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OZET

Alzheimer Hastah@i’nda Periferal Mitokondriyal Disfonksiyon

Alzheimer Hastalig1 (AH), noronal hasar, demans ve biligsel gerileme ile seyredip
6liime gotiiren Ve yasla birlikte en sik goriilen nérodejeneratif hastaliktir. AH, beyinde
amiloid-B (AB) ve hiperfosforile tau birikimi ile karakterize edilir. Mevcut tedaviler
yalnizca semptomatik iyilesme saglayip, nordpatolojik durumu degistimede eksik
kalmaktadir. Bunun temel nedeni AH mekanizmasinin tam olarak anlagilamamig
olmasidir. Son ¢alismalar, AH patogenezinde periferik bagisiklik sistemi diizensizligi
ve mitokondriyal disfonksiyonun 6nemini vurgulamaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
proteom profili ve mitokondriyal degisiklikler temelinde periferik bagisiklik hiicresi
alt gruplarmin AH’ye 6zgii etkilerini arastirmak ve plazmadaki inflamatuar yaniti
sitokin taramasi ile degerlendirmektir. Bu dogrultuda, AH ve yas uyumlu saglikli
kontrol gruplarindan alinan periferik kan 6rneklerinden FACS yontemiyle CD4+ ve
CD8+ T hiicreleri, CD14+ monositler ve CD19+ B hiicreleri izole edilmis; ayrica
plazmalar1 da ayristirilmistir. LC-MS/MS analizi sonucunda, CD4+ T hiicrelerinde
387, CD8+ T hiicrelerinde ise 121 proteinin ekspresyonu anlamli degisim gostermistir.
Yapilan biyoinformatik analizler, CD4+ T hiicrelerinde degisen proteinlerin RNA
baglanmas1 ve norodejeneratif siireclerle; CD8+ T hiicrelerinde degisen proteinlerin
ise glikoliz metabolizmasi ve protein katlanmasiyla iliskili oldugunu géstermistir. JC-
1 ve MitoSOX Red boyamalar1 da T hiicreleri arasinda farkli mitokondriyal
degisimleri desteklemistir. Ayrica, plazma Orneklerinde 20 sitokin/kemokin diizeyi
incelenmis ve MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, MMP-9, RANTES ve VEGF diizeylerinin
anlaml sekilde azaldigr bulunmustur. Bu bulgular, AH patolojisinde periferik T
hiicrelerinin kendilerine 6zgii proteomik ve mitokondriyal 6zelliklere sahip oldugunu

ortaya koyarken, plazmadaki inflamatuar yanitin da azaldigin1 géstermektedir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer hastaligi, CD4+ ve CD8+ T hiicreleri, LC-MS/MS,
Mitokondriyal disfonksiyon, Sitokin



ABSTRACT

Peripheral Mitochondrial Dysfunction in Alzheimer’s Disease

Alzheimer's Disease (AD) is the most common age-related neurodegenerative disease
that progresses with neuronal damage, dementia and cognitive decline leading to death.
AD is characterized by the accumulation of amyloid-f and hyperphosphorylated tau in
the brain. However, current treatments only provide symptomatic improvement and
fail to change the neuropathology. The main reason for this is that the mechanism of
AD is not fully understood. Recent studies emphasize the importance of peripheral
immune dysregulation and mitochondrial dysfunction in the pathogenesis of AD. The
aim of this study is to investigate the AD-specific effects of peripheral immune cell
subtypes based on their proteomic profiles and mitochondrial alterations and to
evaluate the inflammatory response in plasma by cytokine screening. In this context,
CD4+ and CD8+ T cells, CD14+ monocytes and CD19+ B cells were isolated from
peripheral blood samples obtained from AD and age-matched healthy control groups
by FACS method and plasma was also separated. LC-MS/MS-based proteomic
analysis revealed significant differential expression of 387 proteins in CD4+ T cells
and 121 proteins in CD8+ T cells. Bioinformatics analyses indicated that the altered
proteins in CD4+ T cells were primarily involved in RNA binding and
neurodegenerative processes, whereas those in CD8+ T cells were associated with
glycolytic metabolism and protein folding. Furthermore, mitochondrial assays JC-1
and MitoSOX Red, supported the idea of differential mitochondrial activity of
different T cells. In addition, plasma cytokine profiling revealed a significant reduction
in the levels of MCP-1, MIP-1a, MIP-1B8, MMP-9, RANTES, and VEGF. These
findings suggest that peripheral T cells have different proteomic and mitochondrial
properties in the pathology of AD and that the inflammatory response in plasma is also

reduced.

Keywords: Alzheimer’s disease, CD4+ and CD8+ T cells, LC-MS/MS, Mitochondrial
dysfunction, Cytokines



1 GIRIS VE AMAC

AH demansin en yaygin formudur ve ilerleyen bilissel gerileme ile karakterizedir
(1). AH {izerine yogun arastirmalar yapilmis olmasina ragmen, hastaligin patolojik
mekanizmalar1 hald tam olarak anlasilamamistir. AH, noropatolojik olarak yanlis
katlanmis ve agregat hale gelmis AP peptidlerinin ve fosforile tau proteinlerinin
birikimi ile tanimlanir (2). AH bir beyin hastaligidir; ancak kan ve kok hiicre nakli
yoluyla bulasabildigi gosterilmistir (3,4). Ayrica, saglikli kan transfiizyonunun
patolojik AH belirteglerini azalttigi da bildirilmistir (5,6). Bu nedenle, AH'nin
mekanizmasini ve patogenezini anlayabilmek i¢in, beyinle birlikte periferik sistemler

de arastirilmalidir.

Son calismalar AH patogenezinde periferik bagisiklik sisteminin Onemini
vurgulamaktadir (7-11). Merkezi bagisiklik ve periferik bagisiklik sistemlerinin
birbirleri arasindaki etkilesimler ile KBB’nin biitiinliigiiniin bozulmas1 ve periferik
bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye sizarak ndroinflamasyonu ve biligsel gerilemeyi

hizlandirmas1 AH patogenezinde ¢ok 6nemli bir faktordiir (7,8).

Proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler néroenflamasyonda 6nemli rol
oynarlar ve astrositler, T lenfositleri ile mikroglialar tarafindan tiretilirler (12). AH’de
rol oynayan bir¢ok pro- ve anti-inflamatuar sitokin tanimlanmig; anti-inflamatuar
sitokinler, proinflamatuarlarin neden oldugu noéronal hasar1 Onlemeye calisir.
Calismalar, AH ve hafif biligsel bozukluk (MCI) bulunan hastalarda sitokin
seviyelerinin degiskenlik gosterdigini ortaya koymustur (13,14). Periferik
inflamasyonun demans riskini artirdigi ve klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan once
geligebilecegi diisiiniilmektedir (15). Kemokinler, inflamasyon bolgesine bagisiklik
hiicrelerinin go¢iinii diizenleyen molekiiller olup, periferik ve MSS arasinda bagisiklik
iletisimini saglar (16—-18). AH’li hastalarin plazmasinda, BOS’ta ve beyin dokusunda
kemokinlerinin ve reseptorlerinin seviyeleri degismektedir (17) Kemokinler, periferik
monositlerin beyne gogiinii ve glial hiicre aktivasyonunu tetikleyerek ve KBB’nin

gecirgenligini etkileyerek noroinflamasyona katkida bulunurlar (17,19,20).



Son bulgular, bagisiklik sistemi diizensizliginin ve mitokondriyal disfonksiyonun
Onemini vurgulamaktadir (21-24). Periferik bagisiklik sistemi, hastaligin ilerleyisini
farkli mekanizmalarla etkileyen ¢esitli bagisiklik hiicre tipleriyle karmasik ve dinamik
bir rol dstlenmektedir (21,25). AH'de periferik bagisiklik hiicrelerindeki
degisikliklerin kapsamli bicimde anlasilabilmesi i¢in hiicreye 6zgii calismalara ihtiyag
duyulmaktadir (26). Proteomik yaklasimlar, hastalia 6zgii molekiiler isaretlerin
belirlenmesinde etkili bir yontem olsa da, cogu calismada plazma, serum, BOS ya da
PBMC'ler kullanilmis; farkli periferik bagisiklik hiicrelerinde hiicreye 6zgii proteomik

degisiklikleri arastiran sinirl sayida arasgtirma bulunmaktadir (27-30).

Mitokondriyal disfonksiyon, AH’nin ilerlemesiyle yakindan iliskilidir (23).
Dagilim, hareketlilik, oksidatif stres, enzim bozukluklari, metabolik bozukluklar ve
azalmis biyogenez gibi yapisal ve fonksiyonel mitokondriyal degisiklikler, bu
bozuklugun AH'deki kritik roliini daha da desteklemektedir (31). Ayrica, son
calismalar periferal mitokondriyal disfonksiyonun AH'deki roliinii de ortaya
koymaktadir (32,33). 2020 yilinda yapilan bir calismada, AH korteksi, BOS ve
serumda bir¢cok mitokondriyal proteinde degisiklikler tespit edilmistir (27). CD4+ ve
CD19+ lenfositleriyle yapilan bir calismada, erken evre AH grubunda mitokondriyal
DNA'nin azaldigi bulunmustur (34). Baska bir ¢alismada ise yasl bireylerde CD4+ T
hiicrelerinde otofajinin bozuldugu, bunun da islevsiz mitokondri birikimine ve
bagisiklik sisteminin zayiflamasina yol agabilecegi belirtilmistir (35). Parkinson
hastalarindan elde edilen PBMC'ler iizerinde yapilan bir ¢alismada ise, monositlerde
artmis mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres seviyesi bulunmustur ve diger
norodejeneratif hasta gruplarinda yapilacak arastirmalarin PBMC patolojisinin

tanimlanmasina katki saglayacagi da belirtilmistir (36).

Bu ¢alismanin amaci, proteom profili ve mitokondriyal degisikliklere odaklanarak
periferik bagisiklik hiicresi alt gruplarinin AH mekanizmasit iizerindeki spesifik
etkilerini detayli bir sekilde incelemektir. LC-MS/MS kullanilarak, AH ve yas uyumlu
kontrol gruplarindan alinan periferik kandan FACS analizi ile izole edilen CD4+ ve
CD8+ T hiicreleri, CD14+ monositler ve CD19+ B hiicrelerinde protein ekspresyon
degisiklikleri incelendi ve biyoinformatik analizler gerceklestirildi. Proteomik

deneyler disinda dort hiicre alt grubunda mitokondriyal zar potansiyeli (A¥Ym) ve
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oksidatif stres seviyeleri akis sitometrisi ile dl¢iildii. Ayrica, inflamatuar yaniti daha

ayrintili ele almak i¢in plazmada genel sitokin taramasi yapilmaistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastahg:

AH, demans vakalarinin %60-80’ini olusturmaktadir (37). Erken klinik belirtileri
arasinda ilgisizlik ve ruh hali degisiklikleri yer alirken, hastalik ilerledikge iletisim
kurma, mekansal yonelim, hafiza, konugsma yetisi ve motor becerilerde bozulmalara

yol acan norodejeneratif bir hastalik haline gelir (38).

2.1.1 Tarihge ve epidemiyoloji

AH kesfinden ¢ok daha 6nce Latince kokenli bir kelime olan ve “zihinsel yetilerin
eksikligi” anlami tagiyan demens, hastalarin psikolojik ve sosyal yonlerini etkileyen
biitiin biligsel bozukluklar i¢in kullanilan yaygin bir terimdir (39,40). Dr. Alois
Alzheimer 1901 yilinda basladig1 calismasi ile 51 yasinda koétiilesen hafiza kaybi,
davranigsal bozukluklar ve oryantasyon sorunlari1 gosteren Auguste Deter adli hastayi
5 yil boyunca takip etmistir. Hastanin hayatin1 kaybetmesinin ardindan yapilan
otopside Dr. Alois Alzheimer beyinde kii¢lilmenin yani sira bugiin AP plaklar1 ve
norofibriler yumaklar (NFY) olarak bilinen anormal yapilar1 gézlemlenmistir. Bu
bulgular hastaligin néropatolojik temeli olarak kabul edilmis ve 1910 yilinda
psikiyatrist Emil Kraepelin tarafindan AH ismiyle literatiire ge¢mistir (39,40).

Daha o6nce de belirtildigi gibi AH demans vakalarinin yaklasik %60-80’ini
olusturmaktadir ve arastirmalar hastaligin prevelansinda 6nemli bir artis 6ngérmekte
ve 2050 yilina kadar 139 milyon bireyin hastaliktan etkilenecegi ve bunlarin {igte
ikisinden fazlasinin kadin olacagini tahmin etmektedir (41). Bu durum bireysel etkinin

yaninda toplumsal diizeyde ekonomik ve sosyal yiikii de artirmaktadir.

2.1.2 Tam kriterleri

AH’nin ilk tan1 Kriterleri 1984 yilinda NINCDS-ADRDA (The National Institute
of Neurological and Communicative Disorders and Stroke ve Alzheimer’s Disease and

Related Disorders Association) tarafindan olusturulan komite tarafindan ti¢ farkli



kategoride tanimlanmigtir. Tiim kategorilerde, belirtiler 40-90 yas araliginda
baslayabilir. Olas1 AH tanis1 hafiza kaybi, giinliik yasamda bozulmalar ve dil, motor
becer kayiplart ile ve noropsikolojik testlerle dogrulanir. Miimkiin AH tanist ise,
demansa eslik eden sistemik veya beyinle iligkili bir hastalik olsa da, bu durumun
demansin temel nedeni olmadigi durumlarda konulur. Kesin AH tanisi ise olast
bulgulara ek olarak biyopsi veya otopsi ile dogrulanan histopatolojik kanitlar ile
belirlenir (42).

2011 yilinda The National Institute on Aging-Aizheimer’s Association, AH nin
daha erken ve hassas bir sekilde teshis edilmesini amaclayarak 1984 kriterlerini
giincellemistir. Yeni kriterler hastaligin {i¢ asamada ilerledigini kabul etmektedir.
Ancak yeni kriterler sadece hafiza kaybi1 degil, kelime bulma, dil ve muhakeme gibi
diger biligsel alanlardaki bozulmalar1 da tami siirecine dahil eder. Ayrica

biyobelirteglerin de kullanilmasi 6nerilmistir (43).

2.1.3 Alzheimer hastahg evreleri

AH Klinik evreleri 4 kategoride siniflandirilmaktadir (44).

1. Klinik 6ncesi donem (pre-clinical/pre-symptomatic): Yillarca siirebilen bir
donemdir. Bu evrede heniiz giinliik yasami etkileyecek islevsel bir bozulma
goriilmez; hastalik sessiz bir sekilde ilerler. Korteks ve hipokampusta erken
patolojik degisiklikler baslasa da, klinik belirti ya da semptomlar heniiz ortaya

cikmamustir. Hafif diizeyde unutkanlik gozlenebilir.

2. Hafif/erken dénem (mild or early): Ilk semptomlarin goriilmeye basladig
donemdir. Kisinin dikkatini toplamada ve hafizasin1 kullanmada zorlanmasi,
zaman ve mekan algisinda karisiklik yasamasi, ruh halinde dalgalanmalar ve
depresyon gelisimi bu evrede tipiktir. Giinliik yasam aktivitelerinde zorluklar

da ortaya ¢ikabilir.

3. Orta donem (moderate): Hastaligin serebral kortekse yayilmasiyla

karakterizedir. Bu donemde unutkanlik derinlesir; hasta yakinlarini tanimakta



giicliik ¢ekebilir. Dil becerilerinde (okuma, yazma, konusma) belirgin

bozulmalar goriiliir ve diirtli kontrolii azalabilir.

4. Siddetli donem (severe or late): Hastaligin tiim kortikal alanlara yayilmasiyla
tanimlanir. Bu asamada noritik plaklar ve NFY’ler yogun sekilde birikir.
Biligsel ve islevsel bozulma ileri diizeye ulasir; hasta artik yakinlarimi
tantyamaz hale gelir, yatalak olabilir, yutma ve idrar kontroliinde zorluklar

yasar. Bu komplikasyonlar genellikle 6liimle sonuglanir.

2.1.4 Tiirleri

AH sporadik ve ailesel olmak iizere iki ana tipe ayrilir. Vakalarin biiyiik
cogunlugu ge¢ baslangicli sporadik formdur. Daha nadir olan ailesel formu 65 yas
oncesinde goriiliir ve amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin 1 (PSENI1) ve
presenilin 2 (PSEN2) genlerinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.
Sporadik AH formu ise bir¢ok genetik ve cevresel faktoriin rol oynadigi ¢ok etkenli

bir hastaliktir (45).

2.1.5 Hipotezler

Karmasik ve ¢ok faktorlii bir hastalik olan AH patogenezinin potansiyel nedenleri

ve mekanizmasiyla ilgili ¢esitli hipotezler 6ne stiriilmektedir (44).

2.1.5.1 Amiloid hipotezi

Uzun yillardir MSS’de B-tabakali protein birikimi ile demans arasinda giiglii bir
iliski oldugu bilinmekte ve bu durum “amiloid hipotezi” kavraminin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Ancak amiloid plaklarinin (AP) yaslanmayla birlikte saglikli
beyinlerde de tespit edilmesi, AP birikiminin hastaligin nedeni mi sonucu mu sorusunu
giindeme getirmis ve alternatif hipotezler tiretilmistir. Yine de, kalitsal AH i¢in amiloid

hipotezi, en ¢cok kabul géren patolojik mekanizmadir (44).



Amiloid hipotezine gore; APP’den B- ve y-sekrataz ile tiiretilen AB'nin yas veya
patolojik kosullar sebebiyle parcalanamamasi sebebiyle AP peptitleri (Ap40 ve AB42)
birikmektedir. AB40/AB42 oranindaki artis, AP fibril olusumu ile nérotoksisite ve tau

patolojisini tetikleyerek néronal hiicre 6liimiine Ve nérodejenerasyona neden olur (46).

APP, PSEN1 ve PSENZ gibi genlerdeki mutasyonlar A metabolizmasini bozarak
AB birikimini hizlandirir (47). Hiicre dis1 amiloid plaklar, noronlar iizerinde toksik etki
gostererek hiicresel islevleri bozar, inflamasyonu tetikler ve beyinde mitokondriyal
disfonksiyona yol agar (48). Ayrica mitokondriyal bozukluklarin, AP birikiminden
once geldigi ve hastaligin baglangicinda tetikleyici bir rol alarak AP plaklarinin
olusumuna dnemli 6l¢giide katkida bulundugu bildirilmektedir (49). Hem ROS iiretimi
hem de mitokondri ile endoplazmik retikulum (ER) arasindaki etkilesiminin
bozulmasi, AP birikimini arttirirken; AP da c¢ift yonlii etkilesimle mitokondriyal zar

biitiinliiglinli bozarak ROS iiretimini daha da arttirir (49)

2.1.5.2 Tau hipotezi

Tau proteini sitoskeletal organizasyon ve ndronal polarite icin onemli olan
mikrotiibiil birlesmesinde ve stabilizasyonunda yer alan bir proteindir (50). Patolojik
kosullar altinda tau, hiperpolarizasyon ve kaspaz-3 tarafindan parcalanma gibi post-
translasyonel modifikasyonlarin bir sonucu olarak ¢6ziinmez filamentler halinde
toplanir (50,51). Bu agregatlar, sinaptik disfonksiyon ve nodrodejenerasyona
mikrotiibiillerin yapisal biitiinliiglinii bozarak ve mitokondri taginmasi gibi aksonal

tagima siireglerini aksatarak sebep olur (49).

AH’nin preklinik evresinde, beyinde bazi bolgelerde glikoz hipometabolizmasiyla
tau birikiminin artmas1  sebebiyle, mitokondriyal disfonksiyon ile tau
hiperfosforilasyonu giiclii bir bi¢imde iligkilendirilmistir (52,53). Mitokondriyal
disfonksiyonun tau patolojisinden dnce mi yoksa sonra mi ortaya ¢iktig1 tartisilmakta
olup, birgok calisma bu disfonksiyonun AH patogenezinde erken ve tetikleyici bir
durum oldugunu belirtilmektedir (23). Mitokondriyal disfonksiyonun sonucu olarak
asirt miktarda tretilen ROS, tau proteinini defosforile eden protein fosfotaz 2A
(PP2A)’y1 inhibe ederken, fosforile eden glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3p)’y1 aktive
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ederek tau’nun hiperfosforilasyonuna ve AH'nin patolojik isareti olan NFY’lerin
olusumuna neden olur (23,54). Patolojik tau, mitokondri igindeki fiizyon-fisyon
dengesinin bozulmasina sebep olurken; AP peptitleri ile birlikte mitokondriyal
tasinmay1 da bozarak fonksiyonel bozukluklari arttirir ve apoptoz siirecini hizlandirir
(53,55,56). Mitokondriyal disfonksiyon ve hiperfosforile tau arasindaki bu ¢ift yonlii
iliskinin  noérodejenerayonu hizlandirarak AH’nin ilerlemesine yol ac¢tif1

vurgulanmaktadir (49).

2.1.5.3 Kalsiyum hipotezi

“Kalsiyum hipotezi”, hiicre i¢i kalsiyum iyonu konsantrasyonundaki artisin,
ozellikle norotoksik olan glutamat gibi norotransmitter salimini diizensizlestirerek,
AH gelisimine katkida bulundugunu 6ne siirmektedir (57). Bu hipotezin altinda
mitokondriler yer almaktadir. Mitokondriler hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (58). Bozulmus mitokondriyal fonksiyonlar,
kalsiyum kanallarindaki yetersizlik nedeniyle, hiicre iginde kalsiyum birikimine neden
olarak iyon homeostazini bozar (59). Kalsiyum birikimi, mitokondriyal apoptozu
tetikleyerek AH beyinlerinde ndronal 6liime sebep olabilmektedir (59). Yaslanmayla
birlikte mitokondriler, kalsiyum homeostazini saglama yetisini kaybeder; bu durumda

serbest radikal iiretimi artar ve mitokondriyal disfonksiyona sebep olur (49).

Yasli fareler ile geng fareler karsilastirildiginda, sitozolik kalsiyum seviyelerinde
belirgin bir artis ve mitokondrilerin kalsiyumu geri kazanma kapasitesinde azalma
oldugu ortaya koyulmustur (60). Hiicre i¢i kalsiyum dengesini saglayan sistemdeki
bozulmalar ise, protein birikimlerinin anormal sekilde artmasiyla iligkilendirilmekte
ve bu durum mitokondri islevleri i¢cin hayati 6énem tagimaktadir (61). Tim bu
bozukluklar bir araya geldiginde, AH patolojisini daha da derinlestiren zararl1 bir geri
besleme dongiisii olusmakta ve kalsiyum dengesizligini hedefleyen tedavi yaklasimlari
AH i¢in umut vermektedir (62). Kalsiyum kanallarina ve mitokonriyal kalsiyum
tastyicilarina yonelik gelistirilen ilaglar, klinik 6ncesi galismalarda kalsiyum birikimini

azaltmig AP ve NFY olusumunu da hafiletmistir (49).
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2.1.5.4 Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres

Mitokondriyal bozukluklar Sekil 1’de 6zetlendigi gibi dogrudan veya dolayli bir
sekilde AH patogenezine katkida bulunmaktadir (33). Bu bozukluklar; mitokondriyal
biyoenerji kusuru, oksidatif stres, mtDNA hasari, mitokondriyal dinamiklerde
bozulma, membran gecirgenliginin artmasi ve kalsiyum dengesizligi gibi farkli
mekanizmalart igcermektedir (63). AH beyin dokularinda cesitli mitokondriyal
disfonksiyonlarin tespit edilmesi, bu sorunun hastaligin sebebi mi yoksa sonucu mu
sorusunu tartismaya agmistir. AB’nin mitokondrilere erisebildigi ve burada bazi
proteinlerle etkileserek mitokondriyal islev bozukluguna yol agtig1 gosterilmis; bu
AP’nin kaynaginin ise Golgi/ER gibi organellerde iiretilen formlar ya da mitokondriyle
iligkili APP olabilecegi one siiriilmiistiir (64).

Mitokondriyal ROS, AP ve mitokondriyal disfonksiyon arasindaki kisir dongii
AH’nin ilerlemesine neden olmaktadir (65). Daha once kalsiyum hipotezi basligi
altinda bahsedildigi gibi; mitokondriyal aksaklik kalsiyum seviyesini etkileyerek ve
norotransmitter diizenlenmesini bozarak noéronlarin diizglin c¢alismasin1  da

engellemektedir.

Oksidatif stres, ROS birikmesi sonucu hiicre hasarina ve éliimiine yol agan bir
stirectir (66). Sistematik inflamatuar yanit ve oksidatif stres, AH biyobelirtegleri olarak
tanimlanan iki etmendir (67). Oksidatif stres ve inflamasyon, beyin ve periferdeki
mitokondriyal disfonksiyon ile iliskilendirilmekte ve bu da enerji metabolizmasinin
bozulmasina ve nodronal hasar ile norolojik hastaliklara sebep olmaktadir (33).
Mitokondriyal bozulmalar ile tetiklenen inflamasyon ve oksidatif stres siiregleri her ne
kadar AH’ye 6zgii olmasa da AH’de A birikimden once gerceklestigi ve hastaligin
mekanizmas1 ile biiyiik oOlgiide Ortiligiip ilerlemesinde Onemli rol oynadigi
bildirilmektedir (67). Ayrica, Ap’nin mitokondriyal ROS iiretimini ve buna bagh
inflamasyonu tetikleyebildigi ve bunun mitokondrinin yapi ve fonksiyonlarini bozarak
norodejenerasyonu hizlandirdigi, ve bdylece AH gelisimini ilerlettigi gosterilmistir
(67).
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Sekil 1. Mitokondriyal disfonksiyon ve AH (33).

Mitokondriyal disfonksiyon ve AH iliskisinde mitokondriyal biyoenerji kusuru, ROS birikimi
ve oksidatif stres, mitokondriyal dinamiklerin bozulmasi ile Af ve NFY olusumu ndronal
aktivitenin bozulmasina ve sonunda AH’ye neden olur.

Arastirmalar, AH’nin gelisimi ve ilerlemesinde mitokondriyal disfonksiyonun
beyin ile kisith olmadigini ve periferik mitokondriyal disfonksiyonun da rol oynadigini
vurgulamaktadir (33,49,68). AH hastalarindan alinan lenfositlerde; mitokondriyal zar
potansiyelinde azalma ve solunum zincirinin ¢esitli inhibitorlerine karsi artmis
hassasiyet gibi mitokondriyal kusurlarin, AH hiicre ve hayvan modelleri ile uyumlu
oldugu bulunmustur (68). Calismalarda; cilt fibroblastlari, PBMC’ler ve kirmizi kan
hiicresi  gibi  periferik  dokularin, AH’de gergeklesebilecek mitokondriyal
degisikliklerin tespit edilmesinde potansiyel tasidigr belirtilmekte olup, PBMC’lerde
baz1 mitokondriyal genlerin ekspresyonunun AH’nin erken evresinde tespit edildigi

bulunmustur (49,69).
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2.15.5 Inflamasyonun AH patogenezindeki rolii

2.1.5.5.1 Noroinflamasyon

Calismalar, dogustan gelen ve adaptif immiin aktivasyonun AH patogenezinde
onemli bir rolii oldugunu gostermektedir (70). Genetik ¢alismalar, AH i¢in risk olan
genlerin mikroglialarda yogun bir sekilde ifade edildigini ortaya koymustur (71).
Mikroglialar, AB plaklart ve NFY ile etkilesim halinde olup AH beyninde reaktif
olarak sayilari artmaktadir (70). Ayrica sitokinler, kemokinler, inflamazomlar ve ROS
tireterek hastaligin hem asemptomatik hem de semptomatik evrelerinde rol

oynamaktadir (70).

Bir astrosit aktivasyon belirteci olan glial fibriller asidik protein (GFAP)
seviyelerinin yiiksekligi, hem amiloid patolojisiyle hem de bilissel gerilemeyle iliskili
bulunmustur (72,73). Noroinflamasyon, IL-1p, TNF ve IL-6 gibi sinaptik islev ve
plastisiteyi etkileyen sitokinlerle iliskilidir (8,74,75). Bu durum, néroinflamasyonun
proinflamatuar yollar araciligiyla nérodejenerasyonu daha da kotiilestirebilecegini ve

biligsel islevle iliskili siiregleri bozabilecegini gdstermektedir.

Noroinflamasyon ile ndronal saglik arasindaki iligki, inflamasyonun ndoronal
hasara yol actig1 ve bu hasarin da daha fazla inflamatuar yanit1 tetikledigi kisir bir
dongiiyii isaret etmektedir. Asir1 mikroglial aktivasyonun, saglikli néronlarin veya
sinapslarin anormal fagositozuna yol agabilecegi ve bunun biligsel saglik agisindan

zararl olabilecegine dair kanitlar mevcuttur (76,77).
2.1.5.5.2 Periferik ve merkezi inflamasyonun etkilesimi

Merkezi ve periferik bagisiklik sistemleri birbirlerinden bagimsiz hareket
etmeyerek, AH patogenezinin ilerlemesinde karsilikli iletisim igerisindedirler (7,8,78).
KBB’nin AH’de biitiinligii bozulur ve bu bozulma ile periferik bagisiklik hiicreleri (T
hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar ve nétrofiller gibi) MSS’ye gecer (8,79,80). Bu

hiicreler, mikroglialar ile etkilesime girerek kronik inflamasyon déngiisii olusturur. Bu



durum, noroinflamasyona Yol agarak noroinflamatuar yanitlari ve hastaligin

ilerlemesini siddetlendirir (10).

Bu etkilesimin 6nemli bileseni hem periferik hem de merkezi bagisiklik hiicreleri
tarafindan salgilanan sitokinlerdir (8,10). Ornegin, NLRP3 iizerinden iiretilen IL-1B ve
TNF gibi sitokinlerin periferde artisi, noronlara dogrudan zarar vererek sinir

hiicrelerinin islevini ve sinaptik iletisimi bozar (8).
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Sekil 2. T hiicreleri ile mikroglia arasindaki néroinflamasyon dongiisii (7).

Sekil 2’de gosterildigi gibi T hiicreleri ile mikroglia arasindaki etkilesim, AH’de
kendi kendini besleyen bir néroinflamasyon geri bildirim dongiisiinii tetikler. AP ve
tau gibi norotoksik proteinlerin birikimi, mikroglial hiicrelerin aktiflesmesine neden
olur ve bu durum bir dizi patolojik siireci baglatir. Aktive mikroglialar, T hiicrelerini
beyin parankimine ¢eken kemokinler salgilar; bolgeye ulasan T hiicreleri ise A
iretimini Ve agregasyonunu artiran sitotoksik maddeler salgilar. Bu durum mikroglial
aktivasyonu arttririr ve cesitli sitokinler salgilanir. Ortaya ¢ikan bu dongii, T hiicresi
gecisini ve noroinflamatuar yanitt daha da artirarak norodejeneratif siirecin

hizlanmasina neden olur (7).
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Sekil 3. AH patogenezinde immiin faktorlerin diizensizligi (7).

Sekil 3’de ayrintili gosterildigi gibi 6zetle; anormal néroimmiin yanitlar, KBB’yi
bozarak periferik bagisiklik hiicrelerinin MSS’ye gegisini kolaylastirir. Bu siiregte rol
oynayan baslica néroimmiinolojik aracilar arasinda proinflamatuar sitokinler, APOE4,
B2M, TREM2 ve CD22 bulunmaktadir. Bu faktorler, noroinflamatuar tepkilerin
diizenlenmesinde ve MSS ile perifer arasindaki bagisiklik dengesinin korunmasinda

kritik neme sahiptir (7).

2.1.6 Tedavi

AH i¢in mevcut ilag tedavileri, demansin biligsel, davranigsal ve psikolojik
semptomlarinin ilerlemesini sinirlamak amaciyla tedavi edici degil semptomatik
temellidir. Piyasada onaylanmis dort ilag (donepezil, memantin, galantamin,
rivastigmin) bulunmaktadir ve bu ilaclar iki gruba ayrilir: kolinesteraz enzimi

inhibitorleri ve glutamatin NMDA reseptorlerine baglanmasini engelleyen N-metil D-



aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir. Antikolinesteraz inhibitorleri, néronlar
arasinda bilgi aktarimini1 saglayan ve hafizada rol oynayan bir molekiil olan
asetilkolinin beyindeki seviyelerini artirmak i¢in tasarlanmis molekiillerdir. Bu
tedaviler, AH'de MSS’inde go6zlemlenen asetilkolin eksikligini diizeltmeyi
amaglamaktadir. Donepezil, Galantamine ve Rivastigmine FDA (U.S. Food and Drug
Administration) tarafindan kullanimi onaylanmis asetilkolinesteraz inhibitorleridir

(81).

Anti-glutaminerjik ilaglar NMDA reseptorlerinin rekabet¢i olmayan antagonist
etkisi araciligiyla glutamat seviyelerini diizenlemek i¢in kullanilir. Glutamat 6grenme
ve hafizada rol oynayan bir nérotransmitterdir. Yiiksek glutamat seviyeleri, néronlarin
6limiine neden olabilecek patolojik etkilere yol acabilir. FDA onayli olan memantin
NMDA reseptor antagonistidir ve fazla glutamatin olusturabilecegi olumsuz sonuglari

engellemek icin gelistirilmistir (81).

Bu ilag tedavileri, hastaligin seyrini yavaslatmak, biligsel islevleri gegici de olsa
stabilize etmek veya iyilestirmek ve davranis bozukluklarini kontrol altina almak
amactyla kullanilir. 2021 yilinda FDA, AP plaklari ve oligomerlerine kars1 gelistirilen
aducanumab’a kosullu; 2023 Ocak’ta ise Lecanemab’a hizlandirilmis onay vermistir.
Klinik arastirmalar, bu iki tedavinin AH hastalarinda biligsel gerileme hizini

yavaglattigin1 gostermistir (82,83).
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2.2 Periferik Kan ve Bilesenleri
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Sekil 4. Periferik kan ve bilesenleri (84)

Periferik kan insanlarda temelde plazma, kirmizi (eritrositler) ve beyaz (16kositler)
kan hiicreleri ve trombositlerden olusur. Kanin %55 gibi biiyiik bir kismini olusturan
plazma biiyiik oranda sudan olusurken albumin, globulin ve fibrinojen gibi proteinleri
ve baska mineralleri de igerir. Eritrositler, kanda en yogun bulunan hiicrelerdir.
Hemoglobince zengin sitoplazmalariyla kanda oksijen tasimakla gorevlidirler. Hiicre
cekirdekleri ve mitokondri de dahil olmak iizere bircok organeli bulundurmazlar.
Lokositler, bagisiklik sisteminde gorev alan hiicrelerdir. En ©6nemli gruplar
graniilositler, lenfositler ve monositlerdir. Graniilositler kendi aralarinda nétrofil,
bazofil ve eozinofil alt hiicre gruplarina ayrilir. Notrofiller bu hiicrelerin biiyiik
cogunlugunu olustururlar ve patojenleri fagosite ederler. Eozinofiller ve bazofiller ise
parazitlerle savasmada ve alerjik reaksiyonlarda gérevlidirler. Lenfositler temel olarak
B ve T hiicrelerinden olusur. B hiicreleri antikor iireterek immun cevap olusumunu
tetiklerken, T hiicreleri diger bagisiklik hiicrelerini toparlayacak kimyasallar salgilar

ve hiicrelerin davramislarimi koordine ederler.



Monositler, kemik iliginde iiretildikten sonra kan dolasimina gegen ve birkag saat
icerisinde dokulara girip makrofajlara doniisen hiicrelerdir. Trombositler, pihtilasmay1

saglayarak yaralarin kapanmasi ve kanamanin durdurulmasinda gorevlidirler (84).

2.2.1 Plazma ve sitokin seviyeleri

Kanin biiyiik bir kismini olusturan plazma sivisi; pihtilagsma, asit-baz dengesinin
korunmasi, 0zmotik basincin korunmasi, besin maddeleri ve hormonlarin taginmasi ve
savunma gibi bircok goérevde yer alir (85). Plazmadaki fosforile tau seviyeleri ile
beyindeki amiloid seviyeleri birbirleri ile yiiksek uyum gostermektedir (86).
Noroinflamasyonun bir belirteci olan GFAP’mn plazmadaki seviyesi, amiloid birikimi
ile korelasyon gostererek preklinik AH patolojisi olan bireylerde daha yiiksek
bulunmustur (86,87). Bu biyobelirteglerin plazmada taranmasi, BOS veya PET
taramalarina gore daha dogru ve daha uygun alternatif sunarak hastaligin izlenmesine
katkida bulunabilir (86).

Sitokinler, proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler olmak {izere
noroinflamasyonun 6nemli katilimcilaridir (12). Plazmadaki sitokin seviyelerini
inceleyen birgok ¢alisma, inflamasyon ve nérodejenerasyon arasindaki iliskiyi ve AH
patolojisindeki yerini ortaya koymaktadir (88-92). 2025 yilinda yaynlanmis bir
calismada, plazma sitokin seviyeleri beyin amiloid yiikii ile iliskilendirilmis ve erken
evre AH patofizyolojisindeki rolleri vurgulanmistir (93). Transgenik farelerde yapilan
bir calismada, Ap artmig proinflamatuar sitokinlerle iligkilendirilmistir (94). PBMC ile
yapilan bazi calismalarda MCI hastalarinda sitokin seviyeleri AH’lere gore daha

yiiksek bulunurken (13), ileri evre AH’de daha diisiik seviyeler bildirilmistir (14).

Kemokinler, inflamasyon boélgelerine bagisiklik hiicresi gociinli diizenleyen
kemotaktik sitokinlerdir (16). Kemokinler, periferik sistem ile MSS arasinda ¢ift yonlii
immiinolojik iletisimde 6nemli rol oynayabilir ve burada inflamatuar yanitlar ile
bagisiklik hiicresi tasinimini diizenlerler (18). Kemokinler, periferik kandan
monositlerin beyne gecisini artirarak ve glial hiicre aktivasyonunu tetikleyerek
AH’deki néroinflamasyona katkida bulunurlar (17). Ayrica KBB’nin gegirgenligini de
etkilerler (19).
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Literatiirde sitokin ve kemokin seviyeleri zaman zaman tutarsiz sonuglar
gostererek genellikle erken evre AH ve MClI hastalariin plazma ve BOS 6rneklerinde

Ol¢iilmiistiir ve yiiksek biyobelirte¢ potansiyelleri vurgulanmistir (92,95-98).

2.2.2 T lenfositleri

T hiicreleri; enfekte somatik hiicrelerin ortadan kaldirilmasindan sorumlu CD8+
sitotoksik T lenfositleri, diger bagisiklik hiicrelerine yardimci olan ve rehberlik eden
CDA4+ yardimc1 T lenfositleri ve inflamasyonun hafifletilmesi ve ¢6ziilmesiyle iliskili

diizenleyici T (Treg) lenfositleri olmak iizere temelde {i¢ sinifa ayrilir (9).

Calismalar, periferik T hiicresi bagisikligi homeostazinin AH’de bozuldugunu ve
bu durumun periferaldeki lenfositlerin alt kiimelerinin dagilimi ile aktivasyon
durumlarinin degismesine sebep olarak, hastalik patogenezine karmasik etkileri
olabilecegini diisiindiirmektedir (8,68,99). Hafif evre AH grubunda, CD4+ T
hiicrelerinin naif ve hafiza alt kiimelerinde saglikli yasli yetiskinlere kiyasla naif
hiicrelerin oran1 azalmistur (100). AH grubunda, periferal CD4+ T hiicrelerinde
dolasimda olan IFNy salgilayan TH1 hiicrelerinin oraninin yiiksek oldugu ve bu
hiicrelerin TH17 ve TH9 fenotiplerine yoneldigi gosterilmistir (8). Baz1 klinik veriler,
asirt bagisiklik yanitlarini baskilayan CD4+ T hiicreleri olan diizenleyici T (Treg)
hiicreleri araciligiyla gerceklesen immiin modiilasyonun da AH’de degistigini

gostermektedir (8).

Periferal bolgede T hiicresi aktivasyonunun yani sira, AH grubunun BOS’unda
saglikli yash bireylere gore yiiksek oranda CD8+ T hiicreleri bulunmus ve bu
anormallik AH ile iligkili biligssel ve noroanatomik sonuglarla iliskilendirilmistir (8).
CD8+ T hiicreleri ayrica AP plaklarinin yaninda gozlemlenmistir ve T hiicresi

infiltrasyonu ile AH beyinlerinde fosforile tau yiikii arasinda bir korelasyon bulmustur

8).

CD4+ T hiicreleri ve mitokondri iizerine yapilan bir calismada erken evre AH
grubunda mitokondriyal DNA azalmistir (34). Yash bireyler ile geng bireylerin
karsilastirildigr bir bagka ¢alismada ise ileri yasta CD4+ T hiicrelerinde otofajiyle



mitokondri yikiminin bozuldugu ve bunun fonksiyonel olmayan mitokondrilerin
birikimine sebep olarak kronik inflamasyona ve bagisiklik savunmasinin

zayiflamasina yol agabilecegi bildirilmistir (35).
2.2.3 B lenfositleri

B lenfositler antikor {ireten plazma hiicrelerine farklilasabilir, ayrica antijen
sunumu, T hiicreleri ve dogustan bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesi, Sitokin tiretimi

gibi fonksiyonlara sahiptir (101). B lenfosit biyobelirteci CD19+ dur.

B hiicreleri, AH’de aktif hale gelerek beyinde ve periferde birikir ve AB’yi
hedefleyen immiinoglobulinler iiretir (102). Immunoglobulinler plak olusumunu ve
hastaligin ilerlemesini engelleyebilirken ayrica mikroglial islevi bozarak AH
patolojisini kétiilestirebilmektedir (102). 5XFAD ve APP/PS1 farelerinde B hiicresi
deplesyonu ile hastalik ilerlemesinin yavaslamasi, bilissel ve motor bozukluklarin
lyilesmesi ve amiloid yiikiiniin azalmas: iligkilendirilmistir (103). Ancak hastaligin
erken evrelerinde B hiicrelerinin deplesyonu, AH fare modellerinde biligsel
gerilemenin hizlanmasina ve amiloid yiikiiniin artmasma neden olur; bu da B

hiicrelerinin AH patogenezindeki karmasik ve evreye bagli roliinii ortaya koymaktadir

(7).

Mitokondriyal ¢alismalara bakildiginda ise erken evre AH grubunda CD19+ B
hiicrelerinde mitokondriyal DNA’nin azaldigin1 gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir

(34).

2.2.4 Monositler

Monositler periferik kanda bulunan en biiyiik beyaz kan hiicreleridir. Dogustan
gelen bagisiklik sisteminin onemli bir bileseni olan monositler makrofajlara ve
dendritik hiicrelere doniisebilirler. Bagisiklik tepkisi sirasinda hem inflamatuar hem de
anti-inflamatuar siireclerde rol oynarlar (104). Notrofillerle benzer sekilde, monositler
fizyolojik kosullar altinda MSS neredeyse hi¢ bulunmazlar (10). Ancak beyin
homeostaz1 bozuldugunda, makrofajlar KBB’den gegebilirler (10). Kandan
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gelen ve beyne sizan monositler, skar dokusunun pargalanmasi, anti-inflamatuar ve
norotrofik faktorlerin iiretimi gibi MSS'deki noropatik olaylarin kontroliinde dnemli
rol oynarlar. Makrofajlar ile mikroglialar arasinda iletisim bulunup birbirlerinin

fonksiyonlarini diizenlerler (10)

Fagositik ve antijen sunma fonksiyonlarma sahip monositler genellikle
olgunlagmamis makrofajlar olarak kabul edilir. AH ¢alismalarinda, kan dolasiminda
monosit sayisinin ve aktivasyonunun arttigi bulunmustur (105). Monosit aktivasyonu,
inflamatuar aracilarin ve sitokinlerin salinmasiyla tanimlanan ndoroinflamatuar
tepkileri tetikleyerek noronal apoptoz, sinaptik hasar ve glial inflamasyona sebep
olabilir (105). Ayrica, aragtirmalar vaskiiler enflamasyonun, KBB’nin bozulmasinin
ve immiin yanit diizensizliinin monositleri aktive ederek noéroinflamatuar yanitlar
siddetlendirebilecegini ve AH baslangicini ve ilerlemesini tetikleyebilecegini
vurgulamaktadir (105). Tam tersi olarak bazi ¢alismalar ise monositlerin néronal
gelisim, onarim ve ndroproteksiyonu kolaylastiran ndrotrofik ve anti-inflamatuar

faktorler salgilayarak AH’de koruyucu bir rol oynayabilecegini One slirmektedir
(8,9,105).

2.2.5 Notrofiller

Notrofiller, patolojik kosullar sirasinda doku homeostazinin korunmasinda rol
oynayan beyaz kan hiicreleridir (9). Uyaranlara yanit olarak fenotiplerini ve islevlerini
diizenleyip akut inflamatuar yanitlar1 tetikleyebilirler (9). AH’de, dolasimdaki
nétrofillerin homeostazisi bozulmus ve bu durum proinflamatuar fenotiplere kayma ve
artmig ROS iiretimiyle iliskilendirilmistir (106). Bu degisiklikler hem hastaligin evresi
ile hem de biligsel gerilemenin hiz ile de iligkilendirilmistir (8,106).

AH {izerine yapilan bir hayvan ¢alismasinda, nétrofillerin KBB yikimiyla iliskisi
vurgulanmustir (107). 2015 yilinda AH'li farelerle yapilan bir ¢alismada integrin LFA-
1'in nétrofillerin MSS’ye geg¢isini kontrol ettigi ve AP bulunan alanlarda nétrofillerin
noronlara ve KBB’ye toksik etkiler gosterdigi gozlemlenmistir (108). Notrofil
deplesyonu veya LFA-1 blokaji, AH’nin siddetini azaltmis ve notrofil hedefli

tedavilerin faydali olabilecegini diisiindiirmiistiir (108).



2.3 AH ve Proteomik Calismalar

AH patolojisine ait hipotezleri test etmek, hastaligin molekiiler mekanizmasini
anlamak ve potansiyel biyobelirtegler ile erken teshis koyabilmek igin proteomik
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. AH’nin karmasik bir patogeneze sahip olmasi
sebebiyle dogrudan hiicre ve dokulardaki proteinlerin miktarini, modifikasyonlarini ve
etkilesimlerini proteomik yontemler ile incelemek hastaligin patolojisinin daha iyi
anlasilmasini saglamaktadir. Proteinlerin yanlis katlanmasi, agregasyon ve translasyon
sonrast modifikasyonlarin  her zaman mRNA diizeyindeki degisimlerle
gbdzlemlenememesi proteomik caligmalarin 6nemini arttirmaktadir. Ayrica biyolojide

temel 6nemi olan protein- protein etkilesiminin anlasilmasinda kullanilir (109,110).

Kiitle spektrometresi (MS) peptit kiitleleri veya amino asit dizileri gibi
proteinlerin yapisal bilgilerinin elde edilmesinde kullanilir. MS tabanli proteomik
analiz ti¢ adimdan olusur : (i) 6rnek hazirhg, (ii) veri elde etme ve (iii) biyoinformatik
analizler (110,111).

2.3.1 Kiitle spektrometresi (MS)

MS'in temel prensibi; 6rnek molekiillerin iyonize edilerek yiiklii pargaciklara
donistiiriilmesi, bu iyonlarin elektromanyetik alanlar kullanilarak m/z oranlarina gore
ayrilmasi, iyonlarin tespit edilmesi ve elde edilen verilerin analiz edilerek 6rnegin
bilesimini temsil eden bir kiitle spektrumu olusturmasidir. Bir MS cihazi genellikle tig¢
ana bilesenden olusur: iyonlar1 ayiran iyonizasyon kaynagi (MALDI, ESI), iyonlar
elektromanyetik alanlar uygulayarak kiitlelerine gore siralayan bir kiitle analizori
(TOF, kuadrupol, ion trap, FT-ICR) ve ayrilmis iyonlar tespit edip intensitelerini

kaydederek kiitle spektrumu iireten iyon dedektorii ile veri sistemi (112).

Proteomikte en yaygin kullanilan kiitle analizorleri kuadrupol, ucus siiresi (time
of flight, TOF) ve Orbitrap analizorleridir. Kuadrupoller, salinimli elektrik alanlarla
iyonlar1 segici olarak iletirken, TOF analizorleri iyonlar1 hiz ve dedektore varis
zamanlarina gore ayirir; ¢ok hassas zaman Ol¢iimleriyle yliksek ¢oziiniirliikk saglar.

Orbitrap ise iyonlar1 salimim frekanslarina gére ayirir ve oldukga yiiksek ¢oziintirliik
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ve kiitle dogrulugu sunar. Kuadrupollerden sonra genellikle iyonlarin parcalandigi bir
carpigsma hiicresi (collision cell) gelir ve bu da MS1 veya MS2 spektrumlarinin
olusmasin1 saglar. TOF analizorleri MCP dedektorlerle calisirken, Orbitrap’ta
iyonlarin olusturdugu goriintii akim1 Fourier doniisiimiiyle analiz edilir. Orbitrap’lar

cok hassas olsa da TOF analizorlerine kiyasla daha yavastir (113).

Analizlerde top-down (tam proteinler) ve etiketsiz (label -free), stabil izotop
etiketli yontemler ile daha yaygin ve kapsamli olan bottom-up (peptitler) yaklasimlari
kullanilir (111).

2.3.1.1 LC-MS/MS

LC-MS/MS, yani Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometrisi, sivi
kromatografinin (LC) ayirma giiciinii, tandem kiitle spektrometrisinin (MS/MS)
yiiksek hassasiyet ve se¢icilik 6zellikleriyle birlestiren gelismis bir analitik tekniktir.
Cogu LC-MS/MS yontemi, ya atmosferik basingli kimyasal iyonizasyonu ya da
genellikle ESI kaynaklarini, tekli veya t¢lii kuadrupol kiitle spektrometreleriyle
birlestirerek kullanir. LC asamasinda 6rnegin bilesenleri, sabit ve hareketli fazlarla
olan kimyasal etkilesimlerine gore kromatografik kolonda ayristirilirken; MS/MS
asamasinda bu bilesenler iyonlastirilarak kiitle/ylik oranlarina gore analiz edilir,
secilen onciil iyonlar garpisma hiicresinde pargalanir ve ortaya ¢ikan pargalar ikinci bir
analizorle degerlendirilir. Karmasik protein karisimlarin yapt ve miktar tayininde
yiiksek hassasiyet ile analiz yapar. Steroid, amino asit, vitamin, peptit, protein,
norotransmitter, kanser biyobelirteci, terapotik ilag izleme ve toksikolojik testler dahil

olmak iizere ¢ok sayida tanisal testi kolaylastirmaktadir (114-116).

2.4 FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) ve Akis Sitometrisi

Hiicrelerin heterojen yapisi, insan klinik orneklerinin 6zellikle de proteomik
analizlerde, tanimlanmamis hiicre popiilasyonlarinin analizinden elde edilen toplu
sonuclarin yaniltict ve sorunlu olmasina neden olabilmektedir. Bir¢ok proteomik
deneyde tiim doku veya doku kesitleri ile ¢alisilmakta ve bu da ‘ortalama’ bir hiicresel

yanit sonucu vermektedir. Bu yaklasimlar faydali bilgiler sunsa da hiicre
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popiilasyonlarina ait spesifik molekiiler verileri ortaya koyamamakta ve bu sebeple

arastirmalarda belirli hiicre tiplerinin ayrilmasi tercih edilmektedir (117).

FACS ve akis sitometrisi, hiicreleri belirli fliioresan isaretleyicilere gore analiz
etmek ve ayirmak i¢in kullanilan tekniklerdir. Bu yontemlerde, bir doku ya da sivi
biyopsisinden elde edilen heterojen hiicre popiilasyonu siispansiyon haline getirilir;
tiim pargaciklar (canli hiicreler dahil) bir siv1 akisina yerlestirilir, bir noziilden gegerek
hiicre hiicre ilerler ve lazerlerin 6niinden gegerken her bir pargacigin 11k sagilimi ve
fliioresan sinyalleri tespit edilir. Tanimlanan ayarlara gore, hiicreler homojen olarak
ayrilarak toplanabilir. Bu sekilde FACS, her hiicre tipine 6zgii, kullanicinin belirledigi
151k sacilimi ve fliioresan 6zelliklerine gore hiicreleri siralayabilir ve yiiksek saflikla,
diisiik intensitede bulunan alt popiilasyonlarin bile zenginlestirilmesini saglayabilir

(117).

Akis sitometrisi ve FACS yontemleri AH aragtirmalarinda ayrintili hiicresel ve
molekiiler analiz saglamaktadir. Kan bazli biyobelirteclerin tanimlanmasi ve bagisiklik
hiicrelerinin katiliminin karakterizasyonunu kolaylastirarak AH’nin hem tanisal hem

de patolojisinin mekanizmasinin anlasilmasini kolaylastirir (26,118-120).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

Bu tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri, malzemeler ve

kimyasallar Tablo 1 ve Tablo 2’de listelenmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan cihaz, alet ve laboratuvar malzemelerinin listesi

Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme Marka, Model
0,5, 1,5 ve 5 mL Hacimli Kapakli Tiipler Eppendorf
5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik Pipetler Isolab

Azot Tanki

Akis Sitometresi

Calkaliyicili Is1 Blogu

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler

Cesitli Hacimlerde Pipet Uglar1 (0,1-1000 pL)
Derin dondurucu (-80C)

Derin Donduruculu Buzdolab1 (+4C ve - 20C)
Etiiv (37°C - Proteomiks)

LC-Vial

LoBind Microcentrifuge Tube (1,5 mL)
MAO900 Multi-Application Cell Sorter
Mikroskop

nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column

Thermo 30, Thermo Scientific
Cytec Biosciences

Witeg Wisd Laboratory Instruments
Thermo Scientific

Eppendorf

Haier Biomedical

Kirsch Medical

Hera Term Oven, Thermo Scientific
Waters

Eppendorf

Sony Biotechnology

Axio Vert. Al, Carl Zeiss

Waters

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap ColumnWaters

nLC-MS/MS Kiitle Spektrometresi
Sepmate PBMC izolasyon Falkonu
Speedvac

Thermo-calkalayici

Ultrasonik igleyici

nanoACQUITY UPLC M Class ile bagh
SYNAPT Xevo G2-XS, Waters
Stemcell Technologies

Thermo Scientific
Biosan
VialTweeter, HielScher




Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasallarin listesi

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Marka/Kodu

Aseton (LC-MS safliginda)
Asetonitril (LC-MS safliginda)
Amonyum bikarbonat

A700 (CD14+)

BSA

BV510 (CD4+)

BV605 (CD3+)

DPBS

FBS

Formik Asit
Glul-Fibrinopeptide B Standart

Glutamax

Histopaque 1077
Iyodoasetamit (IAA)

JC-1

Leucine-Enkephalin

MEM Sodium Pyruvate Solution
MitosoxRed

NaCl

Non-Essential Amino acids
Pacific Blue (CD8+)

Peptit Standard1

PeCy7 (CD19+)
Penisilin/Streptomisin
Proteaz inhibitér Kokteyli
RPMI Medium 1640
Sitokin Kiti

Su (LC-MS Grade)

Tripsin

Tripsin Gold

Tris/HCI

UPX Universal Protein Extraction Kit

Ure

Valinomycin

Merck, 100020

Merck, 100030

Merck

Biolegend, 325614

Bruker, 8217498

Biolegend, 317444
Biolegend, 317322

Thermo Scientific,14190144
Thermo Scientific,10270106
Fluka, 94318

Waters, 700004729

Thermo Scientific, 35050061
Merck, H8889
Merck, 11149

Thermo Scientific, T3168
Waters, 186006013

Thermo Scientific, 11360070
Thermo Scientific, M36008
Sigma, S7653

Thermo Scientific, 1140035
Biolegend, 301033

Bruker, 8222570

Biolegend, 302216

Thermo Scientific, 15140122
Thermo Scientific, 78440
Thermo Secientific, 11875093
Raybiotech, QAH-CYT-1-4
Waters,85189

Thermo Scientific, 90057
Promega, V5280

Sigma, T5941

Expedeon

Merck, 818710

Thermo Scientific, V1644

26



3.2 Yontem

\\\\ /
| e =
aSamplecoIIection\\Q a Flow Cytometry I ’
. \.|. M

i Flow eytometry

Sekil 5. Tez akis plani

3.2.1 Orneklerin toplanmasi

Bu calisma Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu (ATADEK) 12 Mayis 2016 tarihli ve 2016/8-34 sayili etik kurul izni
cercevesinde gerceklestirilmistir. Calismaya, "Ulusal Norolojik, Iletisimsel
Bozukluklar ve Inme-AD ve Ilgili Bozukluklar Dernegi (NINCDS-ADRDA)"
kriterlerini karsilayan AH vakalar1 dahil edilmistir (121). Orta evre AH vakalar1 Klinik
Demans Derecelendirme (CDR) 6lgegine gore secilmistir (122). Ayrica biligsel durum
Mini Mental State Examination (MMSE) kullanilarak o6l¢iilmiistiir. AH ve yasca
uyumlu saglikli kontrol gruplarindan alman kan &rnekleri Maltepe Universitesi

Hastanesi, Bezmialem Universitesi Hastanesi ve Istanbul Capa Universitesi Hastanesi



tarafindan temin edilmistir. Yasca uyumlu kontrol grubu icin digslama kriterleri
arasinda norolojik, psikiyatrik ve ciddi fiziksel hastaliklar yer almaktadir. Kontrol
grubu deneklerinden kan Ornekleri toplandiginda, higbirinde biligsel veya zihinsel
saglik sorunlar1 bulunmamaktadir. Ayrica, AH veya diger demans tiirlerini tedavi
etmek i¢in ilag kullanmiyorlardi. Ttiim kontrol grubu denekleri ve hasta grubu ve/veya
bakicilari tarafindan yazili bilgilendirilmis onam formu imzalanmistir ve periferik kan
ornekleri bagislanmistir. Onam formlarini imzalamis olan 20 AH ve 23 kontrol gurubu
deneklerinden sodium-heparinli tiipler i¢erisinde 40 ml periferik kan alinmistir (Tablo
3). LC-MS/MS analizinden sonra iki aykiri AH o6rnegi CD4+ alt grubundan
cikarilmigtir. CD8" alt grubunda, ornek hazirligi sirasindaki deneysel bir sorun
nedeniyle, LC-MS/MS analizi bir 6rnek seti tizerinde gergeklestirilememistir. Bu
nedenle, CD8" grup analizi 17 AH ve 17 kontrol 6rnegi ile gerceklestirilmistir (AH:
Yas = 74,4 £ 4,4, E/IK =9/8, CDR = 1,6 + 0,6, MMSE = 18,1 + 3,4; Kontrol: Yas =
67.5+ 7.8, E/K = 8/9).

Tablo 3. AH ve kontrol drneklerinin demografik ve klinik 6zellikleri

Kontrol AH
Ornek sayisi 23 20
Erkek/Kadin 15/8 10/10
Yas 66.1 £7.2 743 £4.7
CDR / 1.9 £0.6
MMSE / 16.9 £3.1

3.2.2 Periferik Kandan mononiikleer hiicre izalasyonu ve plazma izalasyonu

Sodyum-Heparin’li tiiplerde toplanmis olan 40 ml kanin PBMC izolasyonu,
Ficoll-paque soliisyonu ile SepMate falkonlar1 yardimiyla ayrilmistir. 40 ml kan 1-1
oraninda DPBS ile diliie edilmistir. Oncelikle falkonun alt béliimiine ficoll soliisyonu
eklenmis daha sonra yavas yavas diliiec edilmis kan eklenmistir. 2000 rpm’de 20°C’de
25 dakika santrifiij edilmistir.
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Sekil 6. SepMate ile periferik kan monnoniikleer hiicre izolasyonu

Ust kisimda kalan plazma daha sonra sitokin testlerinde kullanilmak {izere -
80°C’ye kaldirildi. Ara boliimden toplanan beyaz kan hiicreleri 12 dakika 1500 rpm’de
santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet RPMI ile ¢oziiliip 1400 g’de santrifiij edilmistir.
Hiicre sayimi1 yapildiktan sonra %50 FBS, %40 RPMI ve %10 DMSO igeren ‘freezing
media’ ile hiicreler, daha sonra FACS analizi ile alt gruplarina ayrilmasi1 ve akis

sitometrisi analizlerinde kullanilabilmesi i¢in -80’e kaldirilmastir.

3.2.2.1 FACS analizi

FACS teknigi ile hiicre ayristirma islemi, Acibadem Universitesi kampiisiinde
kurulmus olan SZA Saglik Arastirmalart A.S.’ye ait olan Insan Immiinolojisi

Arastirma Merkezinde bulunan Sony Cell Sorter cihazi ile yapilmistir.
3.2.2.1.1 FACS analizi 6rnek hazirhg:

Daha once ficoll soliisyonu ile ayrilip -80’e kaldirilmis olan hiicreler 10 ml RPMI
ile ¢oziiliip 1500 rpm’de 20°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra pellet yine
10 ml RPMI ile ¢6ziiliip hiicre sayim1 yapilmistir. FACS analizi i¢in 20 milyon hiicre
ayrilmigtir.



Ayrilan PBMC hiicreleri RPMI igerisindeyken Tablo 4’te yer alan antikorlar ile
yarim saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, 5
dakika santrifiij edildikten sonra hiicre pelleti RPMI ile FACS tiiplerine alind1 ve

cihaza verilmeye hazir hale getirildi.

Tablo 4. Hiicre ayrimi i¢in kullanilan antikor ve antijenler

Antijen  Antikor
CD3 BV605

CD14 A700

CD19  PeCy7

CD4 BV510

CDs8 PB

3.2.2.1.2 FACS analizi ve érneklerin saklanmasi

Antikor boyamasi yapilmis olan RPMI icerisindeki PBMC hiicreleri; B
lenfositleri, CD4+ ve CD8+ olmak iizere T lenfositleri ve monositler, belirlenmis olup,
FACS teknigi kullanilarak ayri toplama tiiplerine alinmistir. Analiz 6ncesinde, tam kan
ornegindeki ¢iftli hiicreler, Olii hiicreler ve debrisler elimine edilerek analize
baglanmistir. Monosit ve lenfosit popiilasyonlart kapilandirilmstir. Lenfosit kapisinda
CD3+ ile isaretlenen hiicreler T lenfositler olarak belirlenmis, bu popiilssyonun alt
gruplar1 ise CD4+ ve CDS8+ hiicreleri isaretlenerek ayrilmistir. Lenfosit kapisinda
CD19+ ile isaretlenen hiicreler B lenfositler, monosit kapisinda CD14+ ile isaretlenen
hiicreler ise monosit olarak tanimlanmigtir. Ayrim sonucunda purity modunda dort
farkli hiicre grubu (CD4+, CD8+, CD14+ ve CD19+) ayristirilmistir. Hiicre ayrimina
ait gortntiler Sekil 7-10°da gosterilmektedir.
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Sekil 7. Tam kanin 6lii hiicrelerden eliminasyonu

106 3

4 10° 3

o 3 CD3: 70.04%

< 3 I

¥ 5 ;

8

Lg' 10* 3

= g CD14i2.96%

: 3 e

g .

& 10° 3

102 T
10? 10° 104 10° 10¢
Alexa Fluor 700-A-Comp...

Sekil 8. CD3 ve CD14 isaretlemesi ile monosit ve lenfosit ayrimi
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Sekil 9. CD3 kapist altinda CD4 ve CD8 hiicreleri ayrimi
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Sekil 10. CD19 isaretlemesi ile B lenfosit ayrimi

Ayristirtlan dort hiicre grubu, RPMI i¢inde 20°C’de 1400 rpm’de 8 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Hiicre pelletleri, serumu uzaklastirmak amaciyla 1 ml PBS ile
yikanarak 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre pelletleri, LC-MS/MS

analizinde kullanilmak iizere s1v1 nitrojen ile dondurulup -80°C’de saklanmuistir.
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3.2.2.2 Sitokin tarama testi

Sitokin taramasi i¢in Raybiotech firmasina ait Quantibody Human Cytokine Array
1 adl ticari kit kullanildi. Bu kit ile plazma sitokin taramasinda kantitatif analizi

yapilan 20 sitokin Tablo 5’de sunulmustur.

Tablo 5. Sitokin tarama testi ile analizi yapilan sitokinler

GM-CSF GRO-/Bly IFN-y IL-1a
IL-1B IL-10 IL-12p70 IL-13
IL-2 IL-4 IL-5 IL6
IL-8(CXCLS) MCP-1 (CCL2) MIP-1 o (CCL3) MIP-1pB (CCL4)
MMP-9 RANTES (CCL5) TNF-a VEGF-A

Sitokin tarama testi i¢in 25 AH ve 25 yas uyumlu kontrol grubu iiyelerinden alinan
plazma 6rnekleri kullanildi. Bu 6rneklerin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Sitokin analizinde kullanilan AH ve kontrol 6rneklerinin demografik ve
klinik 6zellikleri.

Kontrol AH
Ornek sayisi 25 25
Erkek/Kadin 14/11 14/11
Yas 65.8 £ 7.02 732+50
CDR / 1.8 £0.7
MMSE / 16.6 3.3

Kullanilan kitte, standart ELISA yonteminden farkli olarak array formati
kullanild1. Array formati, cam slayt {lizerine ¢oklu sitokin yakalayict spesifik
antikorlarin dizilmesine dayanarak, tek bir deneyde birden fazla sitokinin tespit
edilmesine olanak sagladi. Kit protokoliine gore, yakalayici antikor cam yiizeye

baglandi. Ornekle inkiibasyon sonrasinda, hedef sitokin kat1 yiizeye tutundu. Daha
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sonra, hedef sitokinin farkli bir epitopunu taniyan biyotin etiketli tespit antikoru
eklendi. Olusan sitokin-antikor-biyotin kompleksi, lazer tarayict kullanilarak
streptavidin-konjiige Cy3 boyasi ile goriintiilendi. Kitin ¢alisma mekanizmasinin 6zeti

Sekil 11'de gosterilmektedir.

Plazma ornegi

YIY  aa

Yakalayici antikor cam P x It

ylzeye baglanir. ‘)g’ ‘?’ "g”

Ornek ve standart protein
karigimi inctbe edilir (1-2
saat)

\
% =

—— v
./

YYY

Biyotin etiketli antikor ile
inkiibasyon (1-2 saat)

VY

Streptavidin-konjlge edilmis
Cy3 boyasi ile inkiibasyon (1
saat)

Sekil 11. Sitokin tarama testi ¢alisma mekanizmasi

3.2.2.2.1 Sitokin tarama testi 6rnek hazirhg

Plazma ornekleri, daha once Ficoll soliisyonu ile PBMC ayrimi sirasinda alinarak
dondurulmustur. Her bir array icin gerekli 6rnek hacmi 100 pl'dir. ilk olarak, cam slayt
plastik kutu icerisinde 20-30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Uzerindeki
koruyucu film ¢ikarildiktan sonra, slayt 1-2 saat kurumasi i¢in birakilmistir. Kuruyan
slaytin kuyucuklarina 100 pl 'sample diluent' eklenmis ve +4°C'de gece boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, Sekil 12'de gosterildigi gibi, standart sitokinleri
hazirlamak amaciyla liyofilize halde bulunan sitokin standart karigimina 500 pl

'sample diluent' eklenmistir. 6 adet mikrosantrifiij tiipiine ise 200 pl 'sample diluent'
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eklenmistir. Ardindan, 100 pl kullanilarak seri diliisyonlar yapilmistir. Kontrol tiipiine
yalnizca 100 pl 'sample diluent' eklenmis olup, negatif kontrol tiipiine standart sitokin

ya da 6rnek eklenmemistir.

100 ul 100ul  100ul  100ul 100ul 100 ul

IR Y NN NN

=

200ul  200ul  200ul  200ul  200ul  200ul 100ul
Stdl Std2 Std3 Std4d Std5 Stdé Std7 CNTRL

Sekil 12. Standart sitokin hazirlig

Her bir kuyucuktaki 'sample diluent' temizlenmis ve kuyucuklara 100 pl standart
sitokinler ile plazma Ornekleri eklenmistir. Array, 2 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan, yikama asamasina gecilmis; once her bir
kuyucuktaki ornekler ve standart sitokinler bosaltilmis, ardindan 5 defa 5 dakika
boyunca her kuyucuga 150 pl 1X Wash Buffer 1 eklenerek oda sicakliginda
yikanmistir. 1X Wash Buffer 1 temizlendikten sonra, 2 defa 5 dakika boyunca 150 pl
1X Wash Buffer 2 ile yikama islemi tekrarlanmis ve ardindan bu soliisyon da
temizlenmistir. Yikama agsamasindan sonra, biyotin etiketli tespit antikorunu
sulandirmak amaciyla antikor 1.4 ml 'sample diluent' ile ¢Oziilmiis, ardindan
karisimdan her bir kuyucuga 80 pl eklenerek oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érnekler kuyucuklardan bosaltilmis ve 5 defa 5
dakika boyunca 150 pl 1X Wash Buffer 1 ile, ardindan 2 defa 150 pl 1X Wash Buffer
2 ile yikanmustir. Streptavidin-konjiige Cy3 boyasi 1.4 ml 'sample diluent' ile
sulandirilmis ve yitkanmis her bir kuyucuga 80 ul eklenerek karanlikta +4°C'de gece
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, kuyucuklardaki antikor
dokiiliip, 5 defa 5 dakika boyunca 150 pl 1X Wash Buffer 1 ile oda sicakliginda
yikanmigtir. Cam slayt aparatindan ¢ikarildiktan sonra slayt, yikayici Falkon tiipiine
yerlestirilmis ve {izerini kaplayacak sekilde yaklasik 30 ml 1X Wash Buffer 1
eklenerek 15 dakika oda sicakliginda ¢alkalanmistir. 1X Wash Buffer 1 bosaltildiktan



sonra, iizerine yine kaplayacak miktarda 1X Wash Buffer 2 eklenip 5 dakika boyunca
hafifce calkalanmistir. Yikama soliisyonu dokiiliip, cam slayt azot gazi ile kurutulmus

ve slayt analiz edilmek tizere ilgili firmaya gonderilmistir.

3.2.2.2.2 Sitokin tarama testi analizi

Hazirlanan slayt, firmanin sundugu hizmet kapsaminda analiz edilmek {izere
ilgili firmaya gonderilmistir. Elde edilen sonuglar, "Istatistiksel Analizler" baslhig

altinda belirtildigi sekilde degerlendirilmis ve analizler gerceklestirilmistir.

3.2.2.3 LC-MS/MS analizi

AH ve yas uyumlu kontrol gruplarinda, CD4+ ve CD8+ T lenfositleri, CD14+
monositleri ve CD19+ B lenfositleri hiicre gruplarindaki protein farkliliklarini

arastirmak amaciyla protein ekspresyon analizleri gerceklestirildi.

3.2.2.3.1 FASP protolii ile triptik peptitlerin hazirlanmasi

Hastaligin, dort periferik hiicre alt grubunda protein profilleri lizerindeki etkisini
aragtirmak i¢in LC-MS/MS analizi yapildi. FACS analizi ile ayristirilan CD4+, CD8+,
CD14+ ve CD19+ hiicre pelletleri igerisinde proteaz inhibitdrii bulunan 100 ul UPX
ile ¢oziiliip sonikatdr yardimiyla lizisi gerceklestirilmistir. Daha sonra hiicreler 10
dakika kaynatilmistir. Daha sonra toplam hacmin 5 kati kadar aseton kullanilarak
aseton presipitasyonu yapildi. Ornek aseton igerisinde bir saat -20°C’de bekletildi.
Beklemenin ardindan 5 dakika 18000 g’de santrifiijii takiben aspire edildi ve aseton
ucuruldu. Triptik peptit eldesi icin FASP (Filter Aided Sample Preparation) kiti
kullanildi. Proteinler filtreli tiiplere konuldu ve iizerine 200 pl 8 M iire eklendi. 14000
g’de 15 dk santrifiij edildi. islem 2 kere daha tekrar edildi. Toplama tiipiinde biriken
tiim sivilar atildi. Iyodoasetamit (IAA, 10X) soliisyonu hazirland1. Her 1X tiipte 50
mM IAA bulunmaktadir. 10 pl IAA (50 uM) ve 90 pl iire filtre tizerine eklendi ve kisa
stireli vortex ardindan 6rnek 40°C’de 1 dk bekletildi. Ardindan 20 dk karanlik bir yerde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. 100
ul iire eklendi ve 14000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Bu islem 2 kez daha tekrar edildi.
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Toplama tiiptinde biriken sivi uzaklastirildi. 100 pl 50 mM amonyum bikarbonat
(ABC) filtre iizerine eklendi. 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrar
edildi. Triptik peptit eldesi i¢in 6rnegin {izerine 1 pg/75 pl tripsin soliisyonu eklendi
ve gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi. Filtreler yeni tiiplere alindi. 40 ul 50 mM
ABC eklenip, 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Filtrelere 50 pl 0,5 M sodyum klorit
eklendi ve yine 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Filtrat bu agsamadan sonra digest
edilmis proteinleri icermektedir. Ornekler LC-MS/MS analizi gerceklestirilmek iizere

cihaza verildi.

3.2.2.3.2 LC-MS/MS analizi

Protein ekspresyon analizlerinde nanoACQUITY UPLC M Class sistemi ile
entegre calisan SYNAPT Xevo G2-XS (Waters) cihazi kullanilmistir. Analize
baslamadan once kolon sicakligi 45°C’ye ayarlanip, %97 mobil faz A ile
dengelenmistir. MassLynx yazilimi ile LeuEnk (200 pg/ul) ve Glu-1-fibrinopeptid B
(Glu-fib, 100 fmol/ul) standartlar1 kullanilarak dedektér ve kalibrasyon ayarlari
yapilmustir.

Triptik peptit 6rnekleri 6ncelikle Symmetry C18 trap kolonuna (5 um, 180 pm i.d.
x 20 mm, Waters) yiiklendi, ardindan analitik kolonda (CSH C18, 1,7 ym, 75 pum 1.d.
X 250 mm, Waters) %1 FA igeren ACN konsantrasyonu %4’ten %40’a kadar
artirilarak peptitler hidrofobik 6zelliklerine gore ayrigtirilmistir. Kalibrasyon amaciyla
100 fmol/ul konsantrasyondaki Glu-fib, 0,5 pl/dk akisla 60 saniye araliklarla sisteme
verilmistir. Fraksiyonlara ayrilan peptitler ESI yontemiyle iyonize edilmis ve kiitle

spektrometrisinde pozitif modda analiz edilmistir.

Kuadrupol, veri bagimsiz toplama modu (data independent acquisation, DIA)
SONAR’da siirekli olarak m/z 400 ila 900 araliginda, 24 Da gegis genisligi ile tarandu.
Ardisik MS ve MS/MS taramalari, diisiik ve yiiksek carpisma enerjileri i¢in sirasiyla
10 V (diisiik carpisma enerjisi (collision energy, CE)) ve 40 V (yliksek CE)’da
gerceklestirildi. Duyarlilik (sensitivity) modunda, 50 - 1950 m/z araligindaki tiim

iyonlar, onciil iyon sec¢imi yapilmaksizin birlikte pargalandi. Par¢alanmis iyon



verilerinin alikonma zamanlar1 (retention time, AZ), ilgili onciillerle hizalamak i¢in

kullanildi.

Peptit 6zelliklerinin kantitatif analizi ve protein tanimlamasi i¢in Progenesis-Ql
(V.2.0 Water) yazilimi1 kullanildi. Kalibrant olarak m/z 785,8426 degerine sahip Glu-
fib peptidi kullanildi ve 6rnek setleri toplam iyon yogunluguna gore normalize edildi.
Yiiksek ve diisiik enerji esikleri i¢in islem parametreleri sirasiyla 60 ve 10 olarak
belirlendi. Veriler su parametreler kullanilarak analiz edildi: peptit basina minimum
parcalanmis iyon eslesmesi sayist = 2, protein basina minimum fragman iyon
eslesmesi sayis1 = 5, protein basina minimum benzersiz peptit sayist = 1, triptik
sindirim i¢in kagirtlan maksimum béliinme sayisi = 1, sabit modifikasyon =
karbamidometil C, degisken modifikasyonlar = oksidasyon M ve deamidasyon N ve
Q, yanlis kesif orani (false discovery rate, FDR) < %1. Sadece 2+ ve 3+ iyon ylikleri
secildi. Ornekler aras1 normalizasyon icin toplam iyon yogunlugu kullanildi. Ifade
degisiklikleri ile p ve q degerleri Progenesis QI for proteomics yazilimina dahil olan
istatistik paketi ile hesaplandi. Ortaya ¢ikan veri seti, ANOVA p degeri < 0,05, q degeri
< 0,05, benzersiz peptit sayisi > 2 ve en az 1,5 kat fark gosteren proteinleri igerecek

sekilde filtrelendi.

3.2.2.3.3 Biyoinformatik analizler

Biyoinformatik analizler igin ¢esitli yazilimlar kullanild1. Oncelikle grup iglerinde
AH ve kontrol arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla temel bilesenler analizi

(PCA), Clustvis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) g¢evrimi¢i yazilimi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Gen Ontoloji (GO) analizi; biyolojik siiregler (BP), hiicresel bilesenler (CC), ve
molekiiler fonksiyonlar (MF) a¢isindan anlamli degisen proteinlerin islevsel olarak
aciklanmasini saglamaktadir. GO analizleri ve Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi
(KEGG) yolak analizi DAVID (DAVID Bioinformatics Resources 2021) ¢evrimigi
yaziliminda gergeklestirilmis ve sonuglar Benjamini- Hochberg p degeri < 0.05 filtresi
ile siralanarak “ggplot2” ve “Goplot” R paketleri kullanilarak gorsellestirilmistir

(123,124). Anlamli degisiklik gosteren proteinlerin protein-protein etkilesim (PPI)
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analizleri STRING (125) veritabani ile olusturulmustur ve Cytoscape (V 3.9.1) (126)
yazilimi ile gorsellestirilmistir. Agdaki hub proteinleri belirlemek amaciyla Cytoscape
eklentisi olan “cytohubba” (127) kullanilmis ve Maksimum Komsuluk Bileseni
(MNC), Maksimal Klik Merkeziligi (MCC) ve Kenar Gegirgenligi Bileseni (EPC)
algoritmalariyla degerlendirilmistir. Belirlenen hub proteinlerin etkilesimleri ve
ekspresyon seviyeleri “Omics Visualizer” (128) eklentisi ile gorsellestirilmistir. Daha
sonra, merkez proteinlerin fonksiyonel karakterizasyonunu anlamak amaciyla
‘ClueGO’ (129) eklentisi kullanilmistir. Bu eklenti, anlamli de§isen proteinlerin BP ve
KEGG terimlerini Benjamini-Hochberg p < 0.01 filtresi ile analiz ederek, hub

proteinlerin bu fonksiyonlar i¢indeki yerini belirlemeye yardime1 olmustur.

3.2.2.4 Akis sitometrisi analizleri

CD4+, CD8+, CDIl14+ ve CDI19+ hiicre gruplarinda ROS taramasi ve
mitokondriyal depolarizasyon testleri, Actbadem Universitesi kampiisiinde yer alan
SZA Saglhk Arastirmalar1 A.S.’ye ait Insan Immiinolojisi Arastirma Merkezi'nde

bulunan Cytek cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.4.1 Reaktif oksijen tiirleri (ROS) taramasi

ROS taramasi i¢in mitokondri izolasyonu gerektirmeyen Invitrogen markasina ait
Mitosox Red (Thermo Fisher Scientific, No. M36008, Waltham, MA) ticari Kiti
kullanilmistir. Sayimmi yapilarak saklanan ve dondurulan PBMC’ler, 1 milyon canli
hiicre olacak sekilde; CD3 (BV605; Biolegend; Cat#317322), CD14 (A700;
Biologend; Cat#325614), CD19 (PeCy7; Biolegend; Cat#302216), CD4 (BV510;
Biologend; Cat#317444) ve CDS8 (Pacific Blue; Biologend; Cat#301033) antikorlar1
ile inkiibe edilerek RPMI ile yikanmstir. Her bir vial i¢inde 50 pg bulunan Mitosox
Red, 13 uL DMSO ile ¢oziiliip 5 mM stok soliisyonu hazirlanmistir. 1 mL %5 FBS’li
PBS icerisinde bulunan 1 milyon PBMC igeren eppendorf tiiplerine, final
konsantrasyonu 4 uM olacak sekilde Mitosox Red eklenmis ve hiicreler 37°C'de 15
dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, 300g'de 5 dakika santrifiij
edilmis ve hiicre pelletleri %5 FBS’li PBS ile iki kez yikanmigtir. Analiz, Cytek



markali akis sitometrisi ile gergeklestirilmistir ve elde edilen sonuglar FlowJo yazilimi

kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.2.4.2 Mitokondriyal depolarizayon testi

Mitokondriyal disfonksiyon testi i¢in Invitrogen'e ait katyonik bir boya olan JC-1
(Thermo Fisher Scientific, No. T3168, Waltham, MA) kullanilmistir. Mitokondriyal
depolarizasyon, kirmizi floresan azalmasi (agregat formu, 585/590 nm'de
absorpsiyon/emisyon) ve yesil floresan artmasi (monomerik form, 510/527 nm'de
absorpsiyon/emisyon) ile tanimlanmigtir. Antikor boyamalar1 ile yapilan 6rnek

hazirligt ROS taramasi bagligi altinda agiklandigr sekilde gerceklestirilmigtir.

5 mg JC-1 boyasi, 1 mL DMSO ile ¢6ziilerek stok soliisyonu hazirlanmigtir. 1 mL
%5 FBS’li PBS igindeki canli PBMC hiicrelerine 0.3 pg/mL konsantrasyonunda JC-1
boyas1 eklenmis ve hiicreler 37°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler, 4°C'de 300g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre pelletleri, %5
FBS'li PBS ile iki kez yikanmis ve Cytek markali akis sitometrisi ile analiz
gerceklestirilmistir. Ayrica, ayn1 6rnek grubu ile mitokondriyal fonksiyonu daha
detayli degerlendirmek igin, mitokondriyal membran boyunca K* iyon taginmasini
kolaylastiran valinomisin (Thermo Fisher Scientific, V1644, Waltham, MA)
kullanilmistir. Valinomisin, mitokondriyal elektrokimyasal gradyan1 bozmak amaciyla

JC-1 boyamasi 6ncesinde uygulanmis ve ardindan akis sitometrisi ile analiz edilmistir.
3.2.2.4.3 Ilstatistiksel analizler

Istatistiksel analizler ve grafikler GraphPad Prism yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Verilerin -~ dagilimi  Shapiro-Wilk  normalite  testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren verilerin anlamliligi Bagimsiz T-testi ile
normal dagilim gostermeyen verilerin ise Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir.
Uc veya daha fazla grup arasindaki karsilastirmalar icin Tek Yonli ANOVA ve
Dunnett’s post hoc testi veya Kruskal-Wallis testi ve Dunn’un ¢oklu karsilastirma testi

kullamlmustir. iki bagimsiz degisken iceren ¢oklu karsilastirmalar igin ki Yonlii
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ANOVA ve Tukey’s post hoc testi uygulanmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma
(SD) olarak ifade edilmis olup, istatistiksel anlamlilik seviyeleri su sekilde
belirlenmistir: p < 0.05 (* or #), p < 0.01 (**), p < 0.001(***), p < 0.0001 (****).



4 BULGULAR

4.1 Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre Ayrim

Kriterlere uygun bireylerden 20 AH ve 23 kontrol olmak iizere kan drnekleri
toplandi. Toplanan kanlardan boliim 3.2.2 bashig altinda anlatildigr gibi PBMC
izolasyonu gerceklestirildi. Toplanmis olan 6rneklerden elde edilen hiicre sayilari

Tablo 7 ve Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 7. AH 6rnekleri ile ayrilan PBMC sayuilari.

AH Ornekleri PBMC Sayilan AH ornekleri PBMC Sayilari
H1 27TM H11 25M
H2 2TM H12 35M
H3 20M H13 35M
H4 26M H14 26M
HS 28M H15 45M
H6 21M H16 25M
H7 23M H17 20M
H8 30M H18 S0M
H9 35M H19 30M

H10 27TM H20 30M
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Tablo 8. Kontrol drnekleri ile ayrinlan PBMC sayilari

Kontrol PBMC Sayilar Kontrol PBMC Sayilari

Ornekleri Ornekleri
K1 63M K13 25M
K2 75M K14 20M
K3 30M K15 20M
K4 54M K16 20M
K5 40M K17 25M
K6 46M K18 25M
K7 69M K19 20M
K8 52M K20 15M
K9 20M K21 40M
K10 30M K22 20M
K11 30M K23 21M
K12 30M

4.2 FACS Analizi

Dondurulmus olan PBMC hiicrelerinden 3.2.2.1 bagligi altinda agiklandigi gibi 4
hiicre alt grubu i¢cin FACS analizi yapilarak hiicre ayrimi yapilmistir. AH ve kontrol
orneklerinden FACS analizi sonucunda elde edilen hiicre sayilar1 Tablo 9 ve Tablo

10°da gosterilmektedir.

4.2.1 AH grubu FACS analizi sonuglar

AH orneklerinden elde edilen PBMC ile gerceklestirilen hiicre ayrimi analizi

sonucunda toplanan 4 hiicre alt grubu sayilar1 Tablo 9°da gosterilmistir.



Tablo 9. AH PBMC o6rneklerinden FACS sonrasi elde edilen hiicre sayilari.

AH CD4+ CD8+ CD14+ CD19+
Ornekleri

H1 1.1M 200K 150K 2M
H2 1.9M 350K 450K 160K
H3 1M 200K 200K 225K
H4 2M 300K 75K 620K
H5 2.1M 800K 50K 750K
H6 2M 660K 250K 75K
H7 1.1M 300K 50K 1.1M
H8 1M 350K 100K 400K
H9 800K 250K 75K 225K
H10 1.4M 225K 75K 125K
H11 8500K 360K 60K 185K
H12 1M 800K 50K 150K
H13 1.3M 250K 50K 660K
H14 1.2M 310K 325K 260K
H15 1.7M 650K 75K 600K
H16 1.1M 400K 125K 300K
H17 900K 300K 180K 50K
H18 1M 300K 70K 250K
H19 1.4M 400K 500K 420K
H20 2.9M 375K 200K 2M

4.2.2 Kontrol grubu FACS analizi sonuglar:

Kontrol 6rneklerinden elde edilen PBMC ile gergeklestirilen hiicre ayrimi analizi

sonucunda toplanan 4 hiicre alt grubu sayilar1 Tablo 10’da gdsterilmistir.
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Tablo 10. Kontrol PBMC o6rneklerinden FACS sonrasi elde edilen hiicre sayilari.

Kontrol CD4+ CD8+ CD14+ CD19+
Ornekleri
K1 2M 250K 50K 400K
K2 2.4M 500K 90K 400K
K3 1.3M 500K 50K 200K
K4 3.3M 840K S0K 325K
K5 2.8M 300K 160K 450K
K6 2M 900K 130K 450K
K7 1.4M 675K 50K 715K
K8 2M 300K 50K 500K
K9 2M 350K 100K 150K
K10 2.4M 350K S0K 700K
K11 1.7M 400K 50K 400K
K12 1.2M 300K 100K 150K
K13 1.4M 400K 50K 200K
K14 1.5M 300K 150K 600K
K15 800K 300K 200K 600K
K16 M 275K 125K 275K
K17 950K 350K 200K 250K
K18 900K 300K 100K 150K
K19 1.8M 200K 150K 800K
K20 1.4M 425K 50K 660K
K21 800K 300K 60K 180K
K22 1.4M 260K 50K 1.1M

K23 1.2M 380K 75K 225K




4.3  Dort Periferik Hiicre Alt Grubunda Protein Ekspresyon Farkhiliklarinin
LC-MS/MS Analizi ile Tespiti

AH ve kontrol 6rneklerinden elde edilen 4 hiicre alt grubu ile gergeklestirilen nano
LC-MS/MS analizinde tanimlanan proteinlerin sayilar1 Tablo 11°de gosterilmistir.
Protein ekspresyon seviyelerinde anlamli farklilik 4 kritere gére belirlenmis olup
biyoinformatik analizler bu protein listeleri ile yapilmistir: 6zgiil peptit sayisi (6ps,

unique peptide) > 2, p < 0.05, g <0.05, degisim oran1 (DO, fold change) > 1.5.

Tablo 11. LC-MS/MS analizi ile 4 hiicre alt grubunda tanimlanan protein sayilar.
Hiicre tipi Tammlanan toplam p <0.05 DO >1.5; ops >2; q <

protein sayisi 0.05ve p<0.05
CD4+ 1352 608 387
CD8+ 570 183 121
CD14+ 532 3 0
CD19+ 443 0 0

Tablo 11°de gosterilen CD14+ ve CD19+ hiicrelerine ait sonuglar, yapilan 6n
calismanin bulgularidir. AH ve kontrol gruplar1 arasinda bu iki hiicre alt grubunda
anlamli bir fark bulunmamas1 nedeniyle, CD14+ ve CD19+ hiicreleri i¢in analizler tim

ornekler tizerinde gergeklestirilmemis ve biyoinformatik analizler yapilmamaistir.

4.4 Biyoinformatik Analizler

Yapilan 6n ¢alisma sonucunda, tiim AH ve kontrol 6rneklerinin CD4+ ve CD8+
T hiicreleri ile LC-MS/MS analizleri tamamlanmis ve daha once belirtilen dort kriter
(DO>1.5; 6ps>2;q<0.05 ve p<0.05) dogrultusunda anlaml1 proteinler tanimlanarak
biyoinformatik analizler yiriitilmistir. 3.2.2.3.3 bashg altinda belirtildigi gibi,
analizler temel olarak anlamli proteinlerin GO ve KEGG yolak analizlerinin ardindan
PPl agindaki hub proteinlerin tanimlanmasi, bu proteinlerin fonksiyonlarmin ve

katildiklar1 yolaklarin incelenmesine dayanmaktadir.
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4.4.1 CDA4+ T hiicreleri

CD4+ T hiicrelerinde AH ve kontrol gruplarina ait proteomun, PCA analizi
sonucunda, PC1 (%42,8) ve PC2 (%14,4) bilesenleri belirgin bir sekilde ayrilmistir
(Sekil 13A). CD4+ T hiicrelerinde tanimlanan tiim proteinlerin anlamlilik ve

ekspresyonel farkliliklar1 volkan grafigi ile Sekil 13B’de gosterilmektedir.

10 R Significance
®  Pvalue 0,001

CD4
® Pvalue 0.01

Control

PC2 (14.4%)
o
>
o
-loggPvalue

® Pvalue 0.05
Unchanged

30 -20 -10 [ 10 20 -75 -5.0 -25 0.0 25
PC1 (42.8%) logoFC

Sekil 13. CD4+ T hiicrelerinin PCA ve volkan grafigi analizi.

(A) CD4+ T hiicrelerinin anlamli farklilik gosteren proteinlere gore PCA grafigi. (B) CD4+ T
hiicrelerinde tanimlanan proteinlerin volkan grafigi. X ekseni AH ve kontrol gruplar
arasindaki log, DO (log, FC) goéstermektedir. Y ekseni ise -log; ¢ p degerini temsil
etmektedir. Renkli noktalar anlamli diizeyde degisen proteinleri (p <0.001, <0.01, <0.05)
gosterirken, sar1 noktalar anlaml1 degisim gostermeyen proteinleri temsil etmektedir.

CD4+ T hiicrelerinde anlamli degisim gosteren 387 proteinin fonksiyonlarini
anlamak ve AH ile iliskisini incelemek amaciyla GO ve KEGG yolak analizleri
gerceklestirildi (Sekil 14). GO zenginlestirme analizine gore, CD4+ grubunda
tanimlanan anlamli proteinlerin niikleozom paketlenmesi, sitoplazmik translasyon,
translasyon, telomer organizasyonu ve splisozom aracili mRNA ugbirlestirme BP
terimlerinde 6nemli Ol¢iide zenginlestigi goriilmistiir (Sekil 14A). CC terimleri
sitozol, hiicre dis1 eksozom, c¢ekirdek, niikleoplazma ve mitokondri bilesenlerini
icermektedir (Sekil 14A). Ayrica protein, RNA, DNA, kaderin ve GTP baglanmasi
MF terimlerinde de zenginlesme gozlenmistir (Sekil 14A). Proteinlerin en anlaml
zenginlestigi GO terimleri ve bu terimlerle iliskili proteinler, chord diyagraminda

gosterilmektedir (Sekil 14B).



KEGG analiz sonuglarina gore proteinlerin en ¢ok Amyotrofik lateral skleroz
(ALS), Parkinson hastalig1 (PD), Prion hastaligi (PrD), Huntington hastaligi (HD) ve
AH gibi norodejeneratif hastaliklarla iligkili yolaklarda, ayrica notrofil hiicre disi
tuzaklar1 ve ribozom ile iliskili yolaklarda zenginlestigi goriilmektedir (Sekil 14C). Ek
olarak, CD4+ T hiicrelerinde AH ile enerji metabolizmasindaki iliskiliyi incelemek
amaciyla, ilgili GO ve KEGG terimlerinde zenginlesen proteinlerin ekspresyon
seviyeleri incelendi (Sekil 14D). Bu terimler, noérodejeneratif hastaliklarla iliskili
yolaklar arasinda yer alan norodejenerasyon-multiple hastaliklar, ALS, Parkinson
hastalig1 (PD), Prion hastalig1 (PrD), Huntington hastaligi (HD) ve AH'nin yani sira
karbon metabolizmasi, glikoliz/glukoneogenez, sitrat dongiisii (TCA), piruvat
metabolizmasi ve oksidatif fosforilasyon gibi metabolik yolaklari igermektedir. Analiz
sonuglari, 76 proteinin CD4+ T hiicrelerinde hem AH ile hem de enerji

metabolizmastyla iliskili oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 14. CD4+ T hiicrelerinde anlamli degisiklik gdsteren proteinlerin zenginlestigi
yolaklar.

(A) Grafikler, GO analizi sonug¢larini gostermektedir. BP, MF ve CC terimleri y ekseninde
gosterilirken, x ekseni gen oranimi gostermektedir. Semboliin boyutu, terimle iligkili protein
kodlayan genlerin sayisimi belirtirken, renk diizeltilmis p degerini temsil etmektedir. (B)
Proteinlerin en anlamli zenginlestigi GO terimlerinin chord diyagrami. UniProt isimleri ve
karsilik gelen ekspresyon degisimleri solda gosterilmistir, renkli hatlar ise proteinlerin farkl
GO terimleri ile iligkilendirilmesini belirtmektedir. (C) KEGG zenginlesme analizi. (D)
Norodejenerasyon ve enerji metabolizmasiyla iliskili GO ve KEGG terimlerini igeren
proteinlerin 1s1 haritast.



Anlamli degisen proteinlerin arasindaki etkilesimi ortaya koymak ve ag
icerisindeki onemli rolleri ve baglantilar1 gosteren daha yliksek dereceli proteinleri
tamimlamak amaciyla 6nce PPI analizi yapilip sonra cytoHubba eklentisi ile MNC,
MCC ve EPC algoritmalar1 ile hub proteinler belirlenmistir. MNC, MCC ve EPC
algoritmalariyla hesaplanan ilk 20 hub proteini Sekil 15A-C’de gosterilmektedir. Ug
algoritmanin kesisiminde yer alan hub proteinler EEF2, RPL26, RPL9, RPS20, RPS3,
RPLPO, RPL12, RPS14 ve RPLS8’dir (Sekil 15D). Toplamda elde edilen hub protein
sayist 32 olup, bunlar su sekildedir: RPL17, RPS18, RPL23A, RPS15A, RPL35A,
RPL23, ATP5B, SNRPD3, SNRPF, HNRNPK, SRSF1, RPLP2, EIF5A, RPS23,
RPS7, RPL15, RPS4X, CCT4, CCTS, EIF4A3, GAPDH, HNRNPAL, EEF2, RPL26,
RPL9, RPS20, RPS3, RPLPO, RPL12, RPS14, RPL8, RPS6, ve bu proteinlerin kisa

aciklamalar1 Tablo 12’de sunulmustur.

Hub proteinlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve ekspresyon diizeyleri Sekil
15E’de gosterilmektedir. Sonuclar bu proteinlerin yliksek oranda birbirleriyle
etkilesim halinde oldugunu, 25 proteinin AH grubunda ekspresyonlarini arttigini 7

proteinin ise azaldigin1 gostermektedir.

CD4+ T hiicrelerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin iligkili oldugu
yolaklar ile hub proteinlerin bu yolaklardaki yerini gosteren ClueGO analiz sonuglar1
Sekil 15F’de gosterilmektedir. ATPSB, HNRNPA1 ve GAPDH proteinleri ALS, PD,
PrD, HD ve AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili yolaklarda yer almaktadir.
GAPDH proteini, glikoliz/glukoneogenez, TCA, pirlivat metabolizmas1 ve patojenik
Escherichia coli (E.coli) enfeksiyon yolaklarinda da yer almaktadir. Ayrica, EIF4A3,
HNRNPK, HNRNPA1, SNRPD3, SRSF1 ve SNRPF proteinleri ise splisozom
kompleksi i¢inde 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira, ribozomal hub proteinler,

ribozom yolaklariyla iliskilidir.
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Sekil 15. CD4+ T hiicrelerinde hub protein analizi.

(A, B, C) Cytoscape yazilimindaki cytoHubba eklentisi, MNC, MCC ve EPC algoritmalariyla
20 hub proteini tanimlamak i¢in kullanilmistir. (D) EPC, MCC ve MNC algoritmalari
tarafindan tanimlanan ortak hub proteinleri gosteren Venn diyagrami. (E) Hub proteinlerinin
etkilesim ag1 ve ekspresyon diizeyleri. (F) CD4+ T hiicrelerinde anlaml degisiklik gosteren
proteinlerin KEGG analizinde hub proteinlerin 6nemli derecede yer aldig1 yolaklar.



Tablo 12. CD4+ hub protein listesi.

Uniprot ID  Gen ismi Protein ismi DO
P18621 RPL17 60S ribosomal protein L17 15
P62269 RPS18 40S ribosomal protein S18 1.6
P62750 RPL23A 60S ribosomal protein L23a 1.6
P62244 RPS15A Small ribosomal subunit protein uS8 1.6
P18077 RPL35A 60S ribosomal protein L35a -1.6
P62829 RPL23 60S ribosomal protein L23 15
P06576 ATP5B ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 1.6
P62318 SNRPD3 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 -3.6
P62306 SNRPF Small nuclear ribonucleoprotein F 15
P61978 HNRNPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 1.7
Q07955 SRSF1 Serine/arginine-rich splicing factor 1 1.8
P05387 RPLP2 Large ribosomal subunit protein P2 2.4
P63241 EIF5A Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 1.9
P62266 RPS23 Small ribosomal subunit protein uS12 2.1
P62081 RPS7 Small ribosomal subunit protein eS7 2.1
P61313 RPL15 Large ribosomal subunit protein eL15 1.9
P62701 RPS4X Small ribosomal subunit protein eS4, X isoform -25
P50991 CCT4 T-complex protein 1 subunit delta 1.8
P50990 CCT8 T-complex protein 1 subunit theta -4.6
P38919 EIF4A3 Eukaryotic initiation factor 4A-111 -2.7
P04406 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.6
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Tablo 12. CD4+ hub protein listesi (devam).

P09651  HNRNPAL1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1~ -4.9

P13639 EEF2 Elongation factor 2 -1.7
P61254 RPL26 Large ribosomal subunit protein uL24 15
P32969 RPL9 Large ribosomal subunit protein uL6 15
P60866 RPS20 Small ribosomal subunit protein uS10 1.7
P23396 RPS3 Small ribosomal subunit protein uS3 1.7
P05388 RPLPO Large ribosomal subunit protein uL10 2.0
P30050 RPL12 Large ribosomal subunit protein uL11 1.7
P62263 RPS14 Small ribosomal subunit protein uS11 1.7
P62917 RPL8 Large ribosomal subunit protein uL2 1.7
P62753 RPS6 Small ribosomal subunit protein eS6 15

4.4.2 CDS8+ T hiicreleri

CD8+ hiicre alt grubunda gergeklestirilen biyoinformatik analizler, CD4+

gurubundaki analizlerle benzer sekildedir.

CD8+ T hiicrelerinde AH ve kontrol gruplarina ait proteomun, PCA analizi
sonucunda PC1 (%48,8) ve PC2 (%15,1) bilesenleri ile belirgin bir sekilde ayrilmistir
(Sekil 16A). CD8+ T hiicrelerinde tanimlanan tiim proteinlerin anlamlilik ve

ekspresyon farkliliklari volkan grafigi ile Sekil 16B’de gosterilmektedir.
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Sekil 16. CD8+ T hiicrelerinin PCA ve volkan grafigi analizi.

(A) CD8+ T hiicrelerinin anlamli farklilik gosteren proteinlere gére PCA grafigi. (B) CD8+ T
hiicrelerinde tanimlanan proteinlerin volkan grafigi. X ekseni AH ve kontrol gruplar
arasindaki log, DO (log, FC) gostermektedir. Y ekseni ise -log; ¢ p degerini temsil
etmektedir. Renkli noktalar anlamli diizeyde degisen proteinleri (p <0.001, <0.01, <0.05)
gosterirken, sar1 noktalar anlamli degisim gostermeyen proteinleri temsil etmektedir.

CD8+ grubunda anlamli olarak tanimlanan 121 proteinin GO zenginlestirme
analizi sonuglar1 bu proteinlerin en ¢ok katlanmamis proteine yanit, protein
katlanmasi, aktin iskeletinin yeniden diizenlenmesi, substantia nigra gelisimi,
trombosit agregasyonu ve glikolitik siireg BP terimlerinde zenginlestiZini
gostermektedir (Sekil 17A). MF terimlerinde; protein, RNA, kaderin, enzim, aktin ve
GTP baglanmas1 6n plana c¢ikarken, CC terimleri hiicre dist ekzozom, sitozol,
sitoplazma, cekirdek bilesenlerini icermektedir (Sekil 17A). Proteinlerin en ¢ok
zenginlestigi GO terimleri ve bu terimlerle iligkili proteinler, chord diyagraminda

gosterilmektedir (Sekil 17B).
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KEGG analizinde ise patojenik E. coli enfeksiyonu, endositoz, siki baglantilar
(tight junctions), aktin iskeletinin diizenlenmesi, karbon metabolizmast ve
glikoliz/glukoneogenez ile iliskili terimler belirlenmistir (Sekil 17C). CD8+ hiicre
grubunda ndrodejenerasyon ve enerji metabolizmasi ile iliskili GO ve KEGG
terimlerine karsilik gelen proteinler ve bunlarin ekspresyon seviyeleri Sekil 17D’de
sunulmustur. Bu terimler arasinda katlanmamis protein baglanmasi, RNA baglanmasi,
katlanmamis proteine yanit, protein yeniden katlanmasi, oksijen tasima aktivitesi,
hidrojen peroksit yikim siireci, GTPaz aktivitesi, glikoliz/glukoneogenez, karbon
metabolizmas1 ve kaderin baglanmasi yer almaktadir. Bu terimler, CD8+ hiicre

grubunda anlaml diizeyde degisim gosteren 61 proteinle iligkilidir.
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Sekil 17. CD8+ T hiicrelerinde anlamli degisiklik gosteren proteinlerin zenginlestigi
yolaklar.

(A) Grafikler, GO analizi sonuglarini géstermektedir. (B) Proteinlerin en anlamli zenginlestigi
GO terimlerinin chord diyagrami. (C) KEGG zenginlesme analizi. (D) Norodejenerasyon ve
enerji metabolizmastyla iliskili GO ve KEGG terimlerini igeren proteinlerin 1s1 haritasi.
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CD8+ grubunda 6nce PPI analizi yapilmigtir. Daha sonra, MNC, MCC ve EPC
algoritmalar1 kullanilarak, ilk 10 hub proteini belirlenmis ve HSPAS, PKM, GAPDH
ve LDHA nin tiim algoritmalarda ortak hub proteinler oldugu tespit edilmistir (Sekil
18A-D). Tanimlanan 17 hub protein sunlardir: CFL1, EEF1A1, ENO2, GAPDH,
GLUD1, HSP90AAL, HSPAS, HSPD1, LDHA, LDHC, MDH2, MYH9, PGK1, PKM,
RHOA, RPSA ve TKT (Tablo 13).

Sekil 18E, hub proteinlerin baglantilarini  ve ekspresyon seviyelerini
gostermektedir. Dikkat cekici bir sekilde, tiim hub proteinlerin yiiksek derecede
birbirleriyle iligkili oldugu ve AH grubunda artmis ekspresyon gosterdigi

belirlenmistir.

CD8+ grubundaki anlamli degisen proteinlerin dahil oldugu yolaklar ve biyolojik
stireclerde hub proteinlerin 6nemini degerlendirmek amaciyla, CD4+ grubunda
gerceklestirilen analize benzer sekilde bir ClueGO analizi yapilmistir (Sekil 18F). Hub
proteinlerden EEF1A1, HSP90AAI, HSPA8 ve HSPDI’in protein katlanmasi
stireclerinde gorev aldigi, protein katlanma saperonlari, de novo protein katlanmasi,
protein yeniden katlanmasi ve ATP bagimli protein katlanma saperonlari olarak islev
gordiigii ve ayrica antijen isleme ve sunum siireglerinde rol oynadig1 belirlenmistir.
MYHY9, CFL1 ve RHOA’nmn ise patojenik E. coli enfeksiyonu ve aktin iskeletinin
diizenlenmesi siireclerinde yer aldigi tespit edilmistir. MYH9 ayrica hiicre iskeleti
yapisinin korunmasiyla iliskilidir. Bunun yani sira, ENO2, GAPDH, LDHA, LDHC,
PGK1 ve PKM’nin glikoliz/glukoneogenez yolaklariyla baglantili = oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 18. CD8+ T hiicrelerinde hub protein analizi.

(A, B, C) Cytoscape yazilimmdaki cytoHubba eklentisi, MNC, MCC ve EPC algoritmalariyla
ilk 10 hub proteini tamimlamak i¢in kullanilmistir. (D) EPC, MCC ve MNC algoritmalari
tarafindan tanimlanan ortak hub proteinlerini gosteren Venn diyagrami. (E) Hub proteinlerinin
etkilesim ag1 ve ekspresyon diizeyleri. (F) CD8+ T hiicrelerinde anlamli degisiklik gdsteren
proteinlerin yolak analizinde hub proteinlerin 6nemli derecede yer aldigi KEGG ve BP

terimleri.
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Tablo 13. CD8+ hub protein listesi.

Uniprot ID  Gen ismi Protein ismi DO
P00367 GLUD1 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial 1.9
P07864 LDHC L-lactate dehydrogenase C chain 2.1
P29401 TKT Transketolase 2.2
P09104 ENO2 Gamma-enolase 1.8
P40926 MDH?2 Malate dehydrogenase, mitochondrial 2.1
P61586 RHOA Transforming protein RhoA 3.3
P35579 MYH9 Myosin-9 2.0
P10809 HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 1.7
P00558 PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 2.0
P68104 EEF1Al Elongation factor 1-alpha 1 1.7
P07900 HSP90AA1 Heat shock protein HSP 90-alpha 2.0
P23528 CFL1 Cofilin-1 1.7
P08865 RPSA Small ribosomal subunit protein uS2 1.9
P11142 HSPAS8 Heat shock cognate 71 kDa protein 1.6
P14618 PKM Pyruvate kinase PKM 7.3

P04406 GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1.5
P00338 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 15

4.4.3 CD4+ ve CD8+ ortak proteinleri

CDA4+ ve CD8+ grubunda tanimlanan anlamli ve AH-kontrol arasinda en az 1.5
kat degisim gosteren 39 tane ortak protein bulunmaktadir (Tablo 14). Bu proteinlerden
RPL23 CD4+ grubunda hub olarak tanimlanmis ve hem CD4+ hem CD8+’de artmistir.
RHOA, GLUDI, MDH2, LDHA ve CFL1 CD8+ grubunda hub olarak tanimlanmistir
ve iki hiicre alt grubunda da artis gostermistir. GAPDH proteini ise hem CD4+ hem
CD8+ grubunda hub olarak tanimlanmis ve iki grupta da artis gostermistir. Bu
proteinlerden ENO2 (CD8+ hub), TMPO, TAP1, TUBAS8, HSPA2, HSP6 ve KRT16
CD4+ grubunda azalirken CD8+ grubunda artmustir.



Tablo 14. CD4+ ve CD8+ grubunda tanimlanan ortak protein listesi.

Uniprot DO DO
Gen ismi Protein ismi
ID (CD4+) (CD8+)
P31146 CORO1A Coronin-1A 1.46 1.57
P06748 NPM1 Nucleophosmin 1.46 1.69
P33241 LSP1 Lymphocyte-specific protein 1 1.49 291
P61204 ARF3 ADP-ribosylation factor 3 1.50 1.49
P08758 ANXA5 Annexin A5 1.52 4.10
P62829 RPL23 60S ribosomal protein L23 1.52 1.52
P61586 RHOA Transforming protein RhoA 1.54 3.34
P13645 KRT10 Keratin_ type | cytoskeletal 10 1.54 1.50
P83731 RPL24 60S ribosomal protein L24 1.55 1.47
P00367 GLUDL1 Glutamate dehydrogenase 1 155 101
mitochondrial
P07437 TUBB Tubulin beta chain 1.55 2.51
P40926 MDH2 Malate dehydrogenase 159 513
mitochondrial
Actin-related protein 2/3 complex
015145 ARPC3 1.59 1.74
subunit 3
P04406 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 159 153

dehydrogenase

P00338 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain 1.60 152

P31946 YWHAB 14-3-3 protein beta/alpha 1.60 1.59

P60660 MYL6 Myosin light polypeptide 6 1.60 1.48

Intraflagellar transport protein 57

QINWB7 IFT57 -1.72 -1.80

homolog

P04632 CAPNS1 Calpain small subunit 1 1.74 1.82
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Tablo 14. CD4+ ve CD8+ grubunda tanimlanan ortak protein listesi (devam).

P26038 MSN Moesin 1.75 1.93

P04264 KRT1 Keratin_ type Il cytoskeletal 1 1.77 2.17

P06703 S100A6 Protein S100-A6 1.86 2.40

P02775 PPBP Platelet basic protein 1.88 2.44

P05109 S100A8 Protein S100-A8 1.91 3.13

P50998 ARPCA Actin-related protein 2/3 complex 192 149

subunit 4

P49755 TMED10 Transmembrane emp24 domain- 197 152
containing protein 10

P09104 ENO2 Gamma-enolase -2.02 1.84

P23528 CFL1 Cofilin-1 2.03 1.77

Q8NG31 KNL1 Kinetochore scaffold 1 2.06 2.18

P42166 TMPO Lamina-associated polypeptide 2_ 214 181

isoform alpha
Q03518 TAP1 Antigen peptide transporter 1 -2.18 2.34
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Q9Y536 PPIAL4A 2.26 1.92
A-like 4A

P20718 GZMH Granzyme H 2.35 2.73
Heterogeneous nuclear

Q99729 HNRNPAB _ ) 2.55 1.50
ribonucleoprotein A/B

QINY65 TUBAS Tubulin alpha-8 chain -2.62 1.96

P5A652 HSPA2 Heat shock-related 70 kDa protein 280 2 67

2

P06702 S100A9 Protein S100-A9 3.25 5.18

P0O8779 KRT16 Keratin_ type | cytoskeletal 16 -5.29 3.13

P17066 HSPAG6 Heat shock 70 kDa protein 6 -7.90 1.73




4.5 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Analizi Sonuclar:

CD4+, CD8+, CDI14+ ve CD19+ hiicre alt gruplarindaki mitokondriyal ROS
seviyeleri MitoSOX Red kullanilarak 10 AH ve 10 kontrol Orneklerinde
degerlendirildi. ROS seviyeleri, RFP floresans siddeti ile temsil edilmekte olup Sekil
19A’da gosterilmektedir. AH ve kontrol gruplarinda, hem hiicre alt kiimeleri arasinda
hem de her bir hiicre alt grubu i¢inde mitokondriyal ROS seviyelerindeki farkliliklar
degerlendirmek i¢in iki yonlit ANOVA ve eslestirilmemis t-testi uygulanmistir.

Mitokondriyal ROS seviyeleri hem hiicre alt gruplar1 arasinda hem de her bir
hiicre alt grubu icinde anlamli farkliliklar gostermistir. Hiicreler arasi ¢oklu
karsilagtirmalarda, AH grubunda, CD4+ hiicrelerinin mitokondriyal ROS seviyeleri,
CD8+ (p <0.001) ve CD14+ (p <0.0001) hiicrelerine kiyasla anlamli derecede daha
diistik bulunmustur. Ayrica, CD8+ hiicreleri CD19+ hiicrelerine gore daha yiiksek
ROS seviyeleri sergilemistir (p < 0.05), benzer sekilde CD14+ hiicrelerinin de CD19+
hiicrelerine kiyasla belirgin sekilde daha yliksek ROS seviyelerine sahip oldugu
gozlemlenmistir (p < 0.0001). Kontrol grubunda ise CD4+ hiicreleri, CD8+ (p < 0.05)
ve CD14+ (p < 0.0001) hiicrelerine gore daha diisiik mitokondriyal ROS seviyeleri
sergilemistir. Ayrica, CD8+ hiicrelerinin CD14+ hiicrelerine kiyasla ROS seviyeleri
daha diisiik bulunmustur (p < 0.01). Son olarak, CD14+ hiicreleri, CD19+ hiicrelerine
gore anlamli derecede daha yiiksek ROS seviyeleri gostermistir (p < 0.0001).

Hiicre alt gruplar1 i¢inde AH ve kontrol grubu karsilastirildiginda, yalnizca CD4+
T hiicrelerinde AH grubunda anlamli derecede daha yiiksek ROS seviyesi gozlenmis
(p < 0.05), diger alt gruplarda ise anlamli bir fark bulunmamistir. Ayrica, hiicre
tipinden bagimsiz olarak ROS seviyeleri karsilastirildiginda, AH ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 19B). Bu durum, oksidatif stres

degisikliklerinin hiicre tipine 6zgili oldugunu vurgulamaktadir.
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Sekil 19. Mitokondiyal ROS seviyelerinin hiicre alt gruplari arasinda ve her bir hiicre
grubu icinde karsilastirilmasi.

(A) ROS seviyelerinin ¢oklu karsilastirilmasi. (B) Tiim hiicre alt gruplari ile AH ve kontrol
arasindaki ROS seviyelerinin karsilastirilmasi. Veriler, iki yonlii ANOVA ve Tukey’nin post
hoc coklu karsilagtirma testi ile analiz edilmis; her bir hiicre grubu i¢indeki karsilagtirmalar
icin eslestirilmemis t-testi uygulanmustir. Grafikler ortalama = SD olarak sunulmustur. p <
0.05 (*or#), p< 0.01 (**),p< 0.001(***), p< 0.0001(****).

4.6 Mitokondriyal Depolarizasyon Testi Sonuglari

Mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikleri kirmizi / yesil floresan
oranin1 Olgerek yansitan JC-1 testi dort hiicre alt grubunda hasta ve kontrol
orneklerinde kullanilmistir (AH= 10, kontrol = 10). Mitokondriyal depolarizasyon,
kirmizi/yesil floresan yogunluk oraninda bir azalma ile gosterilirken, artis
hiperpolarizasyonu  yansitmaktadir.  Ayrica, mitokondriyal depolarizasyonu
indiikleyen bir potasyum iyonoforu olan valinomisin ile dort hiicre alt grubunun

yanitlar 6l¢iilmiistiir.

Dort hiicre alt grubundaki mitokondriyal aktiviteyi karsilastirmak i¢in iki yonli
ANOVA ile Tukey testi uygulanmistir. Her hiicre tipi icindeki analizlerde, verilerin
normalligine bagli olarak ya tek yonli ANOVA ya da Kruskal-Wallis testi

uygulanmistir.  AH ve Kkontrol gruplar1 arasindaki mitokondriyal aktivite
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karsilastirildiginda, tiim hiicre tipleri bir arada analiz edildiginde 6nemli bir fark
gozlemlenmemistir (Sekil 20B). Ancak, bireysel hiicre tiplerinin daha ayrintili analizi,
AH ve kontrol gruplari karsilastirildiginda hem hiicre tipleri arasinda hem de her hiicre

tipi i¢inde dikkate deger farklar ortaya koymustur (Sekil 20A).

JC-1 testi sonucunda, AH’de CD4+ T hiicreleri, CD8+ (p < 0.001) ve CD19+
hiicrelere (p < 0.001) kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek A¥Ym gostermistir. Benzer
sekilde, CD14+ hiicreler, hem CD19+ (p < 0.01) hem de CD8+ hiicrelere (p <0.001)
kiyasla artmis A¥Ym gostermistir. Kontrol grubunda ise CD4+ hiicreleri, CD8+
hiicrelerine kiyasla anlamli derecede daha yliksek A¥Ym sergilemistir (p < 0.0001).
Ayrica, CD8+ hiicreleri, hem CD14+ (p < 0.0001) hem de CD19+ (p < 0.05)
hiicrelerine kiyasla diisiik AWYm gostermistir. CD14+ ve CD19+ hiicreleri arasinda da
anlamli farklar bulunmus olup, CD14+ hiicreleri, CD19+ hiicrelerine kiyasla daha

yiiksek AWm degerleri sergilemistir (p < 0.0001).

Her bir hiicre tipi igcerisindeki AH ve kontrol gruplarn karsilastirildiginda, JC-1
testi yalnizca CD8+ hiicrelerinde 6nemli bir fark ortaya koymustur; AH, kontrol
grubuna kiyasla daha yiiksek A¥Ym sergilemistir (p = 0.02) (Sekil 20A ve Sekil 22B).
CD4+, CD14+ veya CD19+ hiicrelerinde AH ve kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark

gozlemlenmemistir.
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Sekil 20. Mitokondriyal membran potansiyelinin hiicre alt gruplar arasinda ve her bir
hiicre grubu i¢inde karsilastirilmasi.

(A) CD4+, CD8+, CD14+ ve CD19+ hiicre alt gruplarinda JC-1 testi ile A¥m (RFP/GFP)
o6l¢timii. (B) AH ve kontrol gruplarina ait tiim hiicre alt gruplarinin ortalama RFP/GFP oranlari
karsilastirilmast. (C) Valinomisin uygulamasi sonrast yapilan JC-1 testi ile hiicre alt
gruplarinda A¥Ym 6l¢timii. (D) AH ve kontrol gruplarina ait tim hiicre alt gruplarinin
valinomisin uygulamasi sonrasi ortalama RFP/GFP oranlari karsilastirilmasi. Veriler, iki yonli
ANOVA ve Tukey’nin post hoc ¢oklu karsilagtirma testi ile analiz edilmis; her bir hiicre grubu
icindeki karsilagtirmalar i¢in tek yonli ANOVA ya da Kruskal-Wallis testi uygulanmustir.
Grafikler ortalama + SD olarak sunulmustur. p < 0.05 (* or #), p< 0.01 (**), p < 0.001(***),
p < 0.0001(****).



JC-1+valinomisin sonuglari, valinomisinin tiim hiicre gruplarinda mitokondriyal
depolarizasyonu indiikledigini, ancak CDS8+ hiicrelerinde beklenmeyen bir
hiperpolarizasyona neden oldugunu gostermistir (Sekil 20C ve Sekil 22B). Ayrica,
kirmizi/yesil oranindaki farklar kullanilarak her hiicre tipinin valinomisine verdigi
yanitlar hesaplanmistir (Sekil 21). Ozellikle, her hiicre tipi i¢inde AH ve kontrol
gruplart  karsilastirildiginda, yalnizca CD4+ hiicrelerinde 6nemli bir fark
gbzlemlenmistir; AH 6rnekleri, kontrol 6rneklerine kiyasla valinomisine daha yiiksek

derecede depolarizasyon gostermistir (Sekil 21A, p <0.05).
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Sekil 21. Hiicre alt gruplarinda valinomisin yaniti.

Valinomisin yaniti, valinomisin uygulanan ve uygulanmayan kosullar arasindaki RFP/GFP
orani farki olarak hesaplanmistir. Verilerin normalligine bagli olarak analizler iki yonlii t-testi
veya Mann-Whitney U testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Grafikler ortalama + standart
sapma (SD) seklinde sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri su sekilde belirtilmistir: ns
(anlaml1 degil), p <0.05 (*).
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Sekil 22. Hiicre alt gruplarinda JC-1 ve valinomisin sonuglari.

A, B, C, D JC-1 testi sonuglart her bir hiicre alt grubu (CD4* , CD8* , CD14* ve CD19" )
icin, AD ve kontrol gruplarinin JC-1 ve valinomisin tedavisi sonrasinda karsilagtirmasini
gostermektedir. Veriler Kruskal-Wallis testi ve Dunn’in ¢oklu karsilagtirma testi ya da klasik
tek yonlii ANOVA ve Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi ile analiz edilmistir. Grafikler
ortalama + SD (standart sapma) seklinde sunulmustur, p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p <0.001
(***), p < 0.0001 (F**%*),
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4.7 Sitokin Tarama Testi Sonuglari

Yirmi farkli sitokinin AH ve kontrol plazmalarinda taranmasi sonucunda alti
sitokinin anlamli farklilik gosterdigi on dort sitokinin ise belirgin bir degisiklik
gostermedigi tespit edilmistir. GM-CSF, GRO-a/B/y, IFN-y, IL-10, IL-1p, IL-10, IL-
12 p70, IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 ve TNF-a seviyeleri istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklik gostermedi. MCP-1, MIP-1a, MIP-13, MMP-9, RANTES ve
VEGF-A seviyelerinin ise AH grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
diisik oldugu bulunmustur. Anlamli diizeyde azalan bu alt1 sitokinin taranmis

goriintlisii ve grafikleri Sekil 23’te sunulmustur.
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Sekil 23. Anlamli degisiklik gosteren sitokinler.
(A) Anlaml1 farklilik gdsteren alt1 sitokin i¢in lazer tarayicidan alinan hasta ve kontrol
floresans yogunlugu goriintiisii 6rnegi. (B) MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, MMP-9, RANTES ve

VEGF-A seviyeleri. p < 0.05 (*), p< 0.01 (**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****).
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Anlamli diizeyde degisiklik gosteren alti sitokinin biyolojik islevlerini ve

iliskilerini belirlemek amaciyla STRING c¢evrimigi aract kullanilmistir (Sekil 24).
STRING analizinden elde edilen Gen Ontolojisi (GO), REACTOME (RP) ve
WikiPathways (WP) sonuglar1 Sekil 25'de gosterilmektedir. Analiz sonuglari, bu

sitokinlerin birbirleriyle yiiksek etkilesimli proteinler oldugunu ortaya koymustur. Altt

sitokinin en ¢ok monosit kemotaksisi, lenfosit kemotaksisi, graniilosit kemotaksisi,
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16kosit kemotaksisinin diizenlenmesi, Erk1 ve Erk2 kaskadinin pozitif diizenlenmesi
BP terimlerinde 6nemli dl¢lide zenginlestigi goriilmiistiir (Sekil 25A). MF terimlerinde
CCR1 kemokin reseptor baglanmasi, CCRS5 kemokin reseptor baglanmasi, kemokin
aktivitesi, sitokin aktivitesi ve sitokin reseptor baglanmasi 6n plana ¢ikmaktadir (Sekil
25A). Ayrica sitokinler baslica olarak IL-18 sinyal yolagi (WP), interlokinlerle sinyal
(RP) ve sinyal iletimi (RP) yolaklarinda zenginlesmislerdir (Sekil 25B).

Cel5
(RANTES)

Cel2
(MCP-1)

(MIP-1

(MIP-1a)

Sekil 24. Anlaml farklilik gosteren alt1 sitokinin protein protein etkilesim goriintiisii.
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Sekil 25. AH plazmalarinda anlamli diizeyde degisim gosteren alt1 sitokinin
zengislestigi yolaklarin baloncuk grafigi ile gosterimi.

(A) GO (MF, BP, CC) ve (B) WP/RP (WikiPathways/Reactome Pathways) yolak analizleri.
Y-ekseni terimleri, X-ekseni ise bu terimlerin etkinlik giiciinii (strength) gostermektedir.
Baloncuk biiyiikliigii ilgili terimle eslesen protein sayisini (count), renk skalasi ise diizeltilmis
p-degerinin -loglO(p) karsiligini ifade etmektedir. (Analizler STRING veritabani ile
gerceklestirilmis, gorsellestirme icin GraphPad Prism (v9.2) ve Inkscape (v1.0.1) yazilimlar
kullanilmistir.)
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5 TARTISMA

AH, demansin en yaygimn formu olup, ilerleyici ¢coklu bilissel gerilemeye yol agan
ve noropatolojik olarak AP plaklari ile hiperfosforile tau birikimiyle tanimlanan
norodejeneratif hastaliktir (1,2). Yapilan son ¢alismalar bagisiklik sistemi diizensizligi
ve mitokondriyal disfonksiyonun AH patolojisinde 6nemini vurgulamaktadir (21-24).
AH riski ile yaghilik arasindaki pozitif iligkiyle tutarli olarak sistematik inflamasyon
arttiginda, hastaligin ilerlemesi periferik inflamasyona ve dogustan gelen bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonuna da baghdir (103). Hayvan modelleri ile saglikli kan
transfiizyonu yapilan c¢aligmalarda, patolojik AH belirteclerinin azaldigi ortaya
koyulmustur (5,6). Bu nedenle AH’nin altinda yatan mekanizmayi ve patogenezini
anlamak i¢in periferik sistemlerle yapilan ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Periferik
bagisiklik sistemi, farkli bagisiklik hiicre tiplerinin cesitli mekanizmalar araciligiyla
hastaligin ilerleyisini etkiledigi karmasik ve dinamik bir yapiya sahiptir (21,25).
Literatiirde, PBMC’ler ile norodejeneratif hastaliklar iizerine yapilan calismalarin
genellikle kiigiik birey gruplardan toplanilan PBMC ile gerceklestirildigi ve az sayida
calisgmada PBMC’nin belirli alt kiimelerininin izole edilerek c¢alisildig1 belirtilmistir
(130) AH’de periferik bagisiklik hiicrelerindeki degisikliklerin kapsamli bir sekilde
anlasilabilmesi i¢in hiicreye 6zgii arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir (26). Proteomik
yaklagimlar, hastaliga 6zgii molekiiler imzalarin belirlenmesi agisindan etkili bir
yontem sunmasina ragmen, ¢ogu ¢aligma plazma, serum, BOS veya PBMC {izerine
yogunlasmis olup, farkli periferik bagisiklik hiicrelerinde hiicreye 6zgii proteomik

degisiklikleri inceleyen arastirmalar sinirlidir (27,29,30,131).

Mitokondriyal disfonksiyon, AH’nin ilerleyisi ile yakindan iligkilidir (23).
Mitokondriyal dagilim, hareketlilik, oksidatif stres, enzim bozukluklari, metabolik
yetersizlikler ve biyogenezde azalma gibi yapisal ve fonksiyonel degisiklikler,
mitokondrinin AH patogenezindeki kritik roliinii desteklemektedir (31). Ayrica, son
calismalar periferik mitokondriyal disfonksiyonun AH'deki Onemine dikkat
cekmektedir (32,33). Wang et al., 2020 ¢alismasinda, AH korteksi, BOS ve serumda
birgok mitokondriyal proteindeki degisiklikler ortaya konmustur. Parkinson

hastalarindan elde edilen PBMC’ler iizerinde yapilan baska bir ¢alismada, 6zellikle



monositlerde artan mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres belirlenmis olup,
diger norodejeneratif hasta gruplarinda yapilacak ek ¢aligmalarin PBMC patolojisini

daha iyi tanimlamaya yardimc1 olabilecegi one siirtilmiistiir (132).

Bu ¢alismada, AH hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarindan elde edilen CD4+ ve
CD8+ T hiicreleri, CD14+ monositler ve CD19+ B hiicreleri tizerinde LC-MS/MS
analizi gergeklestirilmistir. Bu hiicre alt gruplarinin hastalik mekanizmasi tizerindeki
spesifik etkilerini detayli bir sekilde incelemek amaciyla JC-1 ve MitoSOX Red
analizleri kullanilarak mitokondriyal membran potansiyeli (A¥Ym) ve oksidatif stres
seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Ayrica, mitokondriyal disfonksiyon inflamatuvar cevabi

tetiklediginden, plazmada genel sitokin taramasi yapilmaistir.

FACS analizi ile ayrigtirilan dort hiicre alt grubunda gergeklestirilecek LC-
MS/MS analizleri i¢in yapilan 6n ¢alismada, CD14+ ve CD19+ hiicre alt gruplarinda
anlaml bir farkililik goriilmezken, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde anlamli degisimler
gozlemlenmistir. Bu nedenle CD4+ ve CD8+ T hiicreleri ile LC-MS/MS analizleri tim
AH ve kontrol 6rnekleri ile gergeklestirilmis ve ileri analizler yapilmistir. CD4+ ve
CD8+ T hiicrelerinde anlamli degisen proteinler, AH ile iliskili ¢esitli yolaklar ve
fonksiyonlarla baglantili olup, hiicresel yanitlarin karmasik yapisini ortaya
koymaktadir. Her iki hiicre alt grubunda tanimlanan hub proteinler, mitokondriyal
fonksiyonlarla yakindan iligkili olup, mitokondriyal disfonksiyonun hastaligin
gelisimine katkida bulunan hiicresel siireclerdeki kritik roliinii vurgulamaktadir. Bu
bulgu, literatiirde AH'nin ilerleyisinde mitokondriyal disfonksiyonun énemini giderek

daha fazla 6ne ¢ikardig1 kanitlarla da ortiismektedir (23,24,33).

Anlamli degisen yiiksek sayida proteine ragmen, tartismamiz, CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerindeki protein aginda 1,5 kat veya daha biliyiik degisiklikler gosteren hub
proteinlere odaklanacaktir. Tartigma bolimii, CD4+ ve CD8+ gruplarinda yapilan
biyoinformatik analizlerin yani sira, tiim hiicre alt gruplarinda gerceklestirilen

mitokondriyal testler ve ardindan uygulanan sitokin tarama testi ile devam edecektir.
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5.1 CD4+ T Hiicreleri

CD4+ grubunda anlamli degisen proteinlerin GO ve KEGG analizlerinde baslica
olarak icerisinde AH’nin de bulundugu cesitli ndrodejeneratif hastaliklar ile iliskili
yolaklar, protein ve RNA baglanmasi, niikleozom paketlenmesi terimleri 6n plana
ctkmaktadir. Anlamli degisen 387 protein ile yapilan hub analizinde, 32 hub protein
tanimlanmis ve bu proteinler noérodejenerasyon, enerji metabolizmasi, ribozomal ve

spliseozom ile iliskili yolaklarda belirgin sekilde zenginlesmistir.

Tanimlanan  hub  proteinlerin ~ yirmisi ~ ribozomal proteinler  olarak
siniflandirilmistir. Ribozomal proteinler, CD4+ T hiicreleri i¢in hedefler olarak
bilinmektedir (133) ve bu proteinlerin sunumu, bagisiklik yanitlarin1 modiile etmede
kritik bir rol oynamaktadir (134). AH modellerinde ve hastalarinda gozlemlenen
mTOR/p70S6k sinyalindeki degisiklikler ribozomal protein sentezini ve hiicresel
aktiviteleri etkilemektedir (135). Ribozomal fonksiyonun diizensizlesmesi, AH dahil
olmak tizere ¢esitli hastaliklarla iligskilendirilmektedir (136). AH’de KBB’de artan
ribozomal kompleksler, ribozomal protein ekspresyonu ile hasarli beyin kilcal
damarlarinda protein islenmesi arasindaki bir baglantiya isaret etmektedir (137).
Bulgularimiz, ribozomal proteinlerin AH’de kritik roliinii vurgulamakta; RPL35A ve
RPS4X hari¢ 20 hub ribozomal proteinin CD4+ T hiicrelerinde AH grubunda arttigini

gostermektedir.

Spliseozomun diizensizligi, tau aracili bozulma ile iliskili olup, kriptik RNA
birlestirilmesine ve AP peptitlerinin toksik etkilerine katkida bulunabilir (138,139).
Son ¢aligmalar, belirli spliceozom genlerindeki mutasyonlarin, bagisiklik sistemi ile
iligkili genlerin hatali birlestirilmesine neden olarak immiinolojik diizensizlige ve
farkli fenotiplere yol agabilecegini gostermektedir (140). Ayrica, spliseozomun bazi
temel bilesenleri, birlestirme islemiyle ilgili olmayan immiinolojik o6zellikler

sergileyerek bu proteinlerin fonksiyonlarini ¢esitlendirmektedir (140).

Spliseozom ile iliskili hub proteinler incelendiginde, HNRNPA1, HNRNPK,
SNRPD3, SNRPF, SRSF1 ve EIF4AA3 RNA baglayici proteinlerin hub proteinler
arasinda olup CD4+ T hiicrelerinde anlamli farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
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FUS ve TDP-43 RNA baglayic1 proteinlerinin de CD4+ T hiicrelerinde anlamli
degisim gostermistir. Bu proteinlerden 6zellikle HNRNPAL, HNRNPK, FUS ve TDP-
43, yapilan caligmalarda norodejenerasyon ile iliskilendirilmis ve oksidatif stres
yanitlarindaki  rolleri  arastinlmistir ~ (66,141-143).  Heterojen  niikleer
riboniikleoproteinler (HNRNP’ler) RNA metabolizmasinda kapsamli olarak 6zellikle
RNA ugbirlestirmesinde rol alan ve nérodejeneratif hastalik ¢alismalarinda ilgi ¢ekici
bir konu olan memeli hiicrelerinde en ¢ok ifade edilen RNA baglayici proteinlerdir
(141,144-146). HNRNPA1, TDP-43 ve FUS gibi RNA baglayict proteinlerdeki
fonksiyonel bozukluklar; ¢ekirdekten sitoplazmaya yanlis yerlesim, stres graniilleri
olusumu ve RNA metabolizmasinda bozulma gibi ii¢ temel degisiklige yol acar ve bu
stirecler norodejenerasyona katkida bulunur (147). MS hastalarinda PBMC ve T
hiicreleri ile yapilan caligmalarda, TDP-43’iin de bulundugu RNA baglayici
proteinlerde ekspresyon farkliliklari tespit edilmis ve bu proteinler ile yapilan

caligmalarda bagisiklik hiicrelerinin géz ontinde bulunmasi gerektigi bildirilmistir
(147-149).

RNA baglayic1 proteinler ile oksidatif stres arasindaki iliski, norodejeneratif
hastalik arastirmalarinda 6nemli bir konu haline gelmistir (66). Oksidatif stres, bu
RNA baglayici proteinlerin ¢ekirdekten sitoplazmaya yanlis yonlendirilmesine neden
olarak, post-translasyonel modifikasyonlara ugramalarina ve stres graniilleri iginde
birikmelerine yol acarak norodejeneratif hastaliklara katkida bulunabilir (66,141—
143,150). Stres graniilii olusumunun inhibe edilmesinin, RNA baglayici proteinlerin
yanlis yerlesimini Onleyerek ALS ve FTLD modellerinde ndrodejenerasyonu
baskilayabilecegi gosterilmistir (151). Insan kan ornekleri kullanilarak yapilan bir
caligmada, proteomik ve transkriptomik analizler araciligiyla dinlenme ve aktive olma
kosullarinda T hiicrelerindeki stres graniilleri ve P-cisimcikleri arastirilmistir (152).
Aktive T hiicreleri, antijen stimiilasyonuna yanit olarak stres graniilleri ve P-
cisimciklerini  iceren diizenleyici mekanizmalar araciliglyla immiinolojik
fonksiyonlarii yerine getirir (152). Aktivasyon sonrasi stres graniilleri grubunda
yapilan proteomik analizlerin sonuglari, CD4+ grubunda tanimlanan RNA baglayici

proteinlerle biiyiikk Olglide oOrtiismektedir. Bu arastirma, stres graniilleri ve P-
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cisimciklerinin - noérodejeneratif — hastaliklarda  potansiyel terapotik  hedefler

olabilecegini ortaya koymustur (152).

RNA baglayici proteinler ayrica mitokondriyal proteinlerle etkilesime girerek
mitokondriyal fonksiyonlarda 6nemli roller iistlenirler (153). HNRNPAT1’in Drpl
ekspresyonunu artirarak mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu bildirilmistir
(154). Ayrica, asir1 eksprese edilen TDP-43, mitokondri ve endoplazmik retikulum
arasindaki temas noktalarin1 bozarak oksidatif hasar ve ROS seviyelerinin artmasina
yol acan mitokondriyal bozukluklara neden olmaktadir (155-157). Ek olarak, oksidatif
stresin bir sonucu olarak post-translasyonel olarak modifiye edilen TDP-43 ve FUS
mitokondrilere lokalize olarak toksik etkiler gosterir (66). Ozellikle TDP-43,
mitokondriyal kompleksleri inhibe eder ve bagisiklik yanitlarini uyararak
mitokondriyal DNA salinimi yoluyla néronal 6liime neden olur (66). RNA baglayict
proteinlerin mitokondrilere yanlis yerlesiminin 6nlenmesi, mitokondriyal fonksiyon
tizerindeki olumsuz etkilerini azaltarak norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesini

yavaslatma potansiyeline sahip olabilir (158).

CD4+ T hiicrelerinde hub protein olarak anlamli ekspresyon degisimi gosteren,
glikolitik ve mitokondriyal fonksiyonlar ile iliskili ayrica GAPDH ve ATPS5B
proteinleri tanimlanmistir. GAPDH hem CD4+ hem CD8+ T hiicrelerinde hub protein
olarak bulunmustur ve iki grupta da AH’de ekspresyonu artmistir. GAPDH
glikolizdeki roliiniin yaninda oksidatif stres altinda hiicre 6liimiine aracilik eden ¢ok
islevli bir proteindir (159). GAPDH mitokondride de bulunan oksidatif stres hasarina
karst1 hassas ve ROS’un ana hiicresel hedeflerinden biridir ve agregasyonu
mitokondriyal disfonksiyona sebep olur (159,160). Yapilan bir trombosit
calismasinda, MS grubunda GAPDH artmistir (160). AH ve PD hastalarinda ise
GAPDH agregasyonunun patogenezde rol oynadigi ve agregatlarin BOS’ta AH’nin
ilerlemesiyle dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmis ve AH i¢in umut verici bir
farmakolojik hedef oldugu bildirilmistir (161,162). ATP5B ise mitokondriyal ATP
sentaz enzimidir ve CD4+ hiicrelerinde anlamli degisim gosteren RNA baglayici
proteinlerden biri olan FUS ile etkileserek ATP iiretimini engelledigi, mitokondriyal
katlanmamis protein yanitin1 tetikledigi ve bu mitokondriyal bozulmanin

norodejenerasyona katkida bulundugu bildirilmistir (163).



Tez ¢aligsmasinin bulgulart RNA baglayici ve mitokondri ve enerji metobolizmasi
ile iligkili proteinlerdeki ekspresyon degisimi, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif
stres arasindaki iligkiyi AH iizerinde desteklemektedir. CD4+ T hiicrelerinde AH
grubunda mitokondriyal ROS seviyesi anlamli olarak artmistir. Ayrica CD4+ T
hiicrelerinde valinomisin AH grubunda anlamli bir sekilde daha yiiksek mitokondriyal
depolarizasyona sebep olmustur. CD4+ grubunda bulunan proteomik farkliliklar ile
mitokondriyal disfonksiyon arasindaki iligki, oksidatif stresin ve periferik bagisiklik

hiicrelerine 6zgii islevlerin AH'deki norodejenerasyona katkisini vurgulamaktadir.

5.2 CD8+ T Hiicreleri

CD8+ grubunda anlamli degisim gosteren proteinler CD4+ grubundan biiyiik
Ol¢iide farkli olarak; katlanmamis proteine yanit, protein katlanmasi, RNA ve GTP
baglanmasi, karbon metabolizmas1 ve glikoliz/glukoneogenez ile iliskili siireclerde
zenginlesmistir. Anlamli degisen 121 protein ile yapilan hub analizinde 17 hub protein
tanimlanmistir ve bu hub proteinlerin cogu glikoliz/glukoneogenez metabolizmasi ve
protein katlanma siireglerinde yer almaktadir. Mitokondriyal saperonin fonksiyonu ve
protein katlanma siireglerinde rol oynayan bir hub protein olarak HSPD1 proteini
(HSP60 olarak da bilinir) tanimlanmistir (164). HSPD1’in, nérodejenerasyonla iligkili
cesitli proteinlerle etkilesime girdigi gosterilmistir, bunlar arasinda yukarida tartigilan
ve mitokondriyal hasarla baglantili olan FUS proteini de bulunmaktadir (165). Yapilan
caligmalarda HSPD1 seviyeleri, AH ve MS hastalarinin plazma ve lenfositlerinde
kontrol grubuna kiyasla artmistir (166,167). Onceki ¢alismalarla tutarli olarak, AH
grubundaki CD8+ T hiicrelerinde HSPD1 seviyesi artis géstermistir. Ek olarak, CD8+
T hiicrelerinde seviyesi artmis olan HSP9OAA1 ve HSPA8 (HSP70) gibi 1s1 sok

proteinleri de hub proteinler arasinda yer almaktadir.

HSP'ler, protein katlanmasi, proteotoksik strese karsi koruma ve hiicresel
homeostazin diizenlenmesi gibi siireglerde gorev alan molekiiler saperonlardir (168).
Protein agregasyonu, néroinflamasyon ve bagisiklik diizenlenmesi gibi siireglerde yer
almalar1 sebebiyle norodejeneratif hastaliklarda 6zellikle AH’de onemli bir yere
sahiptirler (168). PD’de, HSP9OAA1 mikroglialarin aktivasyon belirteci olarak

tanimlanmis Ve sitokin uyarisina hiicresel yanit, katlanmamis proteine yanit ve sitokin
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aracili sinyal iletim yollarinda yer almaktadir (169). AH’ de immiinolojik degisimleri
ortaya ¢ikarmak amaciyla, beyin ve periferik kan iizerine yapilan bir transkriptomik
calismasinda; HSP90OAAT1 proteini hem beyinde hem de periferik kanda immiin hub
gen olarak tanimlanmistir (99). HSP90OAA1'in ekspresyon seviyesi, o ve B sekretaz
aktivitesi ile negatif korelasyon gostererek AH patolojisine dahil oldugunu

distindiirmistiir (99).

AH patogenezinde onemli ve c¢esitli rol oynayan, AP plaklariyla birlikte
bulundugu tespit edilen HSP70 ailesi tiyelerinden HSPAS, tez calismasinda CD8+ T
hiicrelerinde hub protein olarak tanimlanmis ve ekspresyonu AH grubunda artmustir
(170). Yine HSP70 ailesinden olan HSPA2 ve HSPAG proteinleri hem CD4+ hem
CD8+ T hiicrelerinde tespit edilmistir; ancak ekspresyonlar: iki hiicre alt grubunda
farkli bulunmustur. AH grubunda HSPA2 ve HSPAG6 ekspresyonu, CD4+ T
hiicrelerinde azalmig, CD8+ T hiicrelerinde artmigtir. HSP70 ailesindeki immiin iliskili
genleri tespit etmek amaciyla yapilan bir AH c¢alismasinda, HSPA2, HSPAS ve
HSPATA immiin iliskili hub genler olarak tanimlanmistir (170). HSPA2 ekspresyon
seviyesinin AH’de arttigini, HSPAS8’in ise azaldigin1 bulmuslardir (170). HSPAS ve
HSPA2’nin, immiin hiicrelerin beyne infiltrasyonunda etkili olduklar1 ve immiin
yanitta rol oynadiklar1 vurgulanmistir (170). Ayrica, HSPA8 ve HSPA2 genleri,
HSPAT1A ile birlikte AH i¢in tan1 ve prognoz agisindan potansiyel biyobelirtegler
olarak degerlendirilmistir (170). Periferik kan ile yapilan bir calismada ise, AH grubu
ile kontrol arasinda HSP8 ekspresyonunda anlamli bir farklilik bulunmamstir (171).
Ayrica, ileri yasta BOS’da HSPAS seviyesinin Ol¢iildiigii bir baska c¢alismada,
oksidatif stres biyobelirtegleri ile HSPAS8 arasinda negatif bir iliski bulunmustur (172).
Literatiirde, immiin hiicreler ve oksidatif stres ile iligkili olup AH patogenezine dahil
olan HSP’lerin, tez ¢alismasinda CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde anlamli ve birbirinden
farkli ekspresyonal degisim gostermesi; bu proteinlerin hiicre tipine 6zgii immiin
yanitlar ve protein katlanma siirecleri aracilifiyla AH patogenezine farkli sekillerde

katkida bulunabilecegini ortaya koymakta ve literatiire 6nemli bir katki saglamaktadir.

HSP proteinlerine ek olarak, GLUD1 ve MDH2 proteinleri de CD4+ ve CD8+ T

hiicrelerinde ortak degisim gostermis; bu proteinler, CD8+’de hub olarak tanimlanan



ve AH grubunda ekspresyonlar1 anlamli sekilde artmis mitokondriyal proteinlerdir.
CD8+ T hiicrelerindeki diger hub proteinler incelendiginde bu proteinlerin glikolizde
dogrudan rol oynayan GAPDH, PGK-1, PKM ve ENO2 proteinleri oldugu ve AH’de
ekspresyonlarinin arttigi tespit edilmistir. Ayrica, birden fazla mitokondriyal proteinle
etkilesime girdigi bilinen bir glikolitik enzim olan GAPDH, hem CD4+ hem de CD8+
T hiicrelerinde hub protein olarak tanimlanmis ve AH grubunda artmistir. AH’de enerji
metabolizmas1 ve mitokondriyal fonksiyonlar ile iligkili bu proteinler, hastalikla
baglantili ¢esitli mekanizmalar1 yansitmaktadir. BOS ornekleri kullanilarak AH
lizerine yapilan yeni bir calismada, MDH1 ve ENO2 dahil olmak {iizere ATP
metabolizmastyla ilgili birkag proteinin ekspresyonunda artis bulunmustur (173). Bu
calisma, hastaligin patofizyolojisinde enerji metabolizmasindaki islev bozuklugunun
ve glikolitik degisikliklerin Onemini vurgulamistir (173). GLUD1’in transgenik
modellerde noéron kaybiyla iliskilendirilmesi (174) ve MDH2 nin oksidatif strese kars1
artig gostermesi (175,176) , bu proteinlerin nérodejeneratif siireclere katki sagladigini
gostermektedir. Literatiirde bu proteinlerin AH’de bagisiklik sistemi tizerindeki etkisi
tizerine yeterli bilgiler bulunmamakta ancak glutamat metabolizmas: {izerinden

GLUD1’1n bagisiklik sistemini etkileyebilecegi diistiniilmektedir (177,178).

JC-1 test sonuglari, CD8+ T hiicrelerinde AWYm'de anlamli bir fark oldugunu
ortaya koymustur. AH grubunda, A¥Ym kontrol grubuna kiyasla hiperpolarize
olmustur. Tlging bir sekilde, bu hiperpolarizasyonun CD8+ T hiicrelerinde valinomisin
varligina ragmen devam ettigi ve diger hiicre alt kiimelerinden ayrildig1 gézlemlendi.
Literatiir, mitokondriyal membran hiperpolarizasyonunun artan ROS seviyeleri ve
oksidatif bir ortamda glikolitik enzimlerin yukar1 regiilasyonu ile yodnlendirilen
glikolize dogru metabolik bir kayma ile iligkili oldugunu gostermektedir (179-181).
CD8+ T hiicrelerinde ROS seviyeleri acisindan AH ve kontrol gruplar1 arasinda
anlamli bir fark gozlemlenmezken, bu seviyelerin CD4+ ve CD19+ hiicrelerine kiyasla
anlaml1 derecede yiiksek oldugu tespit edildi. Hiperpolarizasyon ve glikoliz arasindaki
iliskiyle tutarli olarak, proteomik analiz sonuglart CD8+ T hiicrelerinde
glikoliz/glukoneogenez yolaklariyla iligkili hub proteinlerinin artan ekspresyon
seviyesini ortaya koymustur. Bu bulgular literatiirle uyumludur ve daha da onemlisi,

bu iliskiyi 6zellikle AH grubundaki CD8+ T hiicrelerinde gostererek, artmis glikolitik
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proteinler ile mitokondriyal membran hiperpolarizasyonu arasinda hiicreye 6zgii bir
iliski vurgulanmaktadir. AH grubu CD8+ hiicrelerinde bu artmis glikolitik proteinler
ve mitokondriyal hiperpolarizasyon arasindaki iliski, glikolize yonelik bir metabolik

yeniden programlamay1 desteklemektedir.

5.3 Plazma Sitokin Testi

Immiin kaskadin diizensizligi yaslanmanin &nemli bir bileseni olarak ©ne
stiriilmektedir ve olumsuz patolojik sonuglarla iliskilendirilmistir (18). AH karmasik
bir sendrom olarak degerlendirilmekte ve son yillarda ndéroinflamasyonun hastaligin
ilerleyisindeki rolii ilizerine tartismalar yapilmaktadir (22). Erken donemden ileri
evreye kadar inflamasyonun, AH patogenezine Onemli Olgiide katki sagladigi
bildirilmektedir ve inflamatuar patogenez, aktive olmus bagisiklik hiicrelerinin ve
proinflamatuar sitokinlerin varligima dayanir (90,182). Periferik dogustan gelen
bagisiklik yanitlar1 ile MSS igindeki sitokinler, noroinflamasyonun o6nemli
diizenleyicileridir (22). Kronik bir enflamatuar durumun glial hiicrelerin
aktivasyonundan sorumlu oldugu, bunun da daha kalict bir enflamatuar durum ve
norodejenerasyonla sonuglandigr goriilmektedir (183). Noroinflamasyonun AH'deki
onemi goz Oniine alindiginda, periferik inflamasyonun hastalik ilerleyisine etkisinin

degerlendirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir (22).

Proinflamatuvar sitokinler, AH’de hem sinir sistemi hem de periferik sistemlerde
rol oynar (184,185). Bagisiklik sistemi hiicreleri, kimyasal uyarilara karst diger
hiicrelerin hareketini diizenleyen kiigiik sinyal proteinleri olan kemokinleri, yani
kemotaktik sitokinleri salgilar (186). Kemokinler monosit, T hiicresi ve B hiicresi gibi
bagisiklik hiicrelerinden salgilanir; ancak, periferden KBB’yi asarak MSS’ye
gecebildikleri icin AH beyninde de tespit edilmektedir (187). Kemokinlerin, perifer ile
MSS arasinda ¢ift yonlii immiinolojik iletisimde onemli bir rol oynayabilecegi
diisiiniilmektedir (18). Beyin, plazma, BOS, PBMC ve KBB modellerinde kemokin
diizeylerinin kontrol gruplarina kiyasla AH’de farklilik gosterdigini ortaya koyan
calismalar bulunmaktadir (188-192).



Tez c¢aligmasinda, AH grubunda anlamli diizeyde azalmis bulunan MCP-1
kemokini ¢esitli hastaliklarda monositlerin, mikroglianin ve bellek T hiicrelerinin
hasar ya da enfeksiyon bdlgesine gociinii ve infiltrasyonunu yonlendirir (193). Erken
evre AH ve MCI tanis1 almis bireylerle yapilan ¢alismalarda, plazmada yiiksek MCP-
1 diizeylerinin biligsel bozulma ile iliskili oldugu ve hastalik ilerledik¢e plazma MCP-
1 diizeylerinin azaldig1 da ortaya konmustur (194,195). MCP-1 eksikliginin, beyinde
amyloid-p seviyesinin artmasina ve mikroglial birikiminin bozulmasina neden oldugu
icin AH patolojisini hizlandirdigina dair ¢aligsmalar bulunmaktadir (196,197). MCP-
1’in olast noroprotektif rolii goz oniine alindiginda, hastaligin erken evresinde MCP-1
artigt, glial hiicreler araciligiyla Ap plak olusumunun ve néron 6liimiiniin 6nlenmesiyle
iliskili olabilirken, hastalik ilerledik¢e bagisiklik yanitinin yetersiz hale gelmesi néron
oliimiine yol agabilir ve buna bagli olarak sitokin ile kemokin iiretimi azalabilir (194).
MCP-1'in diger norodejeneratif hastaliklardaki diizey farkliliklarini gosteren
calismalar vardir. Ornegin, bir calisma BOS'taki MCP-1 seviyelerinin PH ilerlemesi
ile pozitif korelasyon gosterdigini 6ne siirmiistiir (198). Ayrica MCP-1 seviyelerinin
MS hastalarinda azaldigi, ALS hastalarinda ise arttigi saptanmistir (199,200).
Asemptomatik yaslanan yetiskinler lizerinde yapilan bir calismada ise, plazma MCP-

1 seviyelerindeki artis hafizadaki diisiisle iliskilendirilmistir (18).

CCL3 ve CCLA4 olarak da bilinen MIP-1a ve MIP-1pB kemokinleri inflamatuvar
hiicrelerin toplanmasi, yara iyilesmesi, kok hiicrelerin baskilanmasi ve etkili bagisiklik
yanitinin siirdiiriilmesi gibi ¢esitli biyolojik islevleri yerine getirir (201). Noronlar ve
mikroglia tarafindan eksprese edilen CCL3 geninin, AH’de 6liim sonrasi beyin
dokularinda ve hem AP hem de tau birikimiyle iliskili deneysel modellerde yukari
regiile oldugu gosterilmistir (202). Ayrica, AH grubunda T hiicrelerinde MIP-1a
ekspresyonunun arttigt gosterilmistir ve bu artis, T hiicrelerinin KBB’den
transendotelyal gecisini artirmaktadir (203). Yapilan bir ¢calismada, BOS’taki amiloid
nanoplak diizeyleri ile MIP-la ve MIP-1B arasinda negatif bir iliski oldugu
gosterilmis; sitokinlerin koruyucu rolii g6z 6niine alindiginda, bu sitokin diizeylerinin
AH’nin ilerleyisiyle negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (204). Diger
norodejeneratif hastaliklarda ise, BOS’taki MIP-1a diizeyleri ALS hastalarinda artmus,
MIP-1p diizeyleri ise MS hastalarinda azalmistir (199,205). Ayrica, MIP-1a seviyesi
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yaslanan grupta geng yetiskin kontrollere kiyasla 6nemli 6l¢giide azalmistir (206). Tez
caligmasinda orta evre AH plazmalarinda hem MIP-1a hem de MIP-1f seviyelerinin
azaldigin1 bulunmustur. Literatiir ile tutarl olarak bu azalma AH patogenezine kars1

azalmis korumay1 isaret etmektedir.

RANTES, T hiicreleri, monositler, bazofiller, eozinofiller, dogal o6ldiiriicii
hiicreler, dendritik hiicreler ve mast hiicreleri gibi klasik lenfoid hiicrelerin dolagimi
ve goglinli diizenleyen bir kemokindir (207). RANTES’in amiloide bagli hiicre
Olimiinii Onleyici etkisi oldugu bildirilmis olup, amiloid maruziyetinin erken
doneminde RANTES diizeyleri artarken, uzun siireli maruziyette azalmaktadir
(208,209). RANTES seviyesinin AH beyinlerinde arttigin1 ve serumda azaldigini
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (210,211). Celiskili olarak bir bagka ¢alisma, erken
evre AH grubunda plazma RANTES diizeylerinin yiiksek oldugunu ve bu artigin
hastalik siiresi ve yas ile negatif korelasyon gosterdigini bildirmistir (212). Bu ¢alisma,
erken evre AH’de gozlemlenen plazma RANTES artisinin, AP oligomerik peptitlere
kars1 gelisen erken ve koruyucu bir inflamatuvar tepki ile iliskili oldugunu ileri
siirmektedir (212). PBMC ile olusturulan insan KBB modeli ¢alismasinda, RANTES
seviyesinin hafif evre AH grubuna kiyasla orta evre hastalarda azaldigi ve bu
azalmanimn, RANTES’in noroprotektif roliiyle iligkili olarak hastaligin ilerlemesi
sirasinda meydana geldigi belirtilmistir (191). Tez calismasinda, orta evre AH
plazmalarinda RANTES seviyesinin kontrol grubuna kiyasla azaldigi bulunmustur. Bu
durum, azalmanin bildirildigi diger ¢alismalarla tutarli olarak, artan amiloid
diizeylerine ve uzun siireli amiloid maruziyetine kars1t RANTES aracili bagisiklik

yanitinin zayifladigini gostermektedir.

MMP’ler, embriyonik gelisim, inflamatuvar hastaliklar, kanser ve AH gibi
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere, patolojik ve normal kosullarda cesitli
biyolojik siireclerin diizenlenmesinde rol oynar (213). Beyindeki inflamatuvar hiicreler
AP oligomerleriyle aktive olduktan sonra, mikroglialar sekil degistirerek plaklara
yaklasir ve proinflamatuvar sitokinler ile MMP’ler salgilar; bu siirecte MMP’ler,
AP’y1 pargalamanin yani sira inflamasyonu ve néron oliimiinii de artirir
(214). Yapilan ¢alismalar, MMP’lerin AH’ye 6zgii inflamatuvar siireglerde rol aldigini

ve oOzellikle MMP-9’un AP plaklarimi cevreleyen astrositlerde artmis olmasinin

8



beyindeki AP yikimi ve temizligindeki roliine isaret ettigini gostermektedir (215).
Beyin dokusuna ek olarak, AH plazmasinda da MMP-9 diizeyleri artmistir
(28,95,216). MMP-9'un mRNA seviyeleri ile bilissel gorevler arasinda pozitif bir
korelasyon ve AP patolojisinin ilerlemesini yavaslatabilecegini 6ne siiren, MMP-9'un
faydali etkilerini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (217-220). Literatiire dayanarak
tez calismasinda AH grubunda azalmis MMP-9 plazma diizeyinin, AfB’ya kars1 olast

koruyucu etkisinin zayiflamis olabilecegini diisiindiirmektedir.

VEGF-A, kan damarlar1 biiyiimesi, oksijen ve glikoz tasinimi ile KBB’nin
biitiinliiglinli diizenleyen bir sinyal proteini olup, vaskiiler ve ndronal fonksiyonlari
destekler (221). Preklinik AH modellerinde yiiksek VEGF-A seviyeleri, néroprotektif
bir etki ile iliskilendirilmistir (222,223). Ancak, AH’deki VEGF-A seviyeleri ile ilgili
yapilan g¢aligmalarda tutarsiz sonuglar bulunmaktadir (221). Noroprotektif etkisine
odaklanan ¢alismalarda AH serumlarinda VEGF-A seviyesinin azaldigi bulunmustur
(224,225). Ayrica, APP transgenik farelerin VEGF-A ile tedavi edilmesi sonucunda
hafiza bozuklugunun ve A birikiminin azaldigi bulunmustur (226). Yiiksek VEGF-A
diizeylerinin, daha az biligsel gerileme ve hipokampal atrofiyle iliskili oldugu ve
VEGF-A'nin néroprotektif etkisinin, AH biyomarkerlerinin varliginda daha belirgin
oldugu, ayrica anjiyojenik faktorlerin AH’nin erken belirtilerini gosteren kisilerde
onemli olabilecegi diigiiniilmektedir (227). Tez ¢alismasinda AH plazmasinda VEGF-
A seviyesi azalmistir. Bu azalma AH patogenezine karst VEGF-A’nin koruyucu

etkisinin kaybin1 géstermektedir.

Altt anlamli degisiklik gosteren sitokinler arasindaki iliski incelendiginde
hepsinin IL-18 sinyal yolag ile iliskili oldugu tespit edilmistir (228). Dogustan ve
adaptif bagisiklik yanitlarina dahil olan gesitli inflamatuar faktorlerin indiiksiyonu, IL-
18 sinyalizasyonu tarafindan saglanir (229). Bircok calisma, IL-18 ve reseptor alt
biriminin ndronlarda varligin1 gostermistir, bu da KBB’yi ge¢me yetenegini ve
norofizyolojik ve noropatolojik hastalardaki roliinii dogrulamaktadir (230). AH'li
bireylerde plazma ve beyinde IL-18 seviyesinin 0Olgiildiigii ve anlamli farklilar
bulundugu c¢aligmalar mevcuttur (90,231,232). Ayrica, IL-18’in hiperfosforile tau ve
AP ile iliskili olarak dogrudan veya dolayli sekilde noronlarda mitokondriyal ve

oksidatif stresle iliskisi tizerinde durulmaktadir (233).

84



6 SONUC

Bu ¢alismada, CD4+, CD8+, CD14+ ve CD19+ hiicreleri ile gergeklestirilen LC-
MS/MS ve mitokondriyal testler sonucunda, AH’de periferik bagisiklik hiicresi
diizensizliginin rolii vurgulanmaktadir. CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde mitokondriyal
ve proteomik degisiklikler tespit edilmistir. Bu degisiklikler, hastalik patolojisine
katkida bulunan farkli bagisiklik mekanizmalarini anlamada hiicreye 06zgii
caligmalarin 6nemini ortaya koymaktadir. CD4+ T hiicrelerinde, ribozomal ve RNA
baglanma  proteinlerinde  gozlemlenen  ekspresyonel  degisiklikler =~ RNA
metabolizmasindaki  bozulmayir isaret etmekte ve artan ROS diizeylerini
aciklamaktadir. Buna karsilik, CD8+ T hiicrelerindeki tespit edilen mitokondriyal
hiperpolarizasyon ve glikolizle iligkili proteinlerdeki artan ekspresyon seviyesi
glikolize dogru metabolik bir kayma oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bulgular, AH
patogenezi ile bagisiklik sistemi degisiklikleri, enerji metabolizmasi, oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon arasindaki etkilesimi ortaya koymaktadir. Caligma, CD4+
ve CD8+ T hiicrelerinde belirlenen hub proteinler ve iligkili yolaklar araciligiyla,
periferik bagisiklik sisteminin nérodejenerasyona katkilari hakkinda 6nemli i¢goriiler
sunmakta ve gelecekteki terapotik yaklagimlar ile immiin yanitlarin modiilasyonu i¢in

potansiyel hedefler onermektedir.

Buna ek olarak, calismada MCP-1, MIP-1a, MIP-1p3, MMP-9, RANTES ve
VEGF-A olmak iizere alt1 sitokin diizeyinin, orta evre AH hastalarinin plazmalarinda
yas uyumlu saglikli bireylere gore daha diisiik oldugu bulunmustur. Literatiir ile
kiyaslandiginda hastaligin siddeti arttik¢a, bu sitokin diizeylerindeki azalma birgok
uyarana kars1 azalmig bir immiin yanit ile iliskilidir.. Ozetle, anlamli diizeyde azalan
bu alt1 sitokin, T hiicre aktivasyonunun azalmasi, bagisiklik tepkisinin zayiflamasi,
koruyucu etkilerin azalmasi ve AP temizliginin bozulmasi ile iligkilidir. Ayrica, bu
diisiis fagositik aktivitenin bozulmasina ve dolayisiyla amiloid protein birikimine

neden olabilir.

Bu bulgular birlikte ele alindiginda, Alzheimer hastaliginda bagisiklik sisteminin

hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde ¢ok yonlii sekilde etkilendigini ve bu



degisikliklerin ~ hastalik  patogenezinde  belirleyici  roller  oynayabilecegini

gostermektedir.

Gelecekteki c¢alismalar igin, bu bulgularin 6zellikle CD4+ ve CD8+ T
hiicrelerinde tanimlanan hiicreye 6zgii hub proteinlerin ve mitokondriyal degisimlerin,
daha genis hasta gruplariyla, farkli hastalik evrelerini igerecek sekilde ve tek hiicreli
multi-omik yaklasimlar kullanilarak detayli bigimde arastirilmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Ayrica, ileri diizey metabolik analizler ile hiicrelerin mitokondriyal
solunum, glikoliz ve enerji metabolizmasi profilleri derinlemesine incelenebilir. Bu
calisma, periferik bagisiklik hiicrelerinden elde edilen proteomik ve mitokondriyal
verilerin, gelecekte gelistirilecek kan temelli yeni nesil AH biyobelirteglerine katki

saglayabilecegini ortaya koymakta ve literatiire gii¢lii bir temel sunmaktadir.
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EK 2

CD4+ T hiicrelerinde anlamh degisim gosteren proteinlerin PPI analizi.
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Sekil 26. CD4+ T hiicrelerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin PPI analizi.
(379 nodes, 4203 edges)
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CD8+ T hiicrelerinde anlamh degisim gosteren proteinlerin PPI analizi.
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Sekil 27. CD8+ T hiicrelerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin PPI analizi.
(119 nodes, 488 edges)
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EK4

CDA4+ T hiicrelerinde AH ve kontrol gruplari karsilastirmasinda LC-MS/MS

analizi ile anlamh ekspresyon farkhiliklar tespit edilen protein listeleri.

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi.

Uniprot Protein ismi OPS p q DO
ID

P20292 Arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein 2 0.024 0.017 1753
P11766 Alcohol dehydrogenase class-3 4 0.000 0.000 16.17
P05164 Myeloperoxidase 3 0.003 0.003 7.70
Q08722 Leukocyte surface antigen CD47 2 0.017 0.013 6.96
Q13126 S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase 2 0.000 0.000 6.44
Q15366 Poly(rC)-binding protein 2 6 0.000 0.000 4.88
P23743 Diacylglycerol kinase alpha 9 0.000 0.000 3.77
Q9Y376 Calcium-binding protein 39 4 0.000 0.000 3.68
043665 Regulator of G-protein signaling 10 2 0.000 0.000 344
QINYTO Pleckstrin-2 2 0.000 0.000 3.39
QINVI2 ADP-ribosylation factor-like protein 8B 2 0.039 0.026 3.32
P06702 Protein S100-A9 4 0.006 0.006 3.25
P17693 HLA class I histocompatibility antigen_ alpha chain 4 0.000 0.000 2.90

G

015260 Surfeit locus protein 4 3 0.000 0.000 2.82
P34949 Mannose-6-phosphate isomerase 2 0.000 0.000 2.77
P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase_ mitochondrial 10 0.018 0.013 2.73
Q5CZ79 Ankyrin repeat domain-containing protein 20B 3 0.006 0.006 2.68
POC7TY Putative uncharacterized protein FRMD6-AS1 2 0.002 0.002 2.67
Q15819 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 2 0.000 0.000 2.60
Q99729 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 5 0.000 0.000 2.55
095777 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8 3 0.002 0.002 253
P62995 Transformer-2 protein homolog beta 9 0.000 0.000 248
P30519 Heme oxygenase 2 2 0.001 0.001 247
QoY277 Voltage-dependent anion-selective channel protein 7 0.000 0.000 245
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin listesi (devam).

P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase_ mitochondrial 2 0.003 0.003 243
Q9BVA1 Tubulin beta-2B chain 2 0.004 0.003 242
P16070 CD44 antigen 6 0002 0.002 242
Q96EP5  DAZ-associated protein 1 4 0.000 0.000 241
P05387 60S acidic ribosomal protein P2 6 0.000 0.000 2.36
P51610 Host cell factor 1 5 0.000 0.000 235
P20718 Granzyme H 3 0.000 0.000 235
P38405 Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha 3 0.003 0.003 233
Q16666 Gamma-interferon-inducible protein 16 5 0.000 0.000 233
Q9POMG6  Core histone macro-H2A.2 2 0.000 0.000 2.30
Q9P1F3  Costars family protein ABRACL 3 0.000 0.000 2.29
P51805 Plexin-A3 7 0.000 0.000 2.28
P84090 Enhancer of rudimentary homolog 6 0.000 0.000 227
P21912 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur 3 0001 0.001 227
subunit_ mitochondrial
Q9Y2S6  Translation machinery-associated protein 7 2 0000 0.000 227
075964 ATP synthase subunit g_ mitochondrial 3 0.000 0.000 2.26
Q9Y536 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A 3 0.000 0.000 2.26
Q96DI7 U5 small nuclear ribonucleoprotein 40 kDa protein 2 0014 0.011 224
P59665 Neutrophil defensin 1 2 0002 0.002 223
Q15435 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 5 0.000 0.000 222
Q9H4B4  Serine/threonine-protein kinase PLK3 2 0017 0013 221
P29466 Caspase-1 2 0001 0.001 219
Q15286 Ras-related protein Rab-35 2 0.000 0.000 219
P62328 Thymosin beta-4 2 0.000 0.000 2.18
P21796 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 7 0.000 0.000 2.18
P08559 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha_ 2 0.000 0.000 217
somatic form_ mitochondrial
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AQ 4 0.000 0.000 217
P62081 40S ribosomal protein S7 12 0.007 0.006 214
P62266 40S ribosomal protein S23 3 0.000 0.000 213
P43487 Ran-specific GTPase-activating protein 2 0.025 0.017 2.09
Q7Z5M8  Protein ABHD12B 2 0.002 0.002 209
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin listesi (devam).

P32455 Guanylate-binding protein 1 2 0.000 0.000 2.09
P63173 60S ribosomal protein L38 2 0.000 0.000 207
P60903 Protein S100-A10 3 0.000 0.000 207
Q8NG31  Kinetochore scaffold 1 3 0.002 0.002 2.06
P05388 60S acidic ribosomal protein PO 8 0.000 0.000 2.05
Q9UNMG6  26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 3 0.002 0.002 204
Q81YB8 ATP-dependent RNA helicase SUPV3L1_ mitochondrial 2  0.002 0.002 2.04
P49458 Signal recognition particle 9 kDa protein 3 0.000 0.000 2.04
P68036 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 4 0.000 0.000 2.03
P23528 Cofilin-1 13 0.000 0.000 2.03
P09622 Dihydrolipoyl dehydrogenase_ mitochondrial 2 0.000 0.000 201
Q7KZF4  Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 5 0.000 0.000 201
043396 Thioredoxin-like protein 1 4 0.000 0.000 2.00
095716 Ras-related protein Rab-3D 2 0.002 0.002 200
014737 Programmed cell death protein 5 2 0036 0.024 1.99
P16401 Histone H1.5 12 0.000 0.000 1.99
P61313 60S ribosomal protein L15 5 0.000 0.000 1.98
P49755 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 3 0001 0.001 197
P31930 Cytochrome b-c1 complex subunit 1_ mitochondrial 7 0.000 0.000 1.97
015050 TPR and ankyrin repeat-containing protein 1 2 0001 0.001 197
Q9Y230 RuvB-like 2 6 0032 0021 197
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 8 0.000 0.000 1.97
Q9H4E7 Differentially expressed in FDCP 6 homolog 8 0.000 0.000 1.96
Q00610 Clathrin heavy chain 1 29 0.000 0.000 1.96
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A 9 0.000 0.000 1.95
PODP23 Calmodulin-1 13 0.000 0.000 1.94
P62195 26S proteasome regulatory subunit 8 3 0.003 0.003 1.94
Q9HO082 Ras-related protein Rab-33B 2 0.014 0011 194
P60468 Protein transport protein Sec61 subunit beta 2 0.000 0.000 1.93
P61224 Ras-related protein Rap-1b 3 0.001 0.001 1.93
P61970 Nuclear transport factor 2 4 0.000 0.000 1.93
P59998 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 14 0.000 0.000 1.92
P07237 Protein disulfide-isomerase 17 0.000 0.000 1.91
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

Q9HBHO  Rho-related GTP-binding protein RhoF 2 0000 0.000 191
P05109 Protein S100-A8 2 0.004 0.004 191
Q13148 TAR DNA-binding protein 43 5 0.000 0.000 1.90
P10515 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component 4 0.011 0.009 1.90
of pyruvate dehydrogenase complex_ mitochondrial
P63279 SUMO-conjugating enzyme UBC9 3 0.000 0.000 1.90
Q9UHBY9  Signal recognition particle subunit SRP68 2 0002 0.002 1.89
P02775 Platelet basic protein 2 0030 0.021 1.88
P63241 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 8 0.000 0.000 1.87
P06703 Protein S100-A6 5 0.000 0.000 1.86
P50991 T-complex protein 1 subunit delta 18 0.004 0.003 1.85
Q3SYG4  Protein PTHB1 3 0.001 0.001 1.85
Q9Y333 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2 3 0.000 0.000 1.84
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2 7 0.000 0.000 1.84
Q07955 Serine/arginine-rich splicing factor 1 10 0.000 0.000 184
Q9Y3L3  SH3domain-binding protein 1 3 0011 0.009 1.83
P35609 Alpha-actinin-2 3 0.005 0.005 181
P50402 Emerin 2 0.000 0.001 181
P56134 ATP synthase subunit f_ mitochondrial 3 0.000 0.000 181
P14406 Cytochrome c oxidase subunit 7A2_ mitochondrial 3 0.000 0.000 181
P61088 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 6 0.000 0.000 1.80
P84085 ADP-ribosylation factor 5 5 0.000 0.000 1.80
P06753 Tropomyosin alpha-3 chain 8 0.000 0.000 1.79
Q9BVC6  Transmembrane protein 109 2 0.000 0.000 1.79
Q14019 Coactosin-like protein 13 0.000 0.000 1.79
P68366 Tubulin alpha-4A chain 7 0.000 0.000 178
P04264 Keratin_ type Il cytoskeletal 1 25 0.000 0.000 1.77
P26599 Polypyrimidine tract-binding protein 1 14 0.000 0.000 1.77
P00403 Cytochrome c oxidase subunit 2 7 0.000 0.000 1.77
P42766 60S ribosomal protein L35 5 0001 0.001 1.76
P62263 40S ribosomal protein S14 5 0.000 0.000 1.76
P31949 Protein S100-A11 6 0.000 0.000 1.76
P13929 Beta-enolase 11 0.013 0.010 1.75
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

P62917 60S ribosomal protein L8 7 0000 0.000 175
P26038 Moesin 39 0.000 0.000 1.75
P48426 Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 alpha 3 0.001 0.001 175
Q9UH99  SUN domain-containing protein 2 11 0.000 0.000 1.74
P30044 Peroxiredoxin-5_ mitochondrial 7 0.000 0.000 1.74
P04632 Calpain small subunit 1 11 0.000 0.000 1.74
Q92688 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 3 0.000 0.000 173
member B
P18859 ATP synthase-coupling factor 6_ mitochondrial 6 0000 0.000 172
P09669 Cytochrome c oxidase subunit 6C 3 0.000 0.000 172
P40227 T-complex protein 1 subunit zeta 7 0.000 0.000 172
Q6VO0l7 Protocadherin Fat 4 3 0.000 0.000 1.72
P49748 Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase_ 2 0000 0.000 172
mitochondrial
Q01813 ATP-dependent 6-phosphofructokinase_ platelet type 2 0000 0.001 172
Q15056 Eukaryotic translation initiation factor 4H 3 0.008 0.006 1.72
P60866 40S ribosomal protein S20 3 0.000 0.000 171
075369 Filamin-B 7 0024 0017 171
P62899 60S ribosomal protein L31 4 0.000 0.000 171
P30050 60S ribosomal protein L12 6 0.000 0.000 1.70

P04899 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 12 0.000 0.000 1.70

Q92841 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 25 0.002 0.002 1.70
P68402 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit 2 0.035 0.023 1.70
alpha2
P43243 Matrin-3 13 0.000 0.000 1.69
P31948 Stress-induced-phosphoprotein 1 16 0.000 0.000 1.69
P61978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 29 0.000 0.000 1.69
P26447 Protein S100-A4 9 0.000 0.000 1.69
P23396 40S ribosomal protein S3 17 0.000 0.000 1.69
Q96FW1  Ubiquitin thioesterase OTUB1 7 0.000 0.000 1.68
P49721 Proteasome subunit beta type-2 5 0.000 0.000 1.68
P35637 RNA-binding protein FUS 7 0.000 0.000 1.68
075475 PC4 and SFRS1-interacting protein 11 0.000 0.000 1.68
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

P13798 Acylamino-acid-releasing enzyme 3 0.000 0.000 1.67
P25787 Proteasome subunit alpha type-2 2 0.000 0.000 1.67
075947 ATP synthase subunit d_ mitochondrial 6 0.005 0.005 1.67
P07737 Profilin-1 30 0.000 0.000 1.67
P42224 Signal transducer and activator of transcription 1- 18 0.011 0.009 1.67
alpha/beta
P30048 Thioredoxin-dependent peroxide reductase 6 0.000 0.000 1.67
mitochondrial
Q9HCM2  Plexin-Ad 4 0.002 0.002 167
P04080 Cystatin-B 5 0002 0.002 1.67
075915 PRAL family protein 3 5 0.000 0.000 1.66
P13667 Protein disulfide-isomerase A4 4 0.000 0.000 1.66
P62244 40S ribosomal protein S15a 6 0.000 0.000 1.65
000483 Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4 4 0.000 0.000 1.65
043166 Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 1 2 0027 0.019 165
Q8NHV1  GTPase IMAP family member 7 3 0.028 0.019 165
Q8WYJ6  Septin-1 10 0.000 0.000 1.64
Q86V81 THO complex subunit 4 6 0.000 0.000 1.64
Q5K651 Sterile alpha motif domain-containing protein 9 6 0.000 0.001 1.64
P08729 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 3 0.000 0.000 1.64
Q14498 RNA-binding protein 39 2 0002 0.002 1.64
P36957 Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 6 0.000 0.000 1.63
component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex_
mitochondrial
075390 Citrate synthase_ mitochondrial 12 0.000 0.000 1.62
Q9Y3B4 Splicing factor 3B subunit 6 2 0.019 0.014 162
P62805 Histone H4 36 0.000 0.000 1.62
Q14761 Protein tyrosine phosphatase receptor type C-associated 5 0.003 0.003 1.62
protein
P62750 60S ribosomal protein L23a 6 0.000 0.000 1.61
P51148 Ras-related protein Rab-5C 3 0.000 0.000 1.61
BOI1T2 Unconventional myosin-lg 13 0.000 0.000 1.61
094776 Metastasis-associated protein MTA2 2 0.002 0.002 1.61
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

Q62U15 Septin-14 5 0001 0.001 161
Q13303 Voltage-gated potassium channel subunit beta-2 8 0.000 0.000 1.61
P60660 Myosin light polypeptide 6 12 0.000 0.000 1.60
P31946 14-3-3 protein beta/alpha 16 0.000 0.000 1.60
Q99798 Aconitate hydratase_ mitochondrial 21 0.007 0.006 1.60
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 25 0.000 0.000 1.60
Q16891 MICOS complex subunit MIC60 8 0.000 0.000 1.60
P54819 Adenylate kinase 2_ mitochondrial 10 0.000 0.000 1.60
095757 Heat shock 70 kDa protein 4L 8 0.000 0.000 1.60
P00492 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 2 0.000 0.000 1.60
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 44 0.000 0.000 159
015145 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 3 0.000 0.000 159
P13796 Plastin-2 49 0.000 0.000 1.59
P40926 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 18 0.000 0.000 1.59
Q8WUM4  Programmed cell death 6-interacting protein 8 0.006 0.005 158
P62753 40S ribosomal protein S6 3 0.000 0.000 158
Q04837 Single-stranded DNA-binding protein_ mitochondrial 8 0.000 0.000 158
Q01105 Protein SET 2 0032 0.021 158
P62136 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha 4 0.000 0.000 158
catalytic subunit
P62269 40S ribosomal protein S18 9 0.000 0.000 158
A3KMH1  von Willebrand factor A domain-containing protein 8 5 0038 0.025 157
Q9UBWS5  Bridging integrator 2 5 0.000 0.000 157
P78417 Glutathione S-transferase omega-1 8 0.008 0.007 1.56
P78527 DNA-dependent protein kinase catalytic subunit 6 0.001 0.002 156
Q92499 ATP-dependent RNA helicase DDX1 2 0.027 0.019 156
Q7Z3Y7 Keratin_ type | cytoskeletal 28 9 0.000 0.000 1.6
Q96G03 Phosphoglucomutase-2 9 0.000 0.000 1.56
P06576 ATP synthase subunit beta_ mitochondrial 34 0.000 0.000 1.56
P63104 14-3-3 protein zeta/delta 25 0.000 0.000 1.56
E7TEW31 Proline-rich basic protein 1 3 0.037 0.024 156
Q9UL46 Proteasome activator complex subunit 2 16 0.000 0.000 1.55
075367 Core histone macro-H2A.1 16 0.000 0.000 1.55
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EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin listesi (devam).

P09429 High mobility group protein B1 8 0.001 0.001 155
Q99623 Prohibitin-2 18 0.000 0.000 1.55
P07437 Tubulin beta chain 7 0000 0.000 155
P00367 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 17 0.000 0.000 1.55
P83731 60S ribosomal protein L24 11 0.000 0.000 1.55
P08754 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-3 3 0.019 0014 154
P61254 60S ribosomal protein L26 4 0.005 0.004 154
P13645 Keratin_ type | cytoskeletal 10 20 0.000 0.000 154
A4UGR9  Xinactin-binding repeat-containing protein 2 10 0.001 0.001 154

P61586 Transforming protein RhoA 0.000 0.000 154

Q86U42 Polyadenylate-binding protein 2 0.000 0.000 154

Q01546 Keratin_ type Il cytoskeletal 2 oral 0.027 0.018 153

9
4
Q9HC38  Glyoxalase domain-containing protein 4 8 0.000 0.000 154
3
3

P68431 Histone H3.1 0.033 0.022 153

015143 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B 22 0.048 0.030 153

P10321 HLA class | histocompatibility antigen_ C alpha chain 7 0014 0.011 153
Q9NSB2  Keratin_ type Il cuticular Hb4 3 0046 0.029 152
P04179 Superoxide dismutase [Mn]_ mitochondrial 8 0.000 0.000 152
075531 Barrier-to-autointegration factor 3 0022 0.016 152
Q04917 14-3-3 protein eta 3 0053 0.033 152
P62829 60S ribosomal protein L23 5 0001 0.001 152
P52907 F-actin-capping protein subunit alpha-1 14 0.000 0.000 152
P07339 Cathepsin D 7 0000 0.000 152
P19338 Nucleolin 30 0.000 0.000 1.52
Q15393 Splicing factor 3B subunit 3 8 0.000 0.000 152
P08758 Annexin A5 16 0.001 0.001 152
Q14240 Eukaryotic initiation factor 4A-I1 14 0.001 0.001 151
Q6PL18  ATPase family AAA domain-containing protein 2 2 0.001 0001 151
Q9BX84  Transient receptor potential cation channel subfamily M 2 0.002 0.002 151
member 6
075368 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein 7 0.000 0.000 151
Q16695 Histone H3.1t 3 0.000 0.001 151
P19012 Keratin_ type | cytoskeletal 15 5 0.013 0.010 151

110



EK 4 (Devam)

Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin listesi (devam).

Q14974 Importin subunit beta-1 4 0.000 0.000 151
P18621 60S ribosomal protein L17 9 0.000 0.000 151
P32969 60S ribosomal protein L9 6 0002 0.002 1.50
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 8 0.028 0.019 150
P61204 ADP-ribosylation factor 3 8 0.000 0.000 150
P33241 Lymphocyte-specific protein 1 22 0.001 0.001 149
P31939 Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC 16 0.000 0.000 1.49
P14678 Small nuclear ribonucleoprotein-associated 4 0.000 0.000 1.49
proteins B and B'
P62987 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 13 0.019 0.014 148
P04114 Apolipoprotein B-100 6 0052 0.032 148
P30084 Enoyl-CoA hydratase_ mitochondrial 7 0013 0.010 1.48
P62306 Small nuclear ribonucleoprotein F 2 0001 0.001 148
Q92945 Far upstream element-binding protein 2 8 0.006 0.005 147
P00505 Aspartate aminotransferase_ mitochondrial 20 0.009 0.007 1.47
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain 30 0.000 0.000 147
Q08257 Quinone oxidoreductase 5 0.024 0.017 147
P02787 Serotransferrin 13 0.000 0.000 1.46
075051 Plexin-A2 7 0050 0.031 146
P06748 Nucleophosmin 23 0.000 0.000 1.46
P31146 Coronin-1A 28 0.000 0.000 1.46
P28066 Proteasome subunit alpha type-5 10 0.000 0.000 -1.46
Q14789 Golgin subfamily B member 1 5 0.000 0.000 -147
AOAOA6YYC5 T cell receptor alpha variable 14/delta variable 3 0.018 0.013 -148
4
Q5THJ4 Vacuolar protein sorting-associated protein 2 0.001 0.001 -148
13D
Q96Q89 Kinesin-like protein KIF20B 12 0.000 0.000 -1.49
P11488 Guanine nucleotide-binding protein G(t) 9 0.001 0.001 -151
subunit alpha-1
Q03181 Peroxisome proliferator-activated receptor 2 0.000 0.000 -152
delta
P67809 Y-box-binding protein 1 7 0.003 0.003 -152
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Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

Q81zH2 5'-3"'exoribonuclease 1 6 0.002 0.002 -153
P26368 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit 2 0.009 0.007 -154
QB8N7X1 RNA-binding motif protein_ X-linked-like-3 17 0.003 0.003 -154
Q9UJU6B Drebrin-like protein 19 0.000 0.001 -155
P35998 26S proteasome regulatory subunit 7 2 0.002 0.002 ~-155
P07205 Phosphoglycerate kinase 2 5 0.009 0.007 -156
P06239 Tyrosine-protein kinase Lck 7 0.031 0.021 -156
014556 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 9 0.000 0.000 -156
testis-specific
P25786 Proteasome subunit alpha type-1 11 0.000 0.000 -158
Q9UMNG6 Histone-lysine N-methyltransferase 2B 3 0001 0.001 -159
P16152 Carbonyl reductase [NADPH] 1 10 0.000 0.000 -159
B1AJZ9 Forkhead-associated domain-containing protein1 2 0.009 0.007 -159
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 2 0001 0001 -159
Q9BZ23 Pantothenate kinase 2_ mitochondrial 2 0001 0001 -159
P29218 Inositol monophosphatase 1 4 0.008 0.007 -159
P24844 Myosin regulatory light polypeptide 9 3 0.004 0.004 -l161
P18077 60S ribosomal protein L35a 4 0.002 0.002 -161
014519 Cyclin-dependent kinase 2-associated protein 1 2 0.001 0001 -162
P45974 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 11 0.005 0.005 -163
Q8ND30 Liprin-beta-2 3 0.013 0010 -164
Q9UKD2 mRNA turnover protein 4 homolog 9 0.000 0.000 -165
AOA2R8Y619  Histone H2B type 2-K1 3 0.001 0001 -167
P07196 Neurofilament light polypeptide 9 0006 0.005 -168
P13804 Electron transfer flavoprotein subunit alpha_ 14 0.023 0.016 -170
mitochondrial
P30626 Sorcin 4 0.000 0001 -171
QINWB7 Intraflagellar transport protein 57 homolog 2 0000 0.001 -172
P63000 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 2 0006 0.005 -172
Q8WXHO0 Nesprin-2 14 0.008 0.006 -172
P13639 Elongation factor 2 42 0.000 0.000 -172
Q9HO0s4 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 2 0000 0.000 -176
POCOL5 Complement C4-B 3 0.002 0.002 -176
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Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

Q9HOU4 Ras-related protein Rab-1B 2 0.025 0.018  -L76
P20338 Ras-related protein Rab-4A 3 0.018 0.014 -179
Q13395 Probable methyltransferase TARBP1 2 0.000 0.000 -1.80
Q15181 Inorganic pyrophosphatase 7 0.006 0.005 -1.81
Q03113 Guanine nucleotide-binding protein subunit 3 0.001 0.002 -1.82
alpha-12
PODMEO Protein SETSIP 3 0.000 0.000  -l84
AOAOB4J2D5  Putative glutamine amidotransferase-like class 2 0.000 0.000 -1.87
1 domain-containing protein 3B_ mitochondrial
P14550 Aldo-keto reductase family 1 member Al 8 0.000 0.000 -1.89
Q92736 Ryanodine receptor 2 22 0.020 0.015 -1.93
P05107 Integrin beta-2 5 0.000 0.000 -1.95
Q9BUF5 Tubulin beta-6 chain 2 0.000 0.000 -1.95
Q58FG0 Putative heat shock protein HSP 90-alpha A5 3 0.000 0.000 -1.97
Q13247 Serine/arginine-rich splicing factor 6 2 0.003 0.003 -1.97
Q9UI15 Transgelin-3 3 0.000 0.001 -1.99
P09104 Gamma-enolase 9 0.031 0.021 -2.02
Q6P3W7 SCY1-like protein 2 2 0.000 0.001 -2.03
P00390 Glutathione reductase_ mitochondrial 5 0.000 0.000 -2.06
P55795 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 5 0.000 0.000 -2.09
Q03252 Lamin-B2 30 0.001 0.001 -2.10
P52943 Cysteine-rich protein 2 3 0.002 0.002 -2.13
P42166 Lamina-associated polypeptide 2_ isoform 9 0.005 0.004 -2.14
alpha
Q96AE4 Far upstream element-binding protein 1 16  0.000 0.000 -2.14
Q5JWF2 Guanine nucleotide-binding protein G(s) 10  0.000 0.000 -2.15
subunit alpha isoforms XLas
Q6ZTR5 Cilia- and flagella-associated protein 47 3 0.019 0.014 -2.18
Q03518 Antigen peptide transporter 1 7 0.002 0.002 -2.18
Q96JH8 Ras-associating and dilute domain-containing 2 0.006 0.006 -2.18
protein
Q9Y228 TRAF3-interacting JNK-activating modulator 12 0.000 0.000 -2.25
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Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

Q9ULH1  Arf-GAP with SH3 domain_ ANK repeat 2 0.000 0.000 -2.27
and PH domain-containing protein 1
Q6ZQQ6 WD repeat-containing protein 87 5 0.000 0.000 -2.28
Q9P1Z9  Coiled-coil domain-containing protein 180 3 0.024 0.017 -2.29
Q00534 Cyclin-dependent kinase 6 3 0.000 0.000 -2.47
P62701 40S ribosomal protein S4_ X isoform 19 0.001 0.001 -2.49
P04843 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-- 10  0.000 0.000 -2.54
protein glycosyltransferase subunit 1
P09382 Galectin-1 9 0.000 0.001 -2.57
Q9Y3I0 RNA-splicing ligase RtcB homolog 7 0.000 0.001 -2.57
P63126 Endogenous retrovirus group K member 9 2 0.012 0.009 -2.57
Gag polyprotein
014578 Citron Rho-interacting kinase 2 0.000 0.000 -2.59
Q9NY65  Tubulin alpha-8 chain 4 0.047 0.030 -2.62
075828 Carbonyl reductase [NADPH] 3 3 0.000 0.000 -2.65
Q13177 Serine/threonine-protein kinase PAK 2 3 0.000 0.000 -2.69
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 4 0.017 0.013 -2.69
P38919 Eukaryotic initiation factor 4A-111 14 0.000 0.001 -2.69
Q6ZS17 Rho family-interacting cell polarization 2 0.001 0.001 -2.69
regulator 1
094903 Pyridoxal phosphate homeostasis protein 2 0.000 0.000 -2.74
P54652 Heat shock-related 70 kDa protein 2 20 0.004 0.004 -2.80
Q9UKT76  Jupiter microtubule associated homolog 1 2 0.002 0.002 -2.84
Q7Z7A1  Centriolin 3 0.000 0.000 -3.07
Q86W28 NACHT_LRR and PYD domains- 2 0.000 0.000 -311
containing protein 8
Q9Y2G1  Myelin regulatory factor 4 0.000 0.000 -3.46
P62318 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 4 0.001 0.002 -3.59
Q07812 Apoptosis regulator BAX 2 0.000 0.000 -3.73
Q9Y4G8  Rap guanine nucleotide exchange factor 2 5 0.000 0.000 -3.80
Q5TBA9  Protein furry homolog 3 0.000 0.000 -391
Q9Y2F5 Little elongation complex subunit 1 2 0.000 0.000 -3.93
075934 Pre-mRNA-splicing factor SPF27 3 0.009 0.007 -3.94
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Tablo 15. CD4+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam).

P36873 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma 2 0.000 0.000 -3.99
catalytic subunit
P60228 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E 2 0.000 0.000 -4.00
Q63HN8  E3ubiquitin-protein ligase RNF213 7 0.000 0.000 -401
Q52LW3  Rho GTPase-activating protein 29 4 0000 0.000 -421
P52815 39S ribosomal protein L12_ mitochondrial 4 0000 0.000 -426
014979 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like 12 0.000 0.000 -4.42
Q96M27  Protein PRRC1 2 0.000 0001 -449
P50990 T-complex protein 1 subunit theta 19 0.000 0.000 -458
P35443 Thrombospondin-4 3 0.000 0.000 -477
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 15 0.000 0.000 -4.86
P35241 Radixin 3 0.000 0.000 -498
P08779 Keratin_ type | cytoskeletal 16 9 0.000 0.000 -5.29
Q5TZA2  Rootletin 2 0.000 0.000 -534
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB 24 0.000 0.000 -5.61
P42331 Rho GTPase-activating protein 25 5 0.000 0.000 -577
Q9BQE3  Tubulin alpha-1C chain 3 0.000 0.000 -6.04
Q9BYX7  Putative beta-actin-like protein 3 2 0.000 0.000 -6.24
075691 Small subunit processome component 20 homolog 7 0.000 0.000 -6.29
Q15459 Splicing factor 3A subunit 1 2 0.000 0.000 -6.48
Q8N4C7  Syntaxin-19 2 0.000 0.000 -648
Q9H9H5  MAPG6 domain-containing protein 1 2 0.000 0.000 -6.61
Q9H361 Polyadenylate-binding protein 3 2 0.000 0.000 -6.93
Q02218 2-oxoglutarate dehydrogenase_ mitochondrial 7 0.000 0.000 -6.99
P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 8 0.000 0.000 -7.90
P34931 Heat shock 70 kDa protein 1-like 4 0.000 0.000 -8.05
P49448 Glutamate dehydrogenase 2_ mitochondrial 5 0.000 0.000 -856
P28331 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDasubunit 8  0.000 0.000 -8.87
mitochondrial
Q8WXF1 Paraspeckle component 1 2 0.000 0.000 -9.09
Q8IXM2  Chromatin complexes subunit BAP18 2 0.000 0.000 -921
Q13129 Zinc finger protein RIf 2 0.000 0.000 -15.53
P62861 FAU ubiquitin-like and ribosomal protein S30 2 0.000 0.000 -2255
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EK5

CD8+ T hiicrelerinde AH ve kontrol gruplari karsilastirmasinda LC-MS/MS

analizi ile anlamh ekspresyon farkhiliklar tespit edilen protein listeleri.

Tablo 16. CD8+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi

Uniprot ID  Protein ismi OPS p q DO
P14618 Pyruvate kinase PKM 18 0.000 0.000 7.32
P06702 Protein S100-A9 5 0.018 0.026 5.18
P08758 Annexin A5 7 0.001 0.002 4.10
P02753 Retinol-binding protein 4 2 0.002 0.006 3.79
P28065 Proteasome subunit beta type-9 3 0.001 0.003 3.58
P61586 Transforming protein RhoA 4 0.000 0.000 3.34
P01889 HLA class | histocompatibility antigen_ B-7 alpha 6 0.004 0.008 3.23
chain
P08779 Keratin_ type | cytoskeletal 16 3 0.000 0.000 3.13
P05109 Protein S100-A8 3 0.003 0.006 3.13
Q86YR7 Probable guanine nucleotide exchange factor 2 0.044 0.054 3.05
MCF2L2
P29350 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6 7 0.000 0.001 2.99
P33241 Lymphocyte-specific protein 1 14 0.000 0.000 2091
Q92777 Synapsin-2 3 0.007 0.014 287
P20718 Granzyme H 4 0.011 0.018 273
P54652 Heat shock-related 70 kDa protein 2 10 0.001 0.003 2.67
Q9Y3Z3 Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase 25 0.000 0.000 251
SAMHD1
PQO7437 Tubulin beta chain 5 0.000 0.000 251
Qoulos8 Ena/VASP-like protein 4 0.000 0.000 2.48
P20742 Pregnancy zone protein 2 0.006 0.011 246
P02775 Platelet basic protein 4 0.008 0.014 244
P06703 Protein S100-A6 3 0.000 0.001 240
Q8NA03 Fibrous sheath-interacting protein 1 10 0.001 0.002 2.37
Q03518 Antigen peptide transporter 1 2 0.005 0.010 234
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 30 0.001 0.002 2.26
P29401 Transketolase 9 0.001 0.004 2.20
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Tablo 16. CD8+ T hiiclerinde anlamli degisim gosteren proteinlerin listesi (devam)

P23527 Histone H2B type 1-O 8 0.047 0.057 218
Q8NG31  Kinetochore scaffold 1 4 0.007 0.013 218
P04264 Keratin_ type Il cytoskeletal 1 26 0.000 0.002 217
P12036 Neurofilament heavy polypeptide 4 0.000 0.000 2.16
P01042 Kininogen-1 3 0.000 0.002 214
P40926 Malate dehydrogenase_ mitochondrial 9 0.002 0.005 213
P07864 L-lactate dehydrogenase C chain 2 0.000 0.000 212
P61158 Actin-related protein 3 12 0.000 0.000 2.09
P35579 Myosin-9 117 0.046 0.056 2.08
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 24 0.000 0.002 2.05
P25054 Adenomatous polyposis coli protein 4 0.009 0.015 204
Q494V?2 Cilia- and flagella-associated protein 100 2 0.009 0.015 2.02
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha 20 0.000 0.001 2.02
P15311 Ezrin 10 0.000 0.001 2.00
Q06830 Peroxiredoxin-1 13 0.000 0.002 1.97
Q9NY65  Tubulin alpha-8 chain 4 0.001 0.003 1.96
P62820 Ras-related protein Rab-1A 4 0.000 0.001 195
P08865 40S ribosomal protein SA 7 0.000 0.000 194
P69905 Hemoglobin subunit alpha 12 0.000 0.000 1.94
P26038 Moesin 35 0.000 0.002 1.93
P09525 Annexin A4 6 0.000 0.001 1.93
Q9Y536 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4A 4 0.002 0.004 192
QIUIF8 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 3 0.000 0.000 1.92
2B
P00367 Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial 8 0.000 0.000 1091
P19823 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 21 0.002 0.004 1.89
Q14847 LIM and SH3 domain protein 1 13 0.000 0.000 1.88
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 12 0.000 0.001 1.88
P02788 Lactotransferrin 34 0.000 0.000 1.88

Q7Z794 Keratin_type Il cytoskeletal 1b 0.008 0.014 1.87

P09104 Gamma-enolase 0.000 0.000 1.84

P04632 Calpain small subunit 1 0.003 0.006 1.82

w| o w| b~

Q9H5V7  Zinc finger protein Pegasus 0.003 0.006 1.82
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Tablo 16. CD8+ T hiiclerinde anlamli degisim gdsteren proteinlerin listesi (devam)

Q562R1 Beta-actin-like protein 2 11 0.009 0.015 1.82
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 12 0.000 0.001 181
P42166 Lamina-associated polypeptide 2_ isoform alpha 4 0.000 0.002 181
Q96DT5 Dynein heavy chain 11 axonemal 5 0.000 0.001 1.80
P62277 40S ribosomal protein S13 5 0.000 0.000 1.80
P68104 Elongation factor 1-alpha 1 21 0.000 0.002 1.80
QINU22 Midasin 12 0.014 0.021 1.80
Q96C19 EF-hand domain-containing protein D2 10 0.007 0.013 1.80
Q9P281 BAH and coiled-coil domain-containing protein 1 4 0001 0.003 178
Q8NF91 Nesprin-1 8 0.000 0.001 178
Q06033 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 5 0.000 0.001 1.78
P23528 Cofilin-1 11 0.010 0.016 1.77
P10809 60 kDa heat shock protein_ mitochondrial 18 0.000 0.001 1.74
015145 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 5 0.000 0.001 174
Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member E 9 0.000 0.000 1.73
P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 6 0.002 0.006 1.73
Q5JWR5  Protein dopey-1 3 0001 0.003 173
Q16352 Alpha-internexin 2 0000 0.001 171
PODMV8  Heat shock 70 kDa protein 1A 8 0.005 0.009 171
060437 Periplakin 2 0.001 0.003 1.70
P06748 Nucleophosmin 12 0.027 0.037 1.69
P68871 Hemoglobin subunit beta 7 0.008 0.015 1.68
Q06323 Proteasome activator complex subunit 1 16 0.001 0.002 1.67
P02042 Hemoglobin subunit delta 8 0.001 0.003 1.66
P40939 Trifunctional enzyme subunit alpha_ mitochondrial 6  0.000 0.000 1.66
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 23 0.000 0.000 1.66
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 23 0.000 0.000 1.66
Q9Y227 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 4 2 0.005 0.010 1.65
P52566 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 16 0.000 0.002 1.62
P14649 Myosin light chain 6B 7 0.000 0.001 1.60
P31946 14-3-3 protein beta/alpha 11 0.022 0.030 159
P40261 Nicotinamide N-methyltransferase 4 0035 0.044 158
Q5XPl14 E3 ubiquitin-protein ligase RNF123 2 0.001 0.002 157
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P31146 Coronin-1A 23 0.008 0.014 157
P09471 Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunitalpha 2 0.000 0.000 156
QoUPZ6 Thrombospondin type-1 domain-containing protein 7A 5 0.004 0.008 155
P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 7 0.000 0.002 155
P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 12 0.000 0.001 154
P08697 Alpha-2-antiplasmin 4 0.002 0.004 153
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 33 0.001 0.002 153
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 12 0.002 0.005 152
P62829 60S ribosomal protein L23 3 0.004 0.008 152
P21333 Filamin-A 104 0.006 0.011 152
P49755 Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 2 0.021 0.030 152
Q8wz42 Titin 42  0.001 0.004 150
P13645 Keratin_ type | cytoskeletal 10 19 0.000 0.000 150
P61981 14-3-3 protein gamma 6 0.002 0.006 150
P02656 Apolipoprotein C-111 4 0.030 0.038 150
Q99729 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 2 0.007 0.013 150
P06732 Creatine kinase M-type 3 0.023 0.033 149
ABNMY®6  Putative annexin A2-like protein 5 0.001 0.002 149
P61204 ADP-ribosylation factor 3 6 0.000 0.001 149
P59998 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 9 0.001 0.002 149
P49863 Granzyme K 3 0.001 0.004 148
P60660 Myosin light polypeptide 6 12 0.005 0.011 148
Q92522 Histone H1x 7 0.015 0.023 147
P83731 60S ribosomal protein L24 4 0.028 0.038 147
015492 Regulator of G-protein signaling 16 2 0.025 0.034 147
P13747 HLA class I histocompatibility antigen_ alpha chain E 3 0.003 0.007 -153
P42167 Lamina-associated polypeptide 2_ isoforms 7 0.006 0.011 -172
beta/gamma
Q9NWB7 Intraflagellar transport protein 57 homolog 2 0.010 0.016 -1.80
Q15019 Septin-2 2 0.000 0.000 -199
Q9P2K?2 Thioredoxin domain-containing protein 16 2 0.000 0.002 -208
Q9UPUS Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 5 0.000 0.000 -263
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