Q82DQ4 

Vibrio tasmaniensis (strain LGP32) B7VKY2 

Yersinia pestis (strain Pestoides F) A4TMK8 

Yersinia pseudotuberculosis serotype I (strain IP32953) Q663K1 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

AH, geç başlangıçlı, progresif ilerleyen ve yaşla karakterize demans türlerinin en 

yaygın formudur (183). Bilindiği üzere hastalık her ne kadar yaşlanma ile kendini 

gösteriyorsa da semptomlar onlarca hatta belki daha fazla yıllar öncesinden 

başlamaktadır (183,184). Tüm beyinde görünmesinden ziyade hipokampus ve 

korkteks gibi belli bölgelerden başlayarak atrofi ile sonuçlanacak bir yayılım sergiler 

(184). Beyinde ortaya çıkmasından evvel de iç dengenin şaştığı kronik inflamasyonla 

karakterize bazı semptomların bağırsaktan kökenlenerek beyne hükmetmesi ile ilgili 

araştırmaları giderek büyümektedir (185,186). Bilindiği gibi Hipokrat’tan beri 

süregelen “her hastalık bağırsakta başlar” mottosu (65) günümüzde modern tekniklerle 

de bir çok hastalığın intestinal floral perpektifinden değerlendirilmesine zemin 

hazırlamıştır. Bunlardan en yaygın çalışılan alan ise kuşkusuz nörodejenerasyondur 

(187). Bu bağlamda literatüde transgenik fare modelleri ile bağırsak-beyin aksını hedef 

alan birçok genomik ve transkriptomik çalışmalar bulunmasına rağmen (188,189), 

sadece AH ile ilişkisi değil nörodejenerasyonun bile etraflı metaproteom çalışmalarına 

rastlanmamıştır. Dolayısıyla bu çalışmada amaç, nörodejenerayonun en yaygın kolu 

olan AH durumunda erken evrede ve ileri evrede, hem organizma-filum bazında hem 

de proteom devinimi-moleküler fonksiyon bazında tam olarak neler olduğunu 

anlayabilmek ve olabildiğince detaylı bir analiz sergilemek olmuştur. Bu bağlamda 

çalışma konseptimiz, erken evreyi temsilen 3 aylık ve geç evreyi temsilen 12 aylık 5 

mutasyonlu ailesel Alzheimer hastalığı (5XFAD) transgenik ve transgenik olmayan 

kontrol fare modellerinin, birbirleri ve kendi içlerindeki kıyasından neşet eden 

bağırsak mikrobiyota farklılıkları ve bu farklılıkların beraberinde getirdiği proteom 

profil devinimlerinin nano sıvı kromotografi ve ardışık kütle spektrometrisi 

kullanılarak araştırılması şeklinde dizayn edilmiştir (Şekil-15). Böylece hastalık 

semptomları kendini belli etmeden çok önceki dönemlerde bağırsakta gerçekleşen 

mikrobiyota, proteom ve dolayısıyla moleküler devinimler tespit edilerek hem 

hastalığın oluşum mekanizmasına ışık tutmak ve hem de potansiyel biyobelirteç 

adaylarını tespit edilebilmek mümkün olacaktır. 
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Şekil 15: Tezin oluşum aşamasında izlenen genel yolak.  

Eldeki dört biyolojik örneğin yayın akışı numaralarla belirlenmiştir. 1 numarada, 3-aylık normal flora 

12-aylık normal flora ile kıyaslanmış, bu kıyaslanma neticesinde sadece 3-aylıkta 107, sadece 12-aylıkta 

160 ve hem 3 hem de 12-aylıkta 214 organizma peptit bazında belirlenmiştir. 2 numarada, 3-aylık Tg 

flora 12-aylık Tg flora ile kıyaslanmış, bu kıyaslanma neticesinde sadece 3-aylıkta 77, sadece 12-aylıkta 

189 ve hem 3 hem de 12-aylıkta 159 organizma peptit bazında belirlenmiştir. Böylece, 1 ve 2 numarada 

kontrol ve Tg floranın yaşlanma süreci analiz edilmiştir. 3 numarada ileri-evre hastalık durumuna ait 

olası markör ve terapötik ajan belirleme maksatlı sadece 12-aylık kontrole ait olan 160 organizma ile 

sadece 12-aylık Tg ait olan 189 organizma kıyaslanmış; 121 tane sadece 12-aylık kontrole, 150 tane 

sadece 12-aylık Tg’e ait ve 39 tane hem ALM hem ALZ floraya ait organizma bulunmuştur. Aynı 

şekilde 4 numarada da erken-evre hastalık durumuna ait olası markör ve terapötik ajan belirleme 

maksatlı sadece 3-aylık kontrole ait olan 107 organizma ile sadece 3-aylık Tg ait olan 77 organizma 

kıyaslanmış; 93 tane sadece 3-aylık kontrole, 63 tane sadece 3-aylık Tg’e ait ve 14 tane hem ALM hem 

ALZ floraya ait organizma bulunmuştur. 5 numara da ise yaşlanma proseslerinde ortak çıkan kontrol ve 

Tg organizmları da birbirleriyle kıyaslanmış ve 95 tane ortak, 119 tane ortak kontrol florası ve 64 ortak 

Tg florası belirlenmiştir. 6 numara ise ortak erken-evreler ile ortak ileri-evrelerin kıyaslamasını 

içermekle birlikte neticede ortak organizma tespit edilememiştir. ALM: kontrol, ALZ: Tg, U: unique. 

 

Birinci basamakta, yaşlanma süreçlerini ön plana alarak erken evre ortaklıklardan 

kurtulup sadece yaşlılık sürecinde meydana gelen mikrobiyal durumun elde 

edilmesine dair geliştirdiğimiz algoritmayı baz alarak ileri evre ALM florasından, 

erken evre ALM florasında bulunan her tür ortak organizma ayıklanmış ve neticede 

sadece ileri evre ALM florasına ait organizmalar elde edilerek yaşlanma sürecinde 

meydana gelen değişiklikler değerlendirilmiştir. Bu süreçte erken evre floraya 

kıyaslandığında anlamlı filum ve proteom profilleri devinim göstermiştir. Öncelikle 

ileri evre florada Chlamydiae (P=0,0207) ve Tenericutes (P=0,0067) filumlarının 

anlamlı artışı (Şekil-7C) yaşlılık sürecinde bağışıklığın azaldığına dikkat çekmektedir 
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öyle ki; bu florada Chlamydiae pneumonia varlığı literatürde Alzheimer’lı florada en 

sık rastlanan bir organizma olmasına rağmen çalışmalarımızda sık sık normal yaşlı 

florada görülmesi buna karşılık hasta yaşlılıkta Chlamydia muridarum varlığı bu 

organizmanın literatürün aksine normal yaşlılıkta da görülebileceğini ve belki de hasta 

olmayıp senile plak barındıran yaşlıların sebebiyetine delil getirebileceğini 

düşündürmektedir (190,191). Normal yaşlanma sürecinde Chlamydiae filum artışı, 

literatür desteği de birlikte olmakla beraber, normal yaşlanmanın aleyhine bir durum 

olarak değerlendirilmiştir. AH verilerimizdeki varlığı ve normal olmasına rağmen 

yaşlı bireylerde ki varlığı 12 aylık normal intestinal floranın ortamını değiştirerek 

inflamatuar cevabı tetiklediğini, dolaşıma bizzat ve ürünleriyle katılarak cevabı 

tetiklemeyi sürdürdüğünü ve beyne geçerek inflamasyonun meydana gelmesine 

aracılık ettiğini düşündürmektedir. Keza, yapılan çalışmalarda Chlamydia 

pneumonia’nın monositleri enfekte ederek inflamasyonu tetiklediği ve normal farelere 

enjekte edildiğinde beyinde amiloid birikimine sebebiyet verdiği gözlenmiştir 

(13,51,190,192). Öte yandan normal florada (193,194) düşük miktarda var olduğu 

bilinen Tenericutes filumunun artış (51,195–197) ve azalışının (198) floraya 

zararı/yararı hakkında ihtilaflar varid olsa da literatür eşliğinde ve normal yaşlanma 

sürecindeki verilerimize göre bu filumun ve özellikle M. gallicepticum türünün 

yaşlanma sürecinde normal seviyesine kıyasen artışı, mRNA-Ribozom kompleksi için 

gerekli olan gen ifadesinin promotor etkinliğini azaltarak (199) intestinal proteom 

profilinin devinimi ile disbiyoza katkıda bulunduğunu bize düşündürmektedir. Diğer 

taraftan, ileri evre normal florada Proteobacteria filumunun artışı (Şekil-7C) ve 

özellikle Helicobacter, epsilon (Campylobacter), Enterobacter ve Oligoflexia 

(Bdellovibria) taxalarının varlığı, yaşlılığın getirisi olan dezavantajları destekler 

niteliktedir. Literatürde artış (83,149,194,200–202)  ve azalışının (51) floraya olan 

etkisinin nispî münakaşası şöyle dursun, normal florada domine halde zaten bulunan 

(193) ama çeşitli hastalıkların tetikleyicilerini de (Escherichia, Salmonella, Vibrio, 

Helicobacter gibi) barındıran böylesi kritik bir filumun; çeşitliliğin ve immün sistemin 

azaldığı yaşlılık sürecinde florada artması beklenen bir durum olsa gerektir. Filumda 

artışların inflamasyonla ilişkilendirilmesi, Bifidobacterium takviyesiyle LPS oranı 

baskılanan 5XFAD farelerinde yapılan bir çalışmayla (194) gösterilmiş olup, yine aynı 

farelerle yapılan fecal çalışmalarda LPS oranının yüksek olarak gözlendiği 
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çalışmalarla (149) pekiştirilmiştir. Dahası, Proteobacteria filumunun IL-8/10 

(interlökin-8/10) ve Aβ 40-42 ile yakın ilişkide olduğu belirtilen çalışmaların (83) 

süzgecinde bu filumun sadece florada değil sirkülasyonla beyine giderek beyinde de 

kolonileştiği, hatta post-mortem AH hastalarında normal yaşlıların beyinlerine kıyasen 

anlamlı şekilde artış sergilediği (203), Proteobacteria filumunun artışının yaşlanmada 

özellikle kronik inflamasyona hem bağırsaktan hem de beyinden etki ettiğini gözler 

önüne sermektedir. Özellikle bu geniş filumu, subfilum seviyesinde 

değerlendirdiğimizde ortaya fikirlerimizi destekler nitelikte başka bulgular da 

çıkmaktadır. Örneğin, Proteobacteria filumuna ait epsilon subdivision kategorisinde 

erken evre normal florada bulunmayan ve gıda patojeni olarak karşımıza çok çıkan 

gram-negatif Campylobacter (204) bakteri cinsi belirmektedir. Ancak diğer yandan 

literatürde sadece normal ve sağlıklı insan/hayvan florasında bulunduğu iddia edilen, 

bizim çalışmalarımızda da ileri evre floraya has olan Oligoflexia subfilumuna ait 

Bdellovibrio bacteriovorus varlığı, hayatta kalmak için diğer gram-negatifleri avlayan 

ve populasyon dengeleyici olarak görev yapan bir bakterinin (205), yaşlanma 

sürecinde florayı dengede tutmaya çalışan az sayıda faydalı bakterilerden biri olarak 

karşımıza çıktığını da düşündürmektedir. Diğer bir deyişle, avcı bakteri statüsündeki 

bu organizmanın çoğalması zararlı organizmaları yiyerek mikrobiyotanın en azından 

normal sınırlardaki yaşlılık sürecinde optimum koşulları sağlayan kronik inflamasyon 

döngüsüne girmeyi engelleyen iyi türler olduğunu kanıtlar niteliktedir. Normal 

yaşlanma sürecinde elde ettiğimiz floral verilerde dikkat çeken başka bir nokta ise 

neurospirochetosis’e sebep olan (206–208) ve beyinde atrofi ve mikrogliosis 

vasıtasıyla AH ile ilişkisi kanıtlanan Spirochaetes filumunun, demansa birincil sebep 

olan yaşlanma sürecinde anlamlı şekilde düşüş sergilemesidir (Şekil-7C). Bu durum 

bize, kronik inflamasyon döngüsüne sebep olan bakteriyel filumların yetersizliğinin 

normal yaşlanma florasını AH florasından ayırt edici bir durum olarak 

düşündürmektedir. Bunun yanısıra AH gibi semptomları, metabolitlerle mikroglia 

aracılı inflamasyonu azaltarak düşürdüğü çalışmaları ile bilinen Acidobacteria 

(209,210) artışının, çekirdek mikrobiyota da eser miktarda varlığı bilinen artması 

durumunda BMAA (β-N-methylamino-l-alanine), saxitoxin ve anatoxin-α gibi 

nörotoksin üreterek nörolojik hastalıklara ve özellikle AH riskine sebep olan 

Cyanobacteria (83,144,203,211,212) düşüşünün, bütirat gibi faydalı bir molekülün 
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oluşumundan sorumlu olarak AH florasına bile pozitif etkisi olmakla birlikte, 

literatürde flora üzerine faydası ve zararı tartışmalı olan 12 aylık normal fare florasına 

unique olarak gözlemlediğimiz sırasıyla Thermotogae (213) ve Verrucomicrobia 

(51,147,194,195,202,214–217) filumlarının normal yaşlanmada kronik enfeksiyona 

karşı dirençte rol alan dengeleyici filumlar olduğunu da düşündürmektedir (Şekil-7C). 

Ayrıca Alois Alzheimer ile aynı zamanda hastalığı keşfeden ve bunu bir vaka değil on 

iki vaka ile yapan Dr. Fischer’inde içinde olduğu bir çok çalışmada belirtildiği gibi, 

beyinde bekteriyel koloni oluşturduğu, inflamasyona birinci dereceden sebep olan ve 

AH flora ile beyinde anlamlı artış gösteren Actinobacteria 

(147,174,202,203,215,216,218)  filumunun ALM florada artışı, çekirdek 

mikrobiyotada var olan ancak artışının LPS ve inflamasyonla yakından ilişkisi olan 

gram negatif Bacteriodetes (51,83,216,217,219,220,149,193–195,200,201,214,215) 

filumunun artışı, ve bakteriyel amyloid üretimi yapan, AH ile de yakından ilişkili olan 

Chloroflexi (217,221–225) filumunun artışı, şimdiye kadar yaşlılık ve demans 

arasındaki ince dengenin floranın gelişigüzel değil bilinçli, yeterli ve gerekli bir 

dağılım sergilediği şeklinde hipotez ettiklerimizi doğrular niteliktedir (Şekil-7C). Son 

olarak literatürde varlığına rastlamayıp verilerimizde ileri evre florada görülen ve 

erken evre AH flora için anlamlı gözlenen Chlorobi filumunun artışı, yine 

verilerimizde sadece erken evre AH ve normal yaşlı floralara ait Dictyoglomi 

filumunun varlığı ve ayrıca 3 aylığa göre 12 aylık normal verilerimize has, kronik diş 

iltihaplanmalarında yükselerek bilişsel bozulmada önemli görevi olduğu belirlenen 

Nitrospirae (226) filumunun varlığı hipotezimizi destekleyerek bu filumların normal 

yaşlanma ve demans arasındaki ince dengeyi sağlayan markör filumlar olabileceğini 

düşündürmektedir (Şekil-7C). Öyleki; AH ile yakından ilişkili ama oranı yüksek 

olmayan ve bilişsel bozuklukta da görev alan bu bakteriler yaşlılıkta kritik olmayan 

demans benzeri vakaların ve AH’ye sebep olmayan ama varlığı bilinen plakların 

açıklayıcısı niteliğindedir adeta… Yaşlılıkta domine olan AH ve benzeri bilişsel 

gerilemede rol alan filumlar yaşlılığın kaçınılmaz kaderi gibi görünmektedir. Ancak 

dengeleyici filumlarla kronik inflamasyon döngüsüne girmeyen sistemin, bu kronik 

inflamasyon meydana gelmediği için normal yaşlanma prosesini gerçekleştirdiğini 

düşünmekteyiz.Tüm bu bakteriyel değerlendirmelerin ışığında normal yaşlanma 

prosesinde meydana gelen moleküler fonksiyonel değişiklikler de hipotezimizi 
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literatür ışığında doğrulamaktadır. Zira moleküler fonksiyonel değişimlere 

bakıldığında zararlı bakteriyel devinimin en hasar yarattığı yolaklar olan 

transkripsiyon, translasyon ve proteinin konformasyonel yapısı ile ilişkili 

yolaklarındaki artış ve azalışlar birbirlerine göre anlamlılık sergilerken enerji ve 

aminoasit mekanizmasındaki yolaklarında birbirlerine göre var olan değişimleri 

gözden kaçmamıştır (Şekil-7D).  

 

Algoritmamızın ikinci kısmı normal sürecin değişkenliklerini gözlemlerken aynı 

şekilde hastanın yaşlanma sürecini de gözlemlememize kapı açmıştır. Normal 

yaşlanma sürecinde anlamlı değişimler nispeten az ve stabilizasyon domine 

durumdayken hastanın yaşlanma sürecini temsil eden modellemelede bu durum 

değişken ve dengesiz bir hal almış, normal yaşlanmada gözlenen çeşitlilik ve ileri 

evreye has olan yeni organizmaların varlığı meselesi hasta yaşlanmada 

gözlenmemiştir. Diğer bir deyişle filum bazında floral çeşitlilik varyansı hemen hemen 

hiç olmamasına rağmen bazı filumların miktarları erken evrede ki Tg hasta modeline 

göre anlamlı artış sergilemiştir. Öncelikle tercihen uygulanan orantı testine göre 

anlamlı çıkan filumlar kritik edildiği zaman literatürde artışı zararlı gözüken filumların 

verilerimizde anlamlı artışına şahit olunmaktadır. Çekirdek florada domine olan 

(147,218), ancak dengesiz artışı, Fischer’in deyimiyle, hastalığın en önemli 

sebeplerinden olan, bakteriyel Aβ üretip tüketen bakteriler arasında ünlenen, 

inflamasyonla ilişkili Actinobacteria (13,216,217,221,224,227,228), eser miktarda 

artışının nörotoksisiteye sebep olduğu bilinen Cyanobacteria (83,144,227,229,230), 

ihtilaflar olmakla birlikte (195,219,231) başta 5XFAD olmak üzere fare deneylerinde 

Tg farelerin mikrobiyotasında inflamasyonla karakterize yükseliş gösteren ve AH 

florasında domine bulunan ancak hastalığın orta evrelerinde düşüşle karakterize olan 

Firmicutes (69,83,220,225,232–235,106,108,147,149,194,201,214,216), fırsatçı 

patojen gram-negatif bakterilerin çoğunlukta olduğu ve IL’ler LPS’ler ve αβ 1-

40/42’ler ile bile artışı korele olan Proteobacteria (83,147,149,194,195,200–

202,217,218) ve artışı nörospiroket adı ile literatüre kazınmış Spirochaetes (206–208) 

filumlarının verilerimizdeki artışı hastalığın yaşlanma sürecini temsil eden 3-aylıktan 

12-aylığa doğru kıyaslamalarında yani ileri-evrede anlamlı artış göstermesi şimdiye 

kadar yapılmış çalışmalarla verilerimizin doğruluğunu kanıtlar niteliktedir (Şekil-8C). 
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Bunun dışında yine artışı inflamasyonla ilişkili Bacteroidetes 

(83,147,149,194,195,200,216,217,219), mikrobiyal amiloid üreterek Tg farelerde 

domine halde bulunan aerobik termofillerden Chloroflexi (217,221–225)  ve bizce 

etkisi florada dengeyi sağlamak olan Verrucomicrobia (51,147,194,195,202,214–217) 

filumlarının artışı ile verilerimizde sırasıyla normal yaşlı ve genç florasında varlığı 

aşina olunan Fusobacteria,ki ayrıca ağız florasında baskın bulunan bir filumdur (236), 

ve Tenericutes (51,195–197) filumları ile flora için faydalı olan bütirat kaynağı 

Thermotogae (213) filumlarının azalışı ileri-evre hastalık durumunda florada 

inflamasyonu hem ESS hem MSS olarak birçok mekanizmayı tetikleyecek deliller 

şeklinde karşımıza çıkmaktadır (Şekil-8C). Öte yandan literatürde karşılaşmadığımız 

Aquificae ve Chlorobi artışı diğer verilerimizle karşılaştırmalarımız neticesinde sadece 

normal yaşlanmada meydana gelen muhtemel inflamasyonlar sonucu mutedil bir artışa 

sebebiyet gösteren bir markör olarak düşünülebilir (Şekil-8C). Bunun yanısıra 

ekstremofiller adıyla bilinen çevresel tehlikelere karşı direnç gösteren gram negatif 

Deinococcus-Thermus (237) filumunun literatür zemini olmaksızın eldeki 

verilerimizde ALZ modele yatkınlığı nedeniyle daha fazla araştırılması sonucuna 

varmaktayız (Şekil-8C). Son olarak literatür desteği olmayan ancak veriler içerisindeki 

3-aylık Tg vs. 12-aylık Tg ile 12-aylık kontrol vs. 12-aylık Tg modellerindeki 

kıyaslamalarımızda, ileri-evre Tg modeline unique şekilde bulunması, 

Coprothermobacterota filumunun ileri-evre hasta florada markör olabileceğini 

düşündürmektedir (Şekil-8C). Filum bazındaki incelememiz yerini moleküler 

fonksiyonel perspektife bırakmış, normal yaşlanma prosesinde gözlenen anlamlı artış 

ve azalış devinimleri enerji mekanizması ve transkripsiyon yolakları şeklinde hasta 

yaşlanma modelinde de gözlenmiştir. Artış gösteren yolak proteinleri azalan skalaya 

nispeten ciddi bir floral devinim sergilemiştir (Şekil-8D). Aminoasit metabolizmasının 

da azalma sergilediği bu incelemede, gözden kaçmamıştır. Anlaşılan o dur ki, 

yaşlanmayla beraber filum bazında bakteriyel değişim floranın inflamasyonu 

tetikleyecek bakterilerin domine olmasıyla karakterize bir haldedir. Normal yaşlanma 

prosesinin moleküler analizinde hakim olan transkripsiyon mekanizmasına etkiyen 

proteinlerin anlamlı değişimi Tg yaşlanma modelinde de gözlenmiş, bu durum bize 

moleküler perspektifte transkripsiyon yolaklarının demansa kayan yaşlanma ve 

hastalık durumları için dikkat edilmesi gereken markör mesabesinde bir mekanizma 
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olduğunu düşündürmüştür. Bu bağlamda genel bir özetleme yapmak gerekirse hasta 

modelde yaşlanmaya doğru bakteriyel artış ile karakterize şekilde hastalığın 

şiddetlenme biçimi ortaya çıkmakta olup, bu eksesif artışın zararlı filumlarla kendini 

gösterdiğini; tercihen anlamlı yada anlamlı olmayan artışlara, inflamasyonu tetikleyen 

ve genelde gram negatif bakterileri bulunduran filumların sebep olduğu, azalan 

filumların ise yararlı filumlar olduğu gözlemlenmiş olup, bu Tg yaşlanma prosesi 

modelinde bu filumların ve özellikle Aquificae, Chlorobi, Deinococcus-Thermus ve 

Coprothermobacterota filumlarının markör olabileceği bazında ileri çalışmalar 

yapılması gerektiği düşünülmektedir. Moleküler açıdan hasta yaşlanma modelinde 

transkripsiyon ve enerji mekanizmasının ciddi şekilde etkilendiği anlamlı artış ve 

azalış devinimlerine farklı taksonların da etki göstermesi, yolaklarda markör yada 

terapötik ajan mesabesindeki olası proteinlerin keşfi açısından, moleküler floral analiz 

bazında daha defaatli ve derinlemesine araştırmayı zorunlu kılmaktadır.  

 

Belirlediğimiz algoritmanın üçüncü, basamağı yaşlanma süreçlerinde erken-

evrelerinden filtrelenmiş olan sadece ileri-evreye has olan Tg ve kontrol floraların 

kıyaslanarak bir nevi yaşlanmada hastalığı tespit edebilecek markör mesabesindeki 

mikroorganizmaları bulmaktır. Bu doğrultuda ilk iki basamak neticesinde erken 

evrelerinden filtrelenerek elde edilen 12-aylık Tg ve kontrol floralar birbirleriyle 

kıyaslanınca filtrelenmemiş total ileri-evre floradan nispeten farklılıklar gözlenmekle 

birlikte hemen hemen aynı sonucu verecek bulgular elde edilmiştir. Bu bağlamda 

nispeten markör tespiti amaçladığımız kıyaslamada ileri-evre Tg florada tercihen 

uygulanan orantı testine göre Actinobacteria ve Firmicutes anlamlı artışı ile 

yüzleşmekteyiz. Daha önceki basamaklarda da defaatli vurgulanan bu iki filumun 

artışı kronik inflamasyonu tetikleyecek olan bakterileri barındırmakta, kontrol florada 

gözlense bile makul seviyenin üzerine çıktıkları zaman floral disbiyozisi tetikleyerek 

olası inflamatuar cevabı tetiklemektedir. Bunun yanında bakteriyel amiloid üretimiyle 

ilişkili ve Tg faredelerde dominant halde bulunan, bizim verilerimizde de yaşlılık, 

hasta yaşlılık, ileri-evre hastalık modellerinde sırasıyla artış ve erken-evre hastalık 

modeli ile tüm biyolojik örneklerden filtrelenerek oluşturulan 12-aylık saf ALZ 

modelinde unique gözlemlediğimiz ve bu sebeple markör olabileceğini kritik ettiğimiz 

Chloroflexi, içerisinde enterobakterler gibi fırsatçı patojenleri barındıran, literatürle ve 
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verilerimizde hastalık ile yaşlılık modellerinde artışını, homolog kıyas ve saf 12-aylık 

ALZ florasında azalış gözlemledğimiz, miktarını kritik addettiğimiz Proteobacteria, 

Fischer’in de tespit etmesiyle artışı nörospiroket deyimi ile karakterize olan 

Spirochaetes ve yararlı yada zararlı olduğunda ihtilaf gözlenen, verilerimizde ise 

yaşlılık ve hastalık modellerinde defaatli artış yada unique şekilde gözlemlediğimiz 

Verrumicrobia artışları da hipotezimiz doğrulamakta ve inflamasyonla bu denli ilişkili 

olan filumların Tg modellerde miktarının nispeten fazla olduğunu gözler önüne 

sermektedir. Soru işareti olarak değerlendirilebilecek olan, Alzheimer’a sebebiyette 

etken olarak görülen Chlamydiae filumunun erken-evre Tg modelde unique olarak 

görülmesi dışında genel bir azalış sergilemesi düşündürmekle birlikte daha dar 

taxonda değerlendirildiği zaman verilerimizde, literatürde hastalığa asıl etken olarak 

görülen Chlamydia pneumonia türünün değil C.muridarum türünün yer aldığını 

görmekteyiz, bu durumda azalışının anlamsız olduğunu söylemek abesle iştigal 

olmaktadır. Bunun haricinde literatür desteğinden yoksun olan Chlorobi filumunu 

diğer verilerimizle kıyasladığımızda kontrol yaşlanma ve Tg yaşlanma ile nispi artış 

gösterip ileri-evre ve toplam Tg-kontrol kıyasarında azalırken, erken-evre kıyasta 

nirengi noktamızı katlayacak şekilde artış göstermesi bu anaerobik fotoototrofik 

yaşayan yeşil kükürt bakterilerinin erken-evre Alzheimer florası için markör 

olabileceğini düşündürmektedir. Bunlarla birlikte ileri-evre modellerde azalış ama 

genel Tg tablosunda çekirdek florada artış gösteren Tenericutes filumununun erken-

evre ALZ modelde unique bulunması, bu filumun markör olarak baz alınabileceğini 

düşündürmektedir. Son olarak bütirat üreten bakterilerden olan, floraya bütiratın 

pozitif etkisi olduğunu belirleyen literatür ile verilerimizde normal yaşlanmada da 

dengeleyici olarak unique karakter sergilediğini düşündüğümüz Thermotogae 

filumunun hastalık modellerinde azalışla karakterize olması, bu filumun hem terapötik 

ajan hem de marker olarak kullanılabileceğini düşündürmektedir. Son olarak ileri-evre 

ALZ modelde hastalık yaşlılığında gözlendiği gibi Coprothermobacterota ve sadece 

ileri-evre ALZ ile ilişkili durumlarda görülen Deinococcus-Thermus filumlarının 

unique varlığı bu filumların daha fazla araştırılmasının yanında ileri-evre markör 

niteliğinde filumlar olduğunu sergilemektedir. Moleküler fonksiyonel analizlerle 

beraber özetlemek gerekirse; genel olarak bakteriyel anlamlı artış ile karakterize olan 

ileri-evre ALZ modelde tercihen anlamlı yada anlamlı olmayan artışlara, inflamasyonu 
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tetikleyen ve genelde gram negatif bakterileri bulunduran filumların sebep olduğu, 

azalan filumların ise yararlı filumlar olduğu tespit edilmiş olup ileri-evre hasta ve 

kontrol kıyası yapılan modellerde bu filumlar ve özellikle Chloroflexi, 

Verrucomicrobia ve Coprothermobacterota filumlarının markör olabileceği bazında 

ileri çalışmalar yapılması gerektiği düşünülmektedir. Moleküler açıdan 

değerlendirildiğinde ileri-evre kıyaslamada tıpkı bir önceki detaylı analizlerimizde 

olduğu gibi transkripsiyonun etkilendiği ve bu devinime farklı taksonların da katkı 

sağlaması, transkripsiyon mekanizmasının markör yada terapötik ajan mesabesindeki 

olası proteinlerin keşfi açısından, moleküler floral analiz bazında daha defaatli ve 

derinlemesine araştırmayı zorunlu kılmaktadır.  

 

Hikayemizin dördüncü basamağında sırasıyla 12-aylık ALM ve ALZ floralarından 

filtrelenen ve bu floralara göre elde edilen unique 3-aylık ALM ve ALZ floraları 

birbirleri ile kıyaslanmıştır. Yani erken-evre hasta ve kontrol mikrobiyota kıyaslaması 

gerçekleştirilmiştir. Netice itibariyle literatür desteği görmediğimiz ama bizim 

verilerimizde Tg modellerde sıkça karşılaştığımız Chlorobi, ve verilerimizin desteği 

ile dengede olması gerektiğini düşündüğümüz, artış ve azalışının disbiyosizle ilişkili 

olduğunu kritik ettiğimiz literatür destekli Proteobacteria artışları erken-evre 

kıyaslamalarımızda tezimizin amacını daha da aydınlatmıştır. Bununla birlikte, ileri-

evre ALZ modelleri içeren her kıyasta anlamlı artışına yada unique bulunmasına şahit 

olduğumuz, ancak yaşla ilişkilendirilmeyen yada erken-evre kıyaslamalarda bulunan 

Actinobacteria, Cyanobacteria ve Firmicutes filumlarının azalmaları, bize bu 

disbiyosizde etkin rol alan filumların, sadece hastalığın en şiddetli dönemi olan yaşlılık 

evresinde artış göstermesi hasebiyle bu artışının ileri-evre markör olarak 

değerlendirilmeye şiddetle aday olarak gösterilmesi gerektiği inancını doğurmuştur. 

Zira bu filumlar her dört biyolojik örnektede bulunabilen filumlardır, esas kritik nokta 

sadece ileri-evrelerde eksesif artışına denk gelmemizdir. İlginç olan başka bir nokta 

ise verilerimizde normal yaşlılık ve ileri-evre ALZ durumlarında had safhaya ulaşan, 

literatürde ALZ ile ilişkilendirilen ve eksesif Aβ üretimi yapabilen Chloroflexi 

filumunun erken-evreler kıyasında ALZ florasında unique karakter sergilemesi, tüm 

biyolojik örneklerden filtrelenmiş saf 12-aylık ALZ filumlarında unique karakter 

sergilemesi ile korelasyon göstermekte ve hastalığın emaresinin klinik olarak tespit 
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edilemediği evrelerde  bu filumun markör mesabesinde değerlendirilmeye aday 

olduğunu şiddetle vurgular niteliktedir. Aynı şekilde ileri evreler harici genel ALZ 

florasında artış ile karakterize olan, literatür destekli Tenericutes filumunun da erken-

evreler kıyasında ALZ florasında unique karakter sergilemesi klinik tabloda erken 

evrede markör olarak aranabilecek filumlardan olduğunu kanıtlar niteliktedir. 

Moleküler fonksiyonel analizlerle beraber özetlemek gerekirse, erken-evredeki 

bakteriyel azalma ile floral çeşitlilikteki artış tıpkı ileri-evre kıyastaki gibi ters 

korelasyon göstermektedir. Bu kıyaslamayla beraber, Actinobacteria, Cyanobacteria 

ve Firmicute filumlarının artışlarının ileri-evre ALZ model için markör olabileceği 

hipotezimiz pekişmiş, Chloroflexi ve Tenericutes filumlarının erken-evre için markör 

olacağı ihtiyaç duyulan ileri çalışmalar olmak kaydıyla nispeten doğrulanmıştır. 

Moleküler açıdan değerlendirilecek olursa artan ve azalan sklalarda aynı yolaklara 

rastgelinmemiştir. Bunun sebebini floranın tam olarak disbiyoz olmadığı düşüncesiyle 

harmanlamayı doğru bulmaktayız. Zira ileri evrelerde şaşmaz şekilde bazı aynı 

yolaklarda dengesiz artma ve azalma gözlenirken erken-evrede bu durum 

gözlenmemiştir. Bununla birlikte artan skala aminoasit ve enerji mekanizmaları ile 

karakterizeyken azalan skalada bu durum transkripsiyon ve trasnlasyon gibi santral 

mekanizmalara yerini bırakmıştır.  

 

Beşinci basamakta yaştan bağımsız şekilde bir değerlendirme yapmış bulunmaktayız. 

Bunun akabinde de 12-aylık ALZ ile ilişkisi olan her küme ayrı ayrı hem filum hem 

de proteom bazında ele alınarak incelenmiştir. Bu bağlamda öncelikle ALM ve ALZ 

yaşlanmalarına doğru homolog ALM ve ALZ organizmaları kıyaslamaya tabi 

tutulmuştur. Amaç yaştan bağımsız bir şekilde çekirdek hükmünde bulunan ALM ve 

ALZ floralarının nasıl değişim sergilediğini anlamaktır. Bakteriyel düşüşü bu 

kıyastada görmemizle birlikte bu zamana kadar ya erken evrede yada ileri-evrede ne 

tür değişimler olduğunu gördük ve takribi bir hipotezde bulunduk ancak homolog 

kıyas bize genel anlamda farklı bir konsept sunmuştur. Diğer kıyaslamalarda artışına 

literatür desteği ile de aşina olduğumuz filumların bu kıyaslama ile azalmasına sahit 

olduk, bu azalmalar minimum %31’lere varacak şekilde sabit bir ilerleme 

kaydetmektedir. Tercihen yapılan orantı testine göre Proteobacteria azalışı anlamlı 

bulunmuştur. Bunun yanında azalış/artışı literatürde ihtilaflı filumlardan bazılarının bu 
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kıyasımızda azaldığı ancak yaşla karakterize kıyaslarda artış sergiledikleri, ayrıca 

Tenericutes gibi ileri-evrede tekrarlı azalışları ancak erken-evrede unique bulunup 

genel kıyasta artış göstermesi bu belirsizliği destekler niteliktedir. Bununla birlikte 

muhtelif kıyaslamalarımızda Firmicutes gibi çok yönlü bir filumun değişiklik 

göstermesi, bu filumla ilgili ileri analizler yapılmasını gerektirmektedir.  Hasılı, bu 

kıyas ile hipotezimiz o dur ki, daha önce de vurgulandığı gibi dengeleyici miktarda 

bulunan filumların dengesiz artış ve azalışları disbiyosizi etkilemektedir. Bu bağlamda 

klinik olarak nasıl ki kan ve vitamin değerlerinin makul bir aralığı vardır, defaatli 

araştırmalar neticesinde gut filumları için böyle bir aralık belirlemek ve dengesiz 

aralıklara sahip bireylerde markör niteliğindeki filumları gözlemlemek başta AH 

olmak üzere bir çok olası hastalık için tedbir niteliğinde makul bir yaklaşım olacaktır. 

Toplam venn şemamızda kıyaslamaların kalbi niteliğinde değerendirdiğimiz 95 

organizma ile 12-ALZ floral model ile ilişkili çıkarımlara başladık. Daha önce 

vurgulandığı gibi, 95 organizma bize 4 biyolojik örnekte ortak bulunan organizmaları 

vermekte bunun 13’ü ortak UniProt ID’ye sahip olup ancak 4 tanesi anlamlı değişim 

sergilemekteydi. Bu proteinlerin (DNA-directed RNA polymerase subunit beta', 

Rubrerythrin, Ketol-acid reductoisomerase, Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) hem filum hem moleküler analizi ile şu sonuçlara varılmıştır: ilk iki 

protein Proteobacteria filumuna ait olup anlamlı azalmış, son iki protein Firmicutes 

filumuna ait olup anlamlı artmıştır, Q30X04 (DNA-directed RNA polymerase subunit 

beta') proteininin doğrudan AH ile ilişkisine dair detay bulamamış olsak da yapılan 

bazı hasarlardan yola çıkarak ALM'ye göre anlamlı azalmasını DNA kompozisyonuna 

negatif etki etmekte olduğunu (238,239), P24931 (Rubrerythrin) proteininin anlamlı 

azalması oksidatif strese karşı koruma özelliği azaldığından dolayı, ortamın bakteriyel 

istilaya daha erişilebilir hale geldiğini (240) göstermektedir. Öte yandan B2UYT8 

(Ketol-acid reductoisomerase) proteinin ALZ'de ALM’ye göre anlamlı artması, 

antiparazitik özelliği olan diaminlerin ketolasit gibi non-parazitik enzimlere müdahale 

ettiğini gösteren bir çalışmadan da anlaşıldığına göre ALZ florasında da beklenen bir 

durumdur (241–244). Aynı şekilde P0C0G6 (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) proteininin ALM'ye göre ALZ’de katlarca artış göstermesi; bu 

proteinin Aβ amyloidogenesis'i hızlandırdığını, LOAD riski ile ilişkili olduğunu, β-

APP ile ilişkisinin GAPDH yapısını değiştirdiğini ve apoptotik yolakları tetiklediğini 
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belirten literatür çalışmalarınca desteklenmiş ve verilerimizi doğrulamıştır (245–250). 

Moleküler analizler de bize en baştan beri tekerrür şekilde gözlediğimiz transkripsiyon 

ve enerji yolaklarının çıktısını ve verilerimizde yer yer karşılaştığımız glukoz ve 

aminoasit yolaklarının çıktısını vermiştir.  

 

3-12-aylık ALZ ve 3-aylık ALM kombinasyonunda ortak görülen 12 organizma ve 

anlamlı çıkan 4 proteini (ATP synthase subunit alpha, 50S ribosomal protein L16, 

Elongation factor Tu, DNA-directed RNA polymerase subunit beta') 12-aylık ALZ 

florasının erken-evre hasta ve kontrole kıyasla nasıl bir değişim sergilediğini, bu 

değişimin birbirleriyle örtüşüp örtüşmediğini göstermek açısından değerlendirilmiştir. 

Anlamlı değişen proteinlerin filumlarında göze çarpan literatürde karşılaşmadığımız 

ancak verilerimizde ALM ile karakterize olan Elusimicrobia olmuştur. Bu filuma ait 

olan B2KEX0 (ATP synthase subunit alpha), Alzheimer vakalarında yalnız yada tau 

ile kümülasyon göstermesinin yanısıra, serebral glikoz metabolizması ile mitokondrial 

oksidatif fosforilasyonu bozmakta ve yaşla eş kontrollerinden daha az lipoksidize 

olmakla birlikte bu proteinin aktivitesinin yaşla eş kontrollerinden daha düşük olduğu 

ve oksidatif stresi tetikleyerek enerji üretimine neredeyse ket vurarak biyoenerjetik 

müdahalelerde bulunduğu bizim verilerimizle de korelasyon göstermiştir (251–254). 

A1JS27 (50S ribosomal protein L16) protein yapısının literatürde erken AH ile 

ilişkisinde oksidatif stresin poliribozom kompleksine ket vurduğu belirtilmekle 

birlikte bizim verilerimizde erken ve ileri evrede anlamlı değişimi, büyük ve küçük 

ribozom birimlerini sıklıkla gözlemlememiz ve farklı alt ünitelerinin farklı hastalık 

seviyelerde anlamlı şekilde azalıp artması bu ifadeyi doğrulamaktadır (255,256). 

Dahası ribozom kompleksi içindeki ribozomal RNA miktarında büyük bir düşüş 

olduğunu gösteren bir çalışma, hem MCI (Mild Cognitive Impairment) hem de AH'de 

azalmış protein sentezinin bir aracısı olarak ribozom içindeki RNA değişikliklerinin 

güçlü bir rol oynadığını belirterek tezimize adeta destek olmaktadır. Diğer yandan 

P42480 (Elongation Factor Ef-Tu) proteinin bizim verilerimizde artış gösteriyor 

olması, yakın zamanda yapılan çalışmalarda Ef-Tu proteinin protein karbonilasyon ve 

oksidasyonuna neden olması, ve bu durumun AH beyninde oksitlenmiş proteinleri 

tanımlayan çalışmalarla uyumlu olmasıyla korelasyon göstermektedir (242,257–260). 

Moleküler analizlerde bu kombinasyonun en çok yine transkripsiyon ve enerji 
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mekanizması başta olmak üzere translasyon yolaklarının da etkilendiği görülmektedir.  

 

Sadece 12-aylık ALM ve ALZ’nin örtüştüğü 39 organizma ve anlamlı 8 proteini  de 

aynı şekilde değerlendirilmiştir. 4 tanesi, yolaklarda çok rastgeldiğimiz transkripsiyon 

proteinlerinden olan ve yukarıda nasıl etki gösterdiğini belirttiğimiz DNA-directed 

RNA polymerase subunit beta' proteini ve ayrıca 2 tanesi yine bahsettiğimiz Ketol-acid 

reductoisomerase ile bu kez ATP synthase subunit beta formu olan proteinden 

oluşmakla birlikte Proteobacteri ve Firmicutes filumlarına ait 60 kDa chaperonin ile 

Glucose-6-phosphat isomerase proteinleri 39 organizmalı ileri-evreler kıyasında 

anlamlı şekilde karşımıza çıkmıştır. Bu bağlamda Q8KTS0 (60 kda chaperonin) 

proteininin stres karşıtı olarak ve özellikle amiloid toksisitesi nedeniyle nöronların 

dejenere olmasını önleyebiliceğine dair çalışmalar; verilerimizde bu proteinin saf 12-

aylık ALZ ve ALM kıyasımızda, 12-aylık ALM’ye göre anlamlı şekilde artması 

neticesinde disbiyosizin tetiklediği kronik inflamasyon ve oksidatif stres ile 

karakterize olan floral bir ortamda şaperonların aktif şekilde artması ile pararlellik 

göstermektedir (261–264). P64195 (Glucose-6-phosphat isomerase – G6PI) 

proteininin, oksidatif durumların baş gösterdiği AH'da, glucose-6-phosphate 

vasıtasıyla pentose shunt’ının oluşması bu duruma ket vurmak üzere aktive olan bir 

sistem olarak yapılan çalışmalarla karşımıza çıkmaktadır. Bu durumda verilerimizle 

kıyaslama yapıldığı zaman G6PI artışı bu ve benzeri çalışmalarla paralellik göstererek 

desteklenmektedir (265–268). Ayrıca yapılan moleküler analizlerde de başta yine 

transkripsiyon ve enerji metabolizması olmak üzere bu kez de glukoz ve aminoasit 

metabolizmalarının etkilendiği gözlenmiş, bu durum bize kümenin kalbi olan 95 

organizmanın moleküler analizine paralel seyirde gittiğini gözlemleme fırsatı 

vermiştir.  

 

Sadece 3 ve 12-aylık ALZ florasının örtüştüğü başka bir kıyasta 22 organizma ve 6 

anlamlı proteini gözlenmiş ve kritik edilmiştir. 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 diğer kıyaslarda da gözlemlenmiş ve literatürle bağlantısal şekilde 
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açıklanmıştı. Bu kıyasta farklı olarak Probable transaldolase proteini tespit ve kritik 

edilmiştir. Bu bağlamda C0QVC8 (Probable transaldolase) proteini pentoz-fosfat 

yolunda metabolitlerin dengesi için oldukça önemlidir. Oksidatif stres durumunda 

indüklendiğini gösteren çalışmalar, bilişsel bozukluk gösteren drosophila model 

organizmalarında fonksiyonel kategoride de yer alan böylesi etken bir proteinin 

verilerimizde anlamlı artış göstermesiyle uyuşmaktadır. Öyle ki, oksijen-treated edilen 

deneklerin kognisyonu güçlenmiş, ve içinde transaldolazın da bulunduğu bir grup 

proteinin bu durumla ters korelasyon gösterdiği saptanmıştır (269–271). Fonksiyonel 

analizimiz transkripsiyon ve enerji metabolizması ekseninde bu kez de pentoz-fosfat 

yolaklarının etkilendiğini göstermiştir.  

 

Son homolog gezintimiz 30 ortak organizma ve 4 anlamlı protein bazında 12-aylık 

ALZ ve ALM ile 3-aylık ALZ örneklerinin kıyaslaması ile neticelenmiştir. Bunlardan 

DNA-directed RNA polymerase subunit beta'-beta'' proteini kıyaslamalarda genel 

anlamda tespit ve kritik edilmiştir. Bu bağlamda her ne kadar literatürdeki P00370 

(NADP-specific glutamate dehydrogenase) içerikli glutamat dehidrojenaz enzimi 

çalışmaları bizim verilerimizle ters korelasyon gösterse de anlaşılan o dur ki bu protein 

üzerine daha fazla araştırma yapmak hem bu ve benzer çalışmaları aydınlatacak hem 

de olaya farklı bir perspektiften yaklaşmamızı sağlayacaktır (272–274). Diğer yandan, 

histon modifikasyonları ve AH ile ilgili yapılan çalışmalardan da anlaşıldığına göre 

anlamlı azalış ve özellikle artışları kognisyona negatif etki göstermekte ve öğrenme 

melekelerine ket vurmaktadır (275,276). A5DQL2 (Histone H2A.Z) bir histon varyantı 

olarak, genlerin promotorunda zenginleşip onları baskılar (277). Bu da, bu ve benzeri 

histonların artışı ile bellek konsodilasyonu için gerekli gen ifadesinin baskılanmasına 

neden olacaktır (278). Yapılan bir çalışmada H2A.Z varyantının hipokampala spesifik 

translasyon sonrası modifikasyon değişimlerinin histon dinamiklerinde AH 

patogenezi ile ilişkili anormal transkripsiyon ve downstream kognisyon eksikliklerini 

arttırabilecek değişiliklere sebep olduğu gözlenmiştir (279). 4'lü venn kıyasımızda 12-

aylık ALM, 12-aylık ALZ ve 3-aylık ALZ homologlarında, nirengi noktası olarak 

aldığımız 12-aylık ALZ florasında diğer ikisine kıyasla bu histon varyantının anlamlı 

artış gösteriyor olması durumun kritik tablosunu alenen gözler önüne sermektedir. 

P75264 (Putative ABC transporter ATP-binding protein MG187 homolog) odaklı 
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incelememizde, endotel nöronlar ve glia hücrelerde ekspresyonuna çok denk 

geldiğimiz ABC transporterların anormal ekspresyonunun KBB integritisine negatif 

etkide bulunarak disfonksiyonuna sebep olduğu, başta AH olmak üzere birçok 

nörodejeneratif hastalıklarla ilişkisini gösteren çalışmalarla desteklenmiş olup bu 

durumun verilerimizle de uyumlu olduğu tespit edilmiştir (280–284). Transpoter 

çalışmalarında her ne kadar spesifik olarak çoğunlukla  ABCB1, ABCC5 and ABCG2 

aktivitesi çalışılmış olsa da hem bütüncül olarak enerji mekanizmasını AH ile 

değerlendirmek açısından hem de literatüre ABC transporter ATP-binding protein 

MG187 homolog protein ve AH ile ilişkisinin farklı bir bakış açısı sunması açısından 

verilerimizin bu yöndeki çıktısı önemlidir. Moleküler analizler neticesinde de yine 

transkripsiyon ve yoğunluk olarak enerji mekanizması fonksiyonları ekseninde bu kez 

glutamat metabolizması ve kromatin yapısı ile ilişkili yolaklarda etikelenme görüldüğü 

tespit edilmiştir. Yönümüzü bu kez tamamen daraltıp tüm biyolojik örneklerden 

filtrelenmiş vaziyetteki saf 12-aylık ALZ organizması ve proteinlerine çevirerek, bu 

verileri baştan beri amacımız olan normal yaşlıdan ayırt edebilmek amacıyla 12-aylık 

saf ALM ile kıyaslamaya odaklandık. Çarpıcı bir şekilde daha önceki verilerimizle de 

uyumlu olarak literatür destekli olarak Actinobacteria ve Firmicutes filumlarında artış 

gözlendi. Hipotezimizi revize etmemize sebep olan ve tekrar değerlendirdiğimizde 

farklı bir noktaya kapı aralayan Proteobacteria filumunun azalan skalada anlamlı 

şekilde gözlenmesi, florada domine halde bulunan kritik filumların dengeleyici 

pozisyonda oldukları ve belli aralıkları aşan artış ve azalışlarının disbiyozis ve 

infalamasyon vasıtasıyla nörodejenerayona sebebiyet vereceğini düşünmemizi 

sağlamıştır. Literatür destekli şekilde eksesif artışının zararları kesinleşen 

Cyanobacteria filumunun ALM modelinde değil ALZ modelinde unique görünmesi, 

bu filumun ileri-evre ALZ modeli için markör olabileceği yönündeki düşüncelerimizi 

kuvvetlendirmektedir. Son olarak literatür desteği olmayan ancak tekrarlı ve istikrarlı 

şekilde tüm kıyaslarımızda hastalığı sembolize eden modelde yer alıyor olması ve son 

olarak saf 12-aylık ALZ florasında unique olarak saptanması, Chloroflexi filumunun 

markör olacağı hipotezini doğrulamıştır adeta… Ortak proteinleri olmamasına rağmen 

kendi peptit sekanslarından yapılan moleküler analizlerinde baştan itibaren tespit 

ettiğimiz enerji metabolizması başta olmak üzere protein konformasyonel yapısıyla 

beraber anlamlı değişimi tespit edilmiş, ekstra olarak transkripsiyon ve translasyon 
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yolaklarının etkilendiği de gözlenmiştir.  

 

Sonuç olarak, tüm bu süreçte hikayeye genel bakışımız enfeksiyon bazında 

olmaktadır. Tüm bu verilerden elde edilen sonuçlar bize hasta yada normal yaşlanma 

süreci boyunca oluşan organizma ve proteom bazındaki devinimlerin başta senelerce 

dikkat edilmeyen oral mikrobiyom, stres,  yada antibiyotik kullanımı, çölyak olmayan 

gluten duyarlılığı, sağlıksız beslenme ve nematod proliferasyonuna neden olan enterik 

patojenler gibi dış etkenler nedeniyle mikrobiyotayı yavaş yavaş değiştirmesi ile 

meydana geldiğini ancak genetik eğilimin bunda da büyük rol aldığını 

düşündürmektedir. Böyle bir mikrobiyota değişimi intestinal aβ, LPS, sitokinler gibi 

ürünlerin eksesif artışına sebebiyet verebilir. Bunun akabinde özellikle Peyer patches 

ve başta da vurgulandığı gibi bir çok yol vasıtasıyla bu intestinal ürünler kendilerinden 

kaynaklı kronik inflamasyon neticesinde penetre olmuş (leaky gut) bağırsak 

epitellerinden dolaşıma geçerek, intestinal değişimin başından beri iki yönlü iletişimin 

sürdürüldüğü beyinde yaşlılık ve dahi inflamatuar sebeplerden dolayı zayıflamış kan-

beyin bariyerini aşarak merkezi sinir sistemine varabilir. Böyle bir durumda beyinde 

de microglia ve astrosit gibi savunma hücrelerinin intestinal ürünlerle tetiklenmesi 

neticesinde akut inflamasyon meydana gelmesi beklenir. Böylece TNF-α ve 

dönüştürücü enzimi vasıtasıyla antimikrobiyal görevi olan APP uzatısı aβ 

oligomerleri, γ-sekretazlarla kesilerek oligomerizasyon neticesinde fibril halde 

ortamda aktif görev almaya başlayabilir bu yaşlılıkta beklenen ve AH ile ilişkisi 

olmayan plakların oluşumunu açıklayan doğal bir süreçtir. Ancak kronik inflamasyona 

hassas olan yaşlılık ve dahi genetik yatkınlık da, ki bebeklik döneminde AH aktif 

olduğuna dair daha önceden yapılan çalışmalarımız mevcuttur, bu işleri içinden 

çıkılmaz bir hale sürükleyerek intestinal ürünlerin ve sinyallerin yoğunluğu ile 

beyindeki savunma hücreleri arasındaki dinamik kısır döngü kronik inflamasyona 

sebebiyet verebilir. Böyle bir durumda aβ kaynaklı aşırı antimikrobiyal tepkinin plak 

oluşturması beklenen bir durum olacaktır. Proteinler homeostazinin temel taşları 

oldukları için vücudun dengesinin bozulması, ilk olarak anahtar rollerde bulunan 

protein yolaklarında kendini gösterecektir. Öyle ki, farklı kombinasyonlarla 

denediğimiz analizlerimizde ısrarla aynı moleküler fonksiyonların devinim sergiliyor 

oluşu, florada mikrobiyal devinimin en çok transkripsiyon ve enerji metabolizması 
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yolaklarını etkilediği bunun kanıtı mesabesindedir. Belki de, hem hastalığın talihsiz 

moleküler sonuçları hem de hasta organizmanın kendini kurtarma çabaları, bakteriyel 

devinim neticesinde değişim gösteren gut mikrobiyotasında, yeni domine olan 

bakteriyel floranın organizma ile mutual yaşamının bir gereği sonucu, eski florada 

anlamlı azalan görevleri devralmak için, aynı görevleri ifa eden yolakların protein 

ifadelerini arttırmış olsun ki, böyle bir devinim sırasında homeostazı sağlayacak 

sözkonusu yolaklar aktive edilmiş olsun. Çünkü normal yaşlanma sürecinde belli 

filumların, bazı moleküler fonksiyonları ifâ eden proteinlerin ifadelerini azalan 

skalada görüp aynı fonksiyonlardan sorumlu proteinlerin florada yeni yerleşim 

göstermeye başlayan filumlar tarafından artan skaladada görülmesi floranın değişirken 

stabil kalıp dengeyi bozmamaya çalışıyor olabileceğini kanıtlar niteliktedir (Şekil-16).  
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Şekil 16: Verilerimizin izinde, AH durumunda bağırsak-beyin ekseni disbiyozisinin genel şeması 

Sonuç olarak, tüm bunlar göz önüne alındığında erken-evre markör mesabesinde 

Chlorobi, Tenericutes ve Cyanobacteria filumları, ileri-evre markör olarak başta 
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Chloroflexi, Coprothermobacterota filumlarının varlığı ve artışı ile terapötik değer 

olan Thermotogae filumunun azalışı olmak üzere özellikle Actinobacteria daha sonra 

Proteobacteria, Spirochaetes, Firmicutes ve Verrucomicrobia filumlarının eşik 

değerini aşan artış ve azalışlarının da markör olarak değerlendirilebileceğini 

düşünmekteyiz. Bununla beraber Fonksiyonel analiz neticesinde istikrarlı değişim 

gösteren Transkripsiyon ve Enerji metabolik yolaklarının AH model için kritik bir 

markör mekanizma olduğunu düşünmekteyiz. 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 mekanizmaların AH ile 

iatatistiksel olarak anlamlı bir ilişkisi bulunmuş olup daha ileri analizler için teker teker 

metaproteom analizinin yapılmasını öngörmekteyiz.  
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