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Alzheimer Hastalarinda Genel Transkripsiyon Faktorlerinin mRNA
Diizeylerinin Amiloid Beta 1-42 Etkisiyle Degisimi

The mRNA Expression Levels of General Transcription Factors Altered in Alzheimer Cases
Possibly Due to Amyloid Beta 1-42 Exposure
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Giris ve Amag: Alzheimer hastaligi (AD) patolojisinin bir 6zelligi olan amiloid
beta (Ap) ile iliskili global gen ekspresyonu degisiklikleri g6z 6niine alindiginda,
bu calisma Ap'nin spesifik transkripsiyon faktérlerini (TFler) diizenlenmesi
yoluyla gen ekspresyonunu modile edebilmesindeki potansiyel roltnt
arastirmayi amagclamistir.

Yontemler: Protein-protein etkilesimi tahmin araglari ve transkripsiyonel
diizenleyici etkilesimleri veritabanlarinin bir kombinasyonunu kullanarak, JUN,
FOS, ATF2, ATF4, RELA, NF-kB, SMAD3, STAT1, STAT3 ve SP1'i AB1-42 ile iligkili
yollarda yer alabilecek potansiyel aday TFler olarak belirledik. Daha sonra,
Ap'nin bu TFler tizerinde dogrudan bir etkisini géstermek icin in vitro calismalar
ve insan orneklerinde secilmis TFlerde herhangi bir degisikligi arastirmak icin
bir vaka-kontrol galismasi ydriittiik. in vitro galismalara 0,09 uM ve 10 uM
AP1-42 uygulanan HEK293 T hticreleri kullanildi. Transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyon diizeyleri qRT-PCR ile degerlendirildi. En yiiksek PPl puanlarina
sahip olan secilmis hedef TF'lerin, yani JUN, FOS ve RELAnin mRNA ekspresyon
diizeyleri, cekirdek Alzheimer hastaligi (AD) beyin omurilik sivisi (CSF)
biyobelirteci ile dogrulanmis AD vakalarindan ve plazma ALZpath pTau217 ile
dogrulanmis saglikl kisilerden alinan kan 6rneklerinde de arastirildi.

ABSTRACT

Bulgular: In vitro calismalar, cogu TFnin mRNA ekspresyonunun Ap dozu veya
uygulama stresi bagl olarak degistigini gosterdi. JUN, FOS, NFKB ve SPT mRNA
ekspresyonu artarken, STAT1 ve ATF2 en az bir doz Ap uygulamasindan sonraki
24 saat icinde azaldi. Kirk sekiz saatlik uygulamada FOS, STAT1, STAT3, ATF2 ve
SP1 daha ytiksekti, buna karsilik RELA, SMAD3 ve NFKB Af uygulanan gruplarda
daha dusuktu. Yetmis iki saatte ATF4 ve NFKB ekspresyonlari ytiksekti, buna
karsin JUN FOS, RELA, STAT1, STAT3, ATF2 ve SP1 Af uygulanmis gruplarda
duisiktii. insan 6rnekleri, JUN ve RELAnin mRNA diizeylerinin AD vakalarindan
alinan kan 6rneklerinde saglikli bireylere gore anlamli derecede daha yutksek
oldugunu gosterdi.

Sonug: AR maruziyetine yanit olarak TF'lerin ifade diizeylerindeki degisiklikler,
bu TF'lerin duizenledigi genlerin ifade diizeylerindeki degisiklikleri agiklayabilir.
Bu baglamda, Af'nin transkripsiyonel etkilerinin ve TFler (zerindeki
diizenleyici roltintin anlasiimasi, Ap'nin fizyolojik rolleri ve AD patogenezinin
altinda yatan molekdler yolaklar hakkinda yeni bir bakis agisi saglayabilir.

Anahtar Sozciikler: AB1-42, Alzheimer hastaligl, transkripsiyon faktorleri,
AlLZpath pTau217, CSF

Introduction: Given the global gene expression alterations associated with
amyloid beta (AB), a hallmark of Alzheimer's disease (AD) pathology, this
study aimed to investigate its potential role in modulating gene expression
through the regulation of specific transcription factors (TFs).

Methods: Using a combination of protein-protein interaction prediction
tools and transcriptional regulatory interaction databases, we identified JUN,
FOS, ATF2, ATF4, RELA, NF-kB, SMAD3, STAT1, STAT3, and SP1 as potential
candidate TFs that might be involved in AB1-42 related pathways. We then
conducted in vitro studies to demonstrate a direct effect of A on these TFs
and a case-control study to investigate any alterations of selected TFs in
human samples. In vitro studies included HEK293 T cells treated with 0.09 uM
and 10 uM AB1-42. The expression levels of the TFs were assessed by qRT-PCR.
The mRNA expression levels of selected target transcription factors that have
the highest PPl scores, namely JUN, FOS, and RELA, were also investigated in
blood samples from core Alzheimer's disease (AD) cerebrospinal fluid (CSF)
biomarker-confirmed AD cases and plasma AlLZpath pTau217-confirmed
healthy subjects.

Results: In vitro studies indicated that the mRNA expression of most of the TFs
was altered due to either the dose of A or the period of treatments. JUN, FOS,
NFKB, and SPT mRNA expression were increased, while STAT1 and ATF2 were
decreased within 24 hours of at least one dose of Af treatment. At 48 hours
of treatment, FOS, STAT1, STAT3, ATF2, and SP1 were higher, whereas RELA,
SMAD3, and NFKB were lower in AB-treated groups. At 72h of treatments, the
ATF4 and NFKB expressions were high, whereas JUN FOS, RELA, STAT1, STAT3,
ATF2, and SP1 were low in Af treated groups. Human samples showed that the
mRNA levels of JUN and RELA were significantly higher in blood samples from
AD cases compared to those from healthy individuals.

Conclusion: Alterations in the expression levels of TFs in response to Af
exposure may explain the alterations of the expression levels of genes that
these TFs regulate. Given that, understanding the transcriptional effects of A
and its regulatory role on TFs may provide a perspective for the physiological
roles of AP and the molecular pathways underlying AD pathogenesis.

Keywords: AR1-42, Alzheimer's disease, transcription factors, ALZpath pTau217,
CSF
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ilhan ve ark. AH'de AB Bagimli TFler

One Cikan Noktalar

+ Calisma, Ap-transkripsiyon faktérleri iliskisini in vitro ve
AD vakalarinda arastirdi.

« Apyolaklari JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NF-xB, SMAD3,
STAT1, STAT3, SPT'i icerebilir.

* JUN ve RELA mRNA duzeyleri AD vakalarinin kan
orneklerinde belirgin diizeyde artmistir.

+ Ap'ye bagh TF seviye degisiklikleri, hedef genlerin
ekspresyon degisikliklerini agiklayabilir.

GiRiS

Amiloid beta (AB), transmembran bir protein olan amiloid prekursor
proteininin (APP) proteolitik olarak parcalanmasiyla olusan bir trtindur (1).
Beyinde AB birikimiyle olusan ¢éziinmez plaklar, Alzheimer hastaliginin
(AD) temel belirteclerinden biri olarak kabul edilir. AB'nin, nihayetinde
néron dejenerasyonunave AD ile iliskili bilissel gerilemeye yol agan bir dizi
olaya katkida bulundugu dustintilmektedir. AB'nin néronal sinyallesmeyi
bozdugu, sinaptik plastisiteyi engelledigi, néroenflamasyon ve oksidatif
stresi artirdigl gosterilmistir. Ayrica Ap'nin tau hiperfosforilasyonunu
indikledigi ve bunun da AD'nin bir diger belirteci olan nérofibriler
yumaklarin gelisimine yol actigi bilinmektedir (1-6). Son bulgular, AB'nin
normal fizyolojik kosullar altinda da 6nemli islevleri olabilecegini; sinaptik
plastisite, néronal gelisim, néronal sagkalim, iyon kanallarinin olusumu,
kinaz aktivasyonu ve kolesterol tasiniminin diizenlenmesi gibi streclerde
rol oynadigini géstermektedir (7,8).

AB'nin fizyolojik ve patolojik kosullardaki rolleri tam olarak anlasiimamis
olsa da, Ap'nin beyindeki gen ekspresyonu Uzerinde belirgin etkileri
oldugu bilinmektedir. Ap'nin enflamasyon, oksidatif stres ve sinaptik
islevlerle iliskili bircok genin ekspresyonunu degistirdigi gosterilmistir.
Bu degisiklikler, AD'de gériilen sinaptik islev bozuklugu, néronal 6lim ve
bilissel gerilemeye yolagmaktadir. Ayrica calismalar, AB1-42'nin cekirdekte
bulundugunu ve DNA ile etkilesime girebildigini gostermistir (7,9,10). Biz
ve diger arastirmacilar, AB1-42'nin; amiloidogenezle iliskili genleri (APP,
BACET, PSENT ve PSEN2), tau patolojisiyle iliskili genleri (TAU, GSK3p
ve CDK5), 6grenme ve bellekle iliskili genleri (GRINT, GRIN2A, GRIN2B,
GRIN2C, GRIN2D ve GRIN3A), AD ile iliskili genleri (APOE ve TREM2),
kolekalsiferol yolak genlerini (VDR, CYP24A1, CYP27B1) ve kalsiyum
metabolizmasiyla iliskili genleri (CACNATC) transkripsiyonel dizeyde
duzenleme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (7,9-13). Bu genler
arasinda VDR ve AB1-42 iliskisi 6zellikle dikkat cekmistir; ¢clinkti VDR'nin
mitokondriyal bir transkripsiyon faktéri (TF) oldugu kanitlanmistir
(14,15). Bu bilgiler 1sizinda temel sorularimiz sunlardi: 1) Bu degisim,
Ap'nin gen ekspresyonu Uzerindeki dogrudan etkisine mi baghdir? 2)
AB maruziyeti sonucunda genel TFlerin ekspresyonlarinda meydana
gelen degisikliklerden mi kaynaklanmaktadir? 3) Ap ile TFler arasindaki
olasi bir etkilesimden mi ileri gelmektedir? Bu olasiliklara dayanarak
oncelikle, AB1-42'nin prekirsér proteini olan APP ile etkilesime girme
potansiyeli bulunan proteinleri FpClass protein-protein etkilesim (PPI)
tahmin programi kullanarak in silico olarak analiz ettik. APP'nin yiizlin
uzerinde TF ile etkilesime girebildigini belirledik (16). Daha sonra, AB1-
42'nin etkiledigini daha 6nce gésterdigimiz genleri dizenleyen TFleri (5)
tanimlamak igin TRRUST v2 veri tabanini kullandik (11-13). Son olarak
bu TF'leri APP ile etkilesime giren TF setiyle karsilastirdik. En yiiksek PPI
skoruna sahip TFleri AB peptidinden etkilenebilecek aday TFler olarak
belirledik: Jun, Fos, activating transcription factor 2 (Atf2), activating
transcription factor 4 (Atf4), RelA, nuclear factor kappa B (NF-xB), Smad3,
signal transducer and activator of transcription 1 (STATT), signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) ve Sp1 (5). ikinci soruya yanit
aramak amaciyla, bu calismada farkh dozlarda AB1-42 uygulamalarina
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yanit olarak ilgili TF ekspresyonlarindaki olasi degisiklikleri in vitro olarak;
ayrica en yuksek PPl skoruna sahip secilmis TFlerin (Jun, Fos ve RelA)
ekspresyon duizeylerini cekirdek AD CSF biyobelirtecleri ile dogrulanmis
AD olgularinin kan 6rneklerinde ve plazma AlZpath pTau217 ile
dogrulanmis saglikli bireylerde incelemeyi amacladik.

YONTEM

Ap1-42 Tarafindan Diizenlenebilecek Aday TFlerin Belirlenmesi
Onceki calismamizda APP icin 1133 partner belirlenmisti (16). Bu veri
TRRUST v2 veri tabani (17), ile yeniden analiz edilerek FpClass araci ve
TRRUST verileri birlestirildi ve 17 TF in silico olarak tanimlandi (5). Bu
calismada, en yiiksek puana sahip 10 TFnin (Jun, Fos, Atf2, Atf4, RelA,
NF-kB, Smad3, STAT1, STAT3 ve Sp1) (Tablo 1) AB1-42 tedavilerine verdigi
yanit in vitro olarak; en yuksek PPI skoruna sahip secilmis TFlerin (Jun,
Fos ve RelA) duzeyleri ise AD olgulari ve saglikl bireylerde incelenmistir.

Hiicre Kiltiirii ve Ag1-42 Uygulamalari

HEK293T huicreleri (ATCC, CRL-3216), %10 FBS iceren DMEM ortaminda
alti kuyucuklu plakalara %10 yogunlukta ekildi ve 37°C'de, %5 CO, iceren
inktibatorde kiltire edildi. Ortam 2-3 gtinde bir yenilendi. AB1-42'nin
fizyolojik ve toksik kosullar altindaki etkilerini degerlendirmek amaciyla,
onceki yayinlarimiz ve laboratuvar bulgularimiz dogrultusunda bir
toksik olmayan doz ve bir maksimum toksik doz kullanildi. Hicreler,
yogunluklari %70-80'e ulastiginda AB1-42 (Millipore AG912) ile muamele
edildi. Peptit daha 6nce tanimlanan sekilde PBS icinde ¢ozildi (11,18).
HEK293T hiicreleri 0,09 uM veya 10 uM AB1-42 ile 24, 48 veya 72 saat
inkiibe edildi. Uygulamadan sonra ortam degistiriimedi. U¢ bagimsiz
deney gerceklestirildi. Sitotoksisite, Uretici talimatlarina uygun olarak
Cytotoxicity Detection kiti (Roche, 11644793001) ile degerlendirildi (11).
Her 6rnek ¢ teknik tekrar iceriyordu.

AD Olgulari ve Saghkli Bireyler

Bu calismaya, cekirdek AD CSF biyobelirtecleri ile dogrulanmis 25 AD
olgusu ve plazma ALZpath pTau217 ile dogrulanmis yas uyumlu 23 saglikli
birey dahil edildi. Lomber ponksiyon invaziv bir islem oldugundan, CSF
orneklemesi yalnizca hasta grubunda yapilmis; kontrol grubunda ise
dogrulama kan biyobelirteci (plazma ALZpath pTau217) ile yapilmistir.
Klinik tani icin NIA-AA 2011 kriterleri kullaniimistir (19). CSF Ap1-42, total
tau (t-Tau) ve fosfo-Tau (p-Tau181) dlguimleri Beyin ve Norodejeneratif
Hastaliklar Arastirma Laboratuvari, Sinirbilim Anabilim Dali, Nérolojik
Bilimler Enstitiist, istanbul Universitesi-Cerrahpasa'da gerceklestirilmistir.
Bu laboratuvar, Alzheimer’s Association Quality Control programinin aktif
bir katilimcisidir. Cekirdek AD biyobelirtecleri FUJIREBIO ELISA kitleri
kullanilarak Gretici protokollerine uygun sekilde o6l¢ilmustar. Kontrol
grubunda pTau217 duzeyleri SIMOA-SRX platformu ve Simoa ALZpath
p-Tau217 Advantage PLUS kiti ile degerlendirilmistir. Otoimmiun,
enflamatuvar, enfeksiyéz, kronik kalp veya psikiyatrik hastaligi olan;
belirgin laboratuvar anormallikleri bulunan; diyabet mellitus veya inme
oykisu olan bireyler ¢calisma disi birakilmistir. Ek degerlendirmeler yas,
hastalik baslangici ve Mini Mental Durum Muayenesi (MMSE) skorlarini
icermektedir. Tum katilimcilardan bilgilendirilmis onam alinmis ve
calisma ilgili etik kurul tarafindan onaylanmistir.

mRNA Ekspresyon Analizi

RNA izolasyonu, hiicre kiltiirlerinden PureLink RNA Mini Kit (Thermo
Fisher, 12183018A) ve K3EDTAl kan o&rneklerinden QlAamp RNA
Blood Mini Kit (Qiagen, 51303) kullanilarak uretici talimatlarina uygun
sekilde yapilmistir. cDNA sentezi, her 6rnekten alinan sabit miktarda
RNA (20 ng) ile iScript cDNA sentez kiti (Biorad, 1708891) kullanilarak
gerceklestirilmistir. JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NFKB, SMAD3, STAT1,
STAT3 ve SPT mRNA duzeyleri Universal Probe Library (UPL) problar
ile LightCycler 480 Probe Master Mix kiti (Roche, 04707494001), ve
LightCycler 480 Il cihazi (Roche Applied Biyosystems) kullanilarak
gRT-PCR ile analiz edilmistir. ACTB, RPL13A and B2M were used as
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Tablo 1. FpClass aracindan ve TRRUSTV2 veritabanindan ve ilgili yayinlardan elde edilen verilerin birlestirilmesiyle secilen transkripsiyon faktorlerit

Transkripsiyon faktorleri
JUN FOS RELA ATF2 SMAD3 @ NFKB1 ATF4 STAT1 STAT3 SP1

APP + + +
APOE + +
BACE1 + + +
PSENT1 +
PSEN2

Ap1-42 GSK3A + +

iliskili Genler | ©>K3B *
GRIN1 + + +
iNOS + + + + +
NGF + +
VDR + + +
CYP24A1
CYP27B1 + +

APP FpClass PPl Skoru 0,8826 0,8826 0,8391 0,7955 0,7895 0,7459 0,7167 0,6906 0,6126 0,5159

ApB: Amyloid beta; APP: Amyloid precursor protein; APOE: Apolipoprotein E; ATF2: Activating transcription factor 2; ATF4: Activating transcription factor 4; BACE1: Beta-secretase

1; CYP24A1:24-hydroxylase; CYP27B1: 1a-hydroxylase; GSK3A: Glycogen synthase kinase 3 alpha; GSK3B: Glycogen synthase kinase 3 beta; GRIN1: Glutamate ionotropic receptor
NMDA type subunit 1; iNOS: Inducible nitric oxide synthase; NGF: Nerve growth factor; NFKB: Nuclear factor kappa B; PPI: Protein-protein interaction; PSEN1: Presenilin 1; PSEN2:
Presenilin 2; STATT: Signal transducer and activator of transcription 1; STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3; VDR: Vitamin D receptor.

tGezen-Ak, D. ve ark., The Transcriptional Regulatory Properties of Amyloid Beta 1-42 may Include Regulation of Genes Related to Neurodegeneration. Neuromolecular Med,

2018. 20(3): p. 363-375.

Dursun, E., D. Gezen-Ak ve S. Yilmazer, A novel perspective for Alzheimer’s disease: vitamin D receptor suppressiyon by amyloid-beta and preventing the amyloid-beta induced

alterations by vitamin D in cortical neurons. ] Alzheimers Dis, 2011. 23(2): p. 207-19.

Dursun, E., D. Gezen-Ak ve S. Yilmazer, Beta amyloid suppresses the expressiyon of the vitamin d receptor gene and induces the expression of the vitamin d catabolic enzyme gene

in hippocampal neurons. Dement Geriatr Cogn Disord, 2013. 36(1-2): p. 76-86.

Dursun, E., D. Gezen-Ak ve S. Yilmazer, A new mechanism for amyloid-beta induction of iNOS: vitamin D-VDR pathway disruption. J Alzheimers Dis, 2013. 36(3): p. 459-74.

endogenous reference genes for normalization. Kullanilan primer
ve problar su seksldedir: JUN: ENSG0O0000177606,6, UPL probe #41
Roche, 04688007001); FOS: ENSG00000170345,9, UPL probe #46
Roche, 04688066001); ATF2:ENSG00000115966,16, UPL probe #65
Roche, 4688643001); ATF4:ENSG00000128272,14, UPL probe #76
Roche, 04688996001); RELA: ENSG00000173039,18, UPL probe #21
(Roche, 04686942001); NFKB: ENSG00000109320,11, UPL probe
#22 (Roche, 04686969001); SMAD3:ENSG00000166949,15, UPL
probe #22; STATT:ENSG00000115415,18, UPL probe #1 (Roche,
04684974001), STAT3:ENSG00000168610,14, UPL probe #65 and
SPT:ENSG00000185591,9, UPL probe #12 (Roche, 04685113001). Prime
dizileri Ek Materyal 1'de verilmistir. PCR'ler daha 6nceki ¢alismalarda
oldugu gibi ve ug teknik tekrar ile gerceklestirilmistir (11,18).

Statistical Analysis

Hedef genlerin bagil ifade diizeyleri ACt=2(Housekeeping genlerin geometrik ortalamasi - Cthedef
een) formiili kullanilarak belirlendi. Her grup icin ham verileri analiz etmek
icin Graphpad Prism 8 kullanildi. Veriler tek yonlit ANOVA kullanilarak
karsilastirildi ve sonrasinda verilerin normal dagim gosterdigi ve elde
edilen standart sapmalar (SD) arasindaki farkin anlamli olmadigi durumda
Tukey-Kramer coklu karsilastirma testi uygulandi. Veriler normal dagilima
sahip olmadiginda veya SD'ler arasindaki fark anlamli oldugunda verileri
karsilastirmak icin Kruskal-Wallis testi kullanildi ve ardindan Dunn’'in
coklu karsilastirma testi uygulandi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Veriler ortalama (SD) olarak verildi. insan &rneklerine ait tim veriler
Bagimsiz Orneklemler t-Testi ile analiz edildi. Verilen p degerleri 2 kuyruklu
anlamliigr temsil eder. Varyanslarin ve ortalamalarin esitligi, Levene'nin
Varyanslarin Esitligi Testi ve Ortalamalarin Esitligi icin t-Testi ile kontrol
edildi. Cinsiyet dagiimi IBM Sosyal Bilimlerde istatistik Paket Programi
(SPSS) surtim 24.0 programi kullanilarak Ki-kare (?) analizi ile analiz edildi.

Protein-Protein Interaction and Pathway Analysis

Potansiyel PPI'lar, tahmin edilen bir protein-protein etkilesim agi olan
STRING ile analiz edildi (https://string-db.org/) (20), APP ve hedef TFlerin
yolak analizi, insan biyolojisindeki yolaklarin ve reaksiyonlarin diizenlenmis
bir veritabani olan Reactome Pathway Browser 3,7 ile yapildi (21).

BULGULAR

Hiicre Kiiltiirlerinde mRNA Ekspresyon Diizeylerindeki Degisiklikler
Uygulamalarin 24. saatinde, uygulama yapilmayan hucrelere kiyasla
0,09 uM AB1-42 uygulanan hiicrelerde JUN, FOS ve SP1 ekspresyonlari
artti (sirastyla p<0,01, p<0,0001 ve p<0,0001), 10 uM AB1-42 uygulanan
hiicrelerde ise JUN, NFKB ekspresyonu artarken STATT ekspresyonu azaldi
(sirastyla p<0,05, p<0,0001 ve p<0,001). Uygulamalardan 48 saat sonra,
FOS, STAT1, STAT3, ATF2 ve SP1'in ekspresyon diizeyleri 10 uM AB1-42
grubunda yukseldi (sirastyla p<0,01, p<0,0001, p<0,01, p<0,01 ve p<0,0001),
RELA ve NFKB ise 0,09 uM AB1-42 grubunda azaldi (sirasiyla p<0,01 ve
p<0,0001). 72. saatte, uygulama yapilmayan hticrelere kiyasla 0,09 uM AB1-
42 uygulanan hiicrelerde RELA, STAT1, STAT3, ATF2 ve SP1 ekspresyonlari
daha dustktu (sirastyla p<0,0001, p<0,01, p<0,05, p<0,0001 ve p<0,01) ve 10
uM AB1-42 uygulanan hicrelerde JUN, STAT1, ATF2 ve SP1 ekspresyonlari
daha dustktu (sirastyla p<0,01, p<0,01, p<0,0001 ve p<0,001) ancak ATF4
ve NFKB ekspresyonlari daha yutksekti (sirasiyla p<0,001 ve p<0,01) (Sekil
1). Sitotoksisite sonuglari Ek Materyal 2'de verilmistir.

insan Ornekleri

Saglikh bireyler ile AD vakalar arasinda ortalama yas veya cinsiyet
dagiimi agisindan anlamh bir fark gortlmedi (p>0,05). Alzheimer
hastaligl vakalarinin MMSE puanlari saglikli bireylere kiyasla anlaml
derecede dusuktti (p<0,0001). Tum gruplarin demografik 6zellikleri Tablo
2'de verilmistir.

Alzheimer hastaligi vakalarinda AB1-42'nin ortalama + SS'si 450,0+154,0
pg/ml, pTau (181) 93,3+38,2 pg/ml ve tTau 631,0+225,4 pg/ml olarak
bulundu. AT (N) siniflandirmasi, daha 6nce verdigimiz gibi A (Ap1-42):
813 pg/ml, T (pTau181): 52 pg/ml ve (N) (tTau): 375 pg/ml icin kesme
degerlerine gore belirlendi (22). Buna gére AD vakalarinin AT (N)
dagiimlan su sekilde belirlendi: A+ (%100,0), A- (%0); T+ (%84,0), T-
(%16,0); (N)+ (%92,0), (N)- (%8,0). Saglikli bireylerde plazma pTau217'nin
ortalama * SS'si 0,16£0,08 pg/ml idi. Saghkli kontrol grubundaki her
bireyde konsantrasyon 0,66 pg/ml'den disiiktli ve bu da amiloid beta
patolojisinin olmadigini gésteriyordu (%100 A-).
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insan o6rneklerinde transkripsiyon faktorleri JUN, FOS ve Protein Etkilesimleri ve Yolaklari
RELA'nin mIRNA ekspresyon duzey!erl ) STRING analizi, APP'nin Jun (Birlesik Skor: 0,790), Fos (Birlesik Skor:
UN ve RELAnin mRNA ekspresyon duzeyleri AD vakalarindan alinan 0,543), RelA (Birlesik Skor: 0,552), NF-xB (Birlesik Skor: 0,870), STATT

kan 6rneklerinde saglikli bireylere kiyasla anlamli derecede yiiksekti o o . 3
(sirastyla p=0,0001 ve p=0,001). FOS'un mRNA ekspresyon diizeyleri AD (Birlesik Skor: 0,483) ve STAT3 (Birlesik Skor: 0,753) ile dogrudan

vakalarinda nispeten yiiksek olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli  etkilesime girebilecegini gostermistir (Sekil 2). Reactome analizi, APP
degildi (Tablo 2). ve hedef TFlerin, 6zellikle bagisiklik sistemi ve sinyal iletim yolaklariyla

Tablo 2. Kohortun demografik 6zellikleri ve JUN, FOS, RELAnin goreceli mRNA ekspresyon dizeyleri

Saghikl bireyler (n=23) AD (n=25) p Value
Yas (y1l) *64,44+6,89 67,64+10,71 p>0,05
Baslangig yasi (y1l) - 62,36+9,49 -
Cinsiyet: Disi (F); Erkek (M) (%) F (%56,5); M (%43,5) F (%56,0); M (%44,0) p>0,05
MMSE 29,20+0,77 17,00£7,79 p<0,001
CSF AB1-42 (pg/ml) - 450,0£154,0 -
CSF pTau181 (pg/ml) - 93,3£38,2 -
CSF total Tau (pg/ml) - 631,0£225,4 -
Plazma ALZpath p-Tau 217 (pg/ml) 0,16+0,08 - -
A A+ (%0), A- (%100,0) A+ (%100,0), A- (%0);
T - T+ (%84,0), T- (%16,0);
(N) - (N)+ (%92,0), (N)- (%8,0)
JUN mRNA ekspresyonu 0,83+0,35 2,19+1,65 p=0,0001
FOS mRNA ekspresyonu 37,10+20,07 48,47+32,63 p=0,15
RELA mRNA ekspresyonu 2,61+0,48 3,18+0,68 p=0,001

Alzheimer hastaligi olgularinin AT (N) siniflandirmasi, daha 6nce tanimlandigi sekilde A (AB1-42) icin 813 pg/ml, T (pTau181) icin 52 pg/ml ve (N) (tTau) igin 375 pg/ml kesme
degerlerine gore belirlenmistir. Saglikl kontrol grubunun amiloid patolojisi (A), plazma ALZpath p-Tau 217 igin 0,66 pg/ml kesme degerine gore belirlenmistir. Tiim veriler Bagimsiz
Orneklem t-Testi ile analiz edilmistir. Verilen p degerleri cift yonli anlamlilig temsil etmektedir. Varyans ve ortalama esitligi, Levene'in Varyans Esitligi Testi ve Ortalama Esitligi icin
t-testi ile kontrol edilmistir. Cinsiyet dagilimi Ki-kare (x?) testi ile analiz edilmistir. istatistiksel olarak anlamli degerler kalin olarak gdsterilmistir. AD: Alzheimer hastalig).

B iliskili Reaktom Yolaklar
- Senesens iligkili sekretuvar fenotip (SASP)
- Fosforile jukstamembran, ekstraseliiler ve kinaz g6lgesi KIT mutantlar1 ile sinyallesme
- Hastalikt i¢i KIT ile sinyallesme
- TRAF6 aracili NF-kB aktivasyonu
- TLR7/8 veya 9 aktivasyonu sonras1t TRAF6 aracili NF-kB ve MAP kinaz uyarilmasi
- Plazma membraninda MyD88 kaskadinin baglatilmast
- Toll Benzeri Reseptér 10 (TLR10) Kaskad1
- Toll Benzeri Reseptor 5 (TLR5) Kaskadi
- Ensdozom iizerinde MyD88 bagimli kaskadin baslatilmasi
- EDA-ID’ye yol agan IkBA varyantlar1

Metabalism,
of RNA
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Sekil 2. PPI ve yolak analizi (A: STRING analizi APP'nin Jun, Fos, RelA, NF-xB, STAT1 ve STATS3 ile iliskili oldugunu gostermektedir; B: ilk 10 ilgili Reactome yolaklari (bkz. Ek Materyal
3); C: Genel Reactome yolaklari).
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iliskili olabilecegini ortaya koymustur. Yolaklar ve yanlis kesif orani (FDR)
skorlari Sekil iki ve Ek Materyal 3'te sunulmaktadir.

TARTISMA

Ap'nin transkripsiyonel etkileri, arastirmacilar AD'nin altinda yatan
molekiler mekanizmalari anlamaya calisirken son yillarda ortaya ¢ikan
bir arastirma alani haline gelmistir. Biz ve digerleri, Ap'nin nukleusa
tasinabilecegini (10,23) ve DNAya baglanabilecegini (7,24) gosterdik. Bu
bulgular, AB'nin kendisinin bir TF olarak hareket edip etmedigi konusunda
sorulari giindeme getirmistir. Ote yandan, Ap'nin bircok genin ifadesini
degistirdigini gosteren calismalarin varligi g6z o6niine alindiginda,
Ap'nin bu genleri dogrudan duzenlemek yerine genel TFlerin ifadesini
duzenleyerek bu kadar cok sayida geni etkileme olasiligini &ne strdik.

TFler gen ifadesinin temel dizenleyicileridir. TFler, gelisim, hicre
boltinmesi, farklilasma, hiicre metabolizmasi ve bagisiklik tepkisi dahil
olmak tzere cesitli sinyal yolaklarini ve hicresel surecleri dizenler. (25).
Jun (c-Jun, JunB ve JunD) ve Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 ve Fra-2) proteinleri,
noronal hayatta kalma ve 6lumiina kontrol eden aktivator protein-1 (AP-
1) kompleksinin baslica bilesenleridir. (26-30). c-Jun, nérodejenerasyon
veya noroproteksiyonla sonuglanabilen ikili bir tepkiye aracilik eden
c-Jun N-terminal kinazinin (JNK) ana niklear substratidir. (31). Alzheimer
hastaligina sahip bireylerin hipokampusiinde CA1 bolgesinde artmis
c-Jun protein seviyeleri bulundu (32). Benzer sekilde biz de AD vakalarinin
periferik kan orneklerinde saglkli bireylere kiyasla daha yuksek JUN
mRNA seviyeleri bulduk. In vivo AD modelinde, Ap uygulanan sicanlar ve
primer astrositlerde, total c-Jun seviyesinin degismeden kaldig, fosforile
c-Jun seviyesinin ise arttig gosterildi (33).

Jun'un induklenebilir nitrik oksit sentazi (iNOS) (34,35), sinir buyume
faktorunu (NGF) (36), ve VDRYyi (37) duzenledigini ve APP'nin promotor
dizisine baglandigini gosteren calismalar vardir (38), biz de Onceki
calismalarimizda her birinin ifade duzeylerinin Ap1-42 tedavisiyle
degistigini gosterdik (11-13,18). Bu ¢calismada ise JUN'un ifade duizeyinin
AB tedavilerine yanit olarak doza ve zamana bagli bir sekilde degistigini
gozlemledik.

c-Fos'un nérodejenerasyona karsi koruyucu bir rol oynadigi ve néronal
aktivasyonun bir gostergesi olarak kabul edildigi 6ne surilmistir
(39). APP'nin, APP-transgenik farelerde c-Fos'un diizenlenmesinde rol
aldigr gosterilmistir (40). Baska bir ¢alisma, hem c-Fos hem de c-Jun'un
Alzheimer hastalarinin hipokampusunda yogun immiin isaretleme
gosterdigini ortaya koymustur (41). Bununla birlikte, c-Fos'un AD
patofizyolojisindeki roliintin altinda yatan spesifik mekanizma belirsizdir.
Calismalar, c-Fos'un iNOS (34,35) ve NGF (36) gibi, AD ile iliskili oldugu
bilinen ve 6nceki calismalarimizda AB1-42 uygulamasiyla dizeylerinin
degistigi gosterilen genleri  dizenleyen TFlerden biri oldugunu
gostermistir (11,18). Calismamizda AB uygulamalarina yanit olarak FOS
ekspresyon dizeylerinde anlamh degisiklikler gézlemledik; bu durum,
AD'de FOSa bagiml genlerdeki degisimlerin kok faktorlerinden biri
olarak degerlendirilebilir. Alzheimer hastaligi olgularinda goreceli olarak
yuksek FOS mRNA ekspresyonu gozlemledik, ancak bu istatistiksel olarak
anlamli degildi. Atf2 ve AtfA'de AP-1 kompleksinin Uyeleridir ve basic
region-leucine zipper ailesine aittir. Calismalar, Atf2'nin gelisim sirasinda
néronal gocte rol aldigini ve ayrica sinir hiicresi 6lumunu tesvik ettigini
gostermistir (42). Alzheimer hastalarinin beyinlerinin hipokampusunda
Atf2 ekspresyonunun azaldigi bulunmustur (42). Yamada ve ark.,
Atf2'nin Alzheimer hastalarinin kortikal néronlarinin sitoplazmasinda
lokalize oldugunu gostererek Atf2'nin niikleer tasinmasinin engellenmis
olabilecegini, bunun da AD'nin erken patolojik degisiklikleriyle iligkili
olabilecegini 6ne strmustir (43). Calismamizda ATF2 ekspresyon
duzeyinin 48. saatte 10 uM AB1-42 uygulamasiyla arttigini, ancak
72. saatte 0,09 UM AB1-42 ile azaldigini gozlemledik. Atf4, gelisim,
metabolizma ve bellek olusumu icin gereklidir (44). Alzheimer hastalarinin
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beyinlerinin korteksinde Atf4 protein diizeyinin yas eslestiriimis kontrollere
gore 1,9 kat arttigi bildirilmistir (45). Atf4 ekspresyon diizeylerinin AD
transgenik farelerde arttigi gosterilmistir (46). Calismamizda, 72. saatte
10 uM AB1-42 uygulamasi sonrasinda ATF4 ekspresyon diizeyinde artis
bulduk. Atf4'in, AD patolojisindeki nérodejeneratif sinyalin bir aracisi
oldugu 6ne surtlmustur (47). Bazi ¢alismalar, AD'nin Atf4 aracili anormal
gen ekspresyonu duzenlenmesi ile iliskili oldugunu o6ne stirmektedir
(44). Geng ve ark., AD igin risk faktori olan APOE'nin promotoru ile Atf4
arasinda bir etkilesim bulmustur. Ayrica, Atf4 asir ekspresyonunun APOE
ekspresyonunu artirdigini, Atf4'tin susturulmasinin ise genin ekspresyonunu
azalttigini géstermislerdir (48). Calismamizda AB maruziyetine yanit olarak
c-Jun, c-Fos, Atf2 ve ATF4 ekspresyonunda gézlenen anlamli degisiklikler,
AD tipi patolojide néronal hayatta kalimi ve 6limu kontrol eden AP-1
kompleksinde olasi bir diizensizlige isaret edebilir.

Nukleer faktor-kappa B (NF-xB), bes farkli proteinin: p50, p52, RelA (p65),
RelB ve c-Rel'in birlesmesiyle olusur (49). NF-xB, merkezi sinir sisteminde
hedef genleri pleiotropik bir sekilde dizenleyerek hem patolojik
nérodejeneratif surecleri hem de normal islevi kontrol eder (50). NF-xB
faktorleri, enflamasyon ve apoptozisin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynar ve ayrica gesitli nérodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisini ve
beyindeki sistemik yaslanmanin programlanmasini etkiler (51,52). RelA
alt birimi ve post-transkripsiyonel modifikasyonlari, Ap toksisitesinin
indukledigi noérodejenerasyonun baslatiimasinda &nemli  bir role
sahiptir (50). Arastirmacilar, farelere ve makaklara AB enjeksiyonunun
hipotalamusta NF-xB duzeylerini artirdigini bulmuslardir (53). Ayrica,
NF-xB'nin duizensizligi AD beyninde nérodejenerasyon mekanizmalariyla
iliskilendirilmistir (54). Baska bir calisma, AB1-42'nin, enflamasyonun
baslica aracisi olan prostaglandin E2'nin ve prostaglandin sentezinin
temel enzimlerinden biri olan siklooksijenaz-2'nin sentezini, insan
astrositoma hticrelerinde NF-xB'ye bagimli bir mekanizma yoluyla
uyardigini gostererek AB1-42 ile NF-kB arasinda bir baglanti oldugunu
dusundurmastar (55). Mevcut calismamiz, 0,09 uM AB1-42 ile hem 48
saatte hem de 72 saatte yapilan muamele sonrasinda RELA ekspresyon
diizeylerinin azaldigini, NFKB ekspresyon diizeylerinin ise 10 uM Ap1-42
uygulamasiyla 24 saatte arttigini géstermistir. Ote yandan, AD olgularinda
saglikli bireylere kiyasla daha ytiksek RELA diizeyleri bulduk.

Smad3, transforming growth factor-p (TGF-B) sinyal yolunun temel hiicre
ici araci faktoradur (56). Smad sinyallemesi, makrofaj fagositozundaki kritik
roluyle bilinmektedir. Smad2/3 sinyallemesi inhibe edilen makrofajlar, AB'y1
fagosite etme konusunda artmig bir yetenek sergiler (57). AB'nin makrofaj
fagositozundakirolt, primer hiicrekiilttrlerinde ve AD hayvan modellerinde
de dogrulanmistir (58). ilging bir sekilde, AD'de yumak iceren néronlarda
Smad3'ln azalmis nukleer lokalizasyonu go6zlenmisken, sitoplazmik
Smad'larin tau ile iliskisi diger nérodejeneratif hastaliklarda gosterilmistir
(59). Mevcut calismada, 48 saatte 10 uM AB1-42 uygulamasiyla SMAD3
mRNA ekspresyon diizeyinde bir artis gézlemledik.

Sinyal transduserleri ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT) faktorleri,
sitokinlerin, blytme faktorlerinin ve hormonlarin etkilerini iletir ve hiicre
proliferasyonu, farklilasma, apoptoz ve gelisim déhil bircok hticresel stireci
duzenler (60,61). STAT ailesi iyeleri arasinda STAT1, 3, bes ve 6'nin beyinde
degisken dizeylerde eksprese edildigi bilinmektedir (62,63). Bir calisma,
STATT'in saglikli bireylere kiyasla AD hastalarinda daha bol bulundugunu
bildirmistir (64). AB'nin hipokampal néronlarda JAK2/STAT3 yolunu
bozarak hafiza bozukluklarina yol actigi éne siirilmistir. Ote yandan,
calismalar hem AD fare modellerinde hem de AD hastalarinin hipokampal
néronlarinda fosfo-STAT3 diizeyinin azaldigini (65) ve AD beyinlerinin
néronlarinda niikleer STAT3 duzeylerinin zayifladigini géstermistir (66).
STATT'in APP ve iNOS ekspresyonunu diizenledigi (67,68), STAT3'Un ise
VDR ile etkilesime girdigi gosterilmistir (69). Calismamizda hem STAT1
hem de STAT3 ekspresyonlarinin AR maruziyetine yanit olarak degistigini
gozlemledik.
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Sp1'in daha 6nce bircok AD ile iliskili genin (70) ki bunalar arasinda
APP (71), BACET (72), PSENT (73), APOE (74) ve GRINT (75) de yer
almaktadir ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir; biz de AB1-42'nin bu
genlerin ekspresyon dizeylerini degistirdigini daha 6nce gostermistik
(13). Transkripsiyon faktérleri Sp1 ve AP-1'in koordine kontroltnin,
norodejenerasyonun tedavisi icin uygulanabilir bir yéntem olabilecegi
6ne surtlmustir (76). Birgok calisma AD'de Sp1 duzensizligi bulmustur
(77). Cao ve ark/na gore Sp1, ayni anda néronal apoptoza katkida
bulunabilir ve Alzheimer hastalarinda néronal 6lima hizlandirabilir (78).
Mevcut calismada, 24 saatte 0,09 uM AB1-42 uygulamasi sonrasinda SP1
ekspresyon diizeyinin arttigini, 72 saatte ise azaldigini gosterdik.

Sonug olarak, bulgularimiz JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NFKB, SMAD3,
STAT1, STAT3 ve SPT'in ekspresyon duzeylerinin AB1-42 uygulamasina
yanit olarak degistigini ve bu degisikliklerin uygulamanin dozu ve
stiresine bagl olarak farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica,
JUN ve RELA ekspresyon diizeylerinde AD olgularinda anlamli bir artis
gozlenmis olup, genel transkripsiyon faktoriindeki olasi bir degisikligin
insan orneklerinde de dogrulandigi gérilmustir. Dahasi, yakin zamanda
yayimladigimiz bir ¢alisma, Jun, Fos ve RELA tarafindan diizenlenen
Mitokondriyal Fosfoenolpiruvat Karboksikinaz 2'nin AD olgularinin beyin
omurilik sivisinda anlamli derecede azaldigini géstermistir (79). Onceki
calismalarimizda bircok hedef genin ekspresyon diizeylerinin degismis
oldugunu gostermis olmamiz, bu ¢alismada ilgili TFleri incelememizin
temel gerekgesini olusturmaktadir. Mevcut calisma, AD'de goriilen bu gen
ekspresyon degisikliklerinin, TFlerdeki degisiklikleri iceren daha genel bir
duizensizligin sonucu olabilecegini gostermektedir. Bir diger olasilik ise,
Ap iceren bir DNA-TF kompleksinin diizenleyici bir bilesen olarak gorev
yapmasidir; burada DNAya baglanan bir proteinin baglanma suresini
degistiren herhangi bir faktor, gen duizenlenmesini etkileyebilir (80). Bir
TF proteininin hiicresel konsantrasyonu transkripsiyon etkinligine katkida
bulunabilir (81). Bu 6neri, TFlerin ekspresyon dizeylerinin hiicre davranisi
acisindan dnemini ve AB ile olasi iliskisini de gostermektedir. Veriler, AB1-
42'nin genel TFlerin ekspresyonunu degistirerek gen ekspresyonunun
duzenlenmesinde rol oynayabilecegini ve enflamasyon, immin yanit,
farkllasma, apoptoz ve hiicre biylmesi gibi bircok hiicresel sureci
etkileyebilecegini dustindirmektedir. Bununla birlikte, bu hipotezin AB-
DNA veya AB-TF etkilesim mekanizmalari Gizerinden yapilacak daha ileri
calismalarla dogrulanmasi uygun olacaktir.
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