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Giriş ve Amaç: Alzheimer hastalığı (AD) patolojisinin bir özelliği olan amiloid 
beta (Aβ) ile ilişkili global gen ekspresyonu değişiklikleri göz önüne alındığında, 
bu çalışma Aβ’nın spesifik transkripsiyon faktörlerini (TF’ler) düzenlenmesi 
yoluyla gen ekspresyonunu modüle edebilmesindeki potansiyel rolünü 
araştırmayı amaçlamıştır.

Yöntemler: Protein-protein etkileşimi tahmin araçları ve transkripsiyonel 
düzenleyici etkileşimleri veritabanlarının bir kombinasyonunu kullanarak, JUN, 
FOS, ATF2, ATF4, RELA, NF-κB, SMAD3, STAT1, STAT3 ve SP1’i Aβ1-42 ile ilişkili 
yollarda yer alabilecek potansiyel aday TF’ler olarak belirledik. Daha sonra, 
Aβ’nin bu TF’ler üzerinde doğrudan bir etkisini göstermek için in vitro çalışmalar 
ve insan örneklerinde seçilmiş TF’lerde herhangi bir değişikliği araştırmak için 
bir vaka-kontrol çalışması yürüttük. İn vitro çalışmalara 0,09 µM ve 10 µM 
Aβ1-42 uygulanan HEK293 T hücreleri kullanıldı. Transkripsiyon faktörlerinin 
ekspresyon düzeyleri qRT-PCR ile değerlendirildi. En yüksek PPI puanlarına 
sahip olan seçilmiş hedef TF’lerin, yani JUN, FOS ve RELA’nın mRNA ekspresyon 
düzeyleri, çekirdek Alzheimer hastalığı (AD) beyin omurilik sıvısı (CSF) 
biyobelirteci ile doğrulanmış AD vakalarından ve plazma ALZpath pTau217 ile 
doğrulanmış sağlıklı kişilerden alınan kan örneklerinde de araştırıldı.

Bulgular: In vitro çalışmalar, çoğu TF’nin mRNA ekspresyonunun Aβ dozu veya 
uygulama süresi bağlı olarak değiştiğini gösterdi. JUN, FOS, NFKB ve SP1 mRNA 
ekspresyonu artarken, STAT1 ve ATF2 en az bir doz Aβ uygulamasından sonraki 
24 saat içinde azaldı. Kırk sekiz saatlik uygulamada FOS, STAT1, STAT3, ATF2 ve 
SP1 daha yüksekti, buna karşılık RELA, SMAD3 ve NFKB Aβ uygulanan gruplarda 
daha düşüktü. Yetmiş iki saatte ATF4 ve NFKB ekspresyonları yüksekti, buna 
karşın JUN FOS, RELA, STAT1, STAT3, ATF2 ve SP1 Aβ uygulanmış gruplarda 
düşüktü. İnsan örnekleri, JUN ve RELA’nın mRNA düzeylerinin AD vakalarından 
alınan kan örneklerinde sağlıklı bireylere göre anlamlı derecede daha yüksek 
olduğunu gösterdi.

Sonuç: Aβ maruziyetine yanıt olarak TF’lerin ifade düzeylerindeki değişiklikler, 
bu TF’lerin düzenlediği genlerin ifade düzeylerindeki değişiklikleri açıklayabilir. 
Bu bağlamda, Aβ’nin transkripsiyonel etkilerinin ve TF’ler üzerindeki 
düzenleyici rolünün anlaşılması, Aβ’nin fizyolojik rolleri ve AD patogenezinin 
altında yatan moleküler yolaklar hakkında yeni bir bakış açısı sağlayabilir.

Anahtar Sözcükler: Aβ1-42, Alzheimer hastalığı, transkripsiyon faktörleri, 
ALZpath pTau217, CSF

ÖZ

Introduction: Given the global gene expression alterations associated with 
amyloid beta (Aβ), 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-κB, SMAD3, STAT1, STAT3, and SP1 as potential 
candidate TFs that might be involved in Aβ1-42 related pathways. We then 
conducted in vitro studies to demonstrate a direct effect of Aβ 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 µM 
and 10 µM Aβ1-42. The expression levels of the TFs were assessed by qRT-PCR. 
The mRNA expression levels of selected target transcription factors that have 
the highest PPI 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 ALZpath 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 Aβ or the period of treatments. JUN, FOS, 
NFKB, and SP1 mRNA expression were increased, while STAT1 and ATF2 were 
decreased within 24 hours of at least one dose of Aβ treatment. At 48 hours 
of treatment, FOS, STAT1, STAT3, ATF2, and SP1 were higher, whereas RELA, 
SMAD3, and NFKB were lower in Aβ-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 Aβ 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 Aβ 
exposure may explain the alterations of the expression levels of genes that 
these TFs regulate. Given that, understanding the transcriptional effects of Aβ 
and its regulatory role on TFs may provide a perspective for the physiological 
roles of Aβ and the molecular pathways underlying AD pathogenesis.

Keywords: Aβ1-42, Alzheimer’s disease, transcription factors, ALZpath pTau217, 
CSF
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GİRİŞ
Amiloid beta (Aβ), transmembran bir protein olan amiloid prekürsör 
proteininin (APP) proteolitik olarak parçalanmasıyla oluşan bir üründür (1). 
Beyinde Aβ birikimiyle oluşan çözünmez plaklar, Alzheimer hastalığının 
(AD) temel belirteçlerinden biri olarak kabul edilir. Aβ’nın, nihayetinde 
nöron dejenerasyonuna ve AD ile ilişkili bilişsel gerilemeye yol açan bir dizi 
olaya katkıda bulunduğu düşünülmektedir. Aβ’nın nöronal sinyalleşmeyi 
bozduğu, sinaptik plastisiteyi engellediği, nöroenflamasyon ve oksidatif 
stresi artırdığı gösterilmiştir. Ayrıca Aβ’nın tau hiperfosforilasyonunu 
indüklediği ve bunun da AD’nin bir diğer belirteci olan nörofibriler 
yumakların gelişimine yol açtığı bilinmektedir (1–6). Son bulgular, Aβ’nın 
normal fizyolojik koşullar altında da önemli işlevleri olabileceğini; sinaptik 
plastisite, nöronal gelişim, nöronal sağkalım, iyon kanallarının oluşumu, 
kinaz aktivasyonu ve kolesterol taşınımının düzenlenmesi gibi süreçlerde 
rol oynadığını göstermektedir (7,8).

Aβ’nın fizyolojik ve patolojik koşullardaki rolleri tam olarak anlaşılmamış 
olsa da, Aβ’nın beyindeki gen ekspresyonu üzerinde belirgin etkileri 
olduğu bilinmektedir. Aβ’nın enflamasyon, oksidatif stres ve sinaptik 
işlevlerle ilişkili birçok genin ekspresyonunu değiştirdiği gösterilmiştir. 
Bu değişiklikler, AD’de görülen sinaptik işlev bozukluğu, nöronal ölüm ve 
bilişsel gerilemeye yol açmaktadır. Ayrıca çalışmalar, Aβ1-42’nin çekirdekte 
bulunduğunu ve DNA ile etkileşime girebildiğini göstermiştir (7,9,10). Biz 
ve diğer araştırmacılar, Aβ1-42’nin; amiloidogenezle ilişkili genleri (APP, 
BACE1, PSEN1 ve PSEN2), tau patolojisiyle ilişkili genleri (TAU, GSK3β 
ve CDK5), öğrenme ve bellekle ilişkili genleri (GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, 
GRIN2C, GRIN2D ve GRIN3A), AD ile ilişkili genleri (APOE ve TREM2), 
kolekalsiferol yolak genlerini (VDR, CYP24A1, CYP27B1) ve kalsiyum 
metabolizmasıyla ilişkili genleri (CACNA1C) transkripsiyonel düzeyde 
düzenleme potansiyeline sahip olduğunu göstermiştir (7,9–13). Bu genler 
arasında VDR ve Aβ1-42 ilişkisi özellikle dikkat çekmiştir; çünkü VDR’nin 
mitokondriyal bir transkripsiyon faktörü (TF) olduğu kanıtlanmıştır 
(14,15). Bu bilgiler ışığında temel sorularımız şunlardı: 1) Bu değişim, 
Aβ’nın gen ekspresyonu üzerindeki doğrudan etkisine mi bağlıdır? 2) 
Aβ maruziyeti sonucunda genel TF’lerin ekspresyonlarında meydana 
gelen değişikliklerden mi kaynaklanmaktadır? 3) Aβ ile TF’ler arasındaki 
olası bir etkileşimden mi ileri gelmektedir? Bu olasılıklara dayanarak 
öncelikle, Aβ1-42’nin prekürsör proteini olan APP ile etkileşime girme 
potansiyeli bulunan proteinleri FpClass protein-protein etkileşim (PPI) 
tahmin programı kullanarak in silico olarak analiz ettik. APP’nin yüzün 
üzerinde TF ile etkileşime girebildiğini belirledik (16). Daha sonra, Aβ1-
42’nin etkilediğini daha önce gösterdiğimiz genleri düzenleyen TF’leri (5) 
tanımlamak için TRRUST v2 veri tabanını kullandık (11–13). Son olarak 
bu TF’leri APP ile etkileşime giren TF setiyle karşılaştırdık. En yüksek PPI 
skoruna sahip TF’leri Aβ peptidinden etkilenebilecek aday TF’ler olarak 
belirledik: Jun, Fos, activating transcription factor 2 (Atf2), activating 
transcription factor 4 (Atf4), RelA, nuclear factor kappa B (NF-κB), Smad3, 
signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1), signal transducer 
and activator of transcription 3 (STAT3) ve Sp1 (5). İkinci soruya yanıt 
aramak amacıyla, bu çalışmada farklı dozlarda Aβ1-42 uygulamalarına 

yanıt olarak ilgili TF ekspresyonlarındaki olası değişiklikleri in vitro olarak; 
ayrıca en yüksek PPI skoruna sahip seçilmiş TF’lerin ( Jun, Fos ve RelA) 
ekspresyon düzeylerini çekirdek AD CSF biyobelirteçleri ile doğrulanmış 
AD olgularının kan örneklerinde ve plazma ALZpath pTau217 ile 
doğrulanmış sağlıklı bireylerde incelemeyi amaçladık.

YÖNTEM

Aβ1-42 Tarafından Düzenlenebilecek Aday TF’lerin Belirlenmesi
Önceki çalışmamızda APP için 1133 partner belirlenmişti (16). Bu veri 
TRRUST v2 veri tabanı (17), ile yeniden analiz edilerek FpClass aracı ve 
TRRUST verileri birleştirildi ve 17 TF in silico olarak tanımlandı (5). Bu 
çalışmada, en yüksek puana sahip 10 TF’nin ( Jun, Fos, Atf2, Atf4, RelA, 
NF-κB, Smad3, STAT1, STAT3 ve Sp1) (Tablo 1) Aβ1-42 tedavilerine verdiği 
yanıt in vitro olarak; en yüksek PPI skoruna sahip seçilmiş TF’lerin ( Jun, 
Fos ve RelA) düzeyleri ise AD olguları ve sağlıklı bireylerde incelenmiştir.

Hücre Kültürü ve Aβ1-42 Uygulamaları
HEK293T hücreleri (ATCC, CRL-3216), %10 FBS içeren DMEM ortamında 
altı kuyucuklu plakalara %10 yoğunlukta ekildi ve 37°C’de, %5 CO

2
 içeren 

inkübatörde kültüre edildi. Ortam 2–3 günde bir yenilendi. Aβ1-42’nin 
fizyolojik ve toksik koşullar altındaki etkilerini değerlendirmek amacıyla, 
önceki yayınlarımız ve laboratuvar bulgularımız doğrultusunda bir 
toksik olmayan doz ve bir maksimum toksik doz kullanıldı. Hücreler, 
yoğunlukları %70–80’e ulaştığında Aβ1-42 (Millipore AG912) ile muamele 
edildi. Peptit daha önce tanımlanan şekilde PBS içinde çözüldü (11,18). 
HEK293T hücreleri 0,09 µM veya 10 µM Aβ1-42 ile 24, 48 veya 72 saat 
inkübe edildi. Uygulamadan sonra ortam değiştirilmedi. Üç bağımsız 
deney gerçekleştirildi. Sitotoksisite, üretici talimatlarına uygun olarak 
Cytotoxicity Detection kiti (Roche, 11644793001) ile değerlendirildi (11). 
Her örnek üç teknik tekrar içeriyordu.

AD Olguları ve Sağlıklı Bireyler
Bu çalışmaya, çekirdek AD CSF biyobelirteçleri ile doğrulanmış 25 AD 
olgusu ve plazma ALZpath pTau217 ile doğrulanmış yaş uyumlu 23 sağlıklı 
birey dâhil edildi. Lomber ponksiyon invaziv bir işlem olduğundan, CSF 
örneklemesi yalnızca hasta grubunda yapılmış; kontrol grubunda ise 
doğrulama kan biyobelirteci (plazma ALZpath pTau217) ile yapılmıştır. 
Klinik tanı için NIA-AA 2011 kriterleri kullanılmıştır (19). CSF Aβ1-42, total 
tau (t-Tau) ve fosfo-Tau (p-Tau181) ölçümleri Beyin ve Nörodejeneratif 
Hastalıklar Araştırma Laboratuvarı, Sinirbilim Anabilim Dalı, Nörolojik 
Bilimler Enstitüsü, İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa’da gerçekleştirilmiştir. 
Bu laboratuvar, Alzheimer’s Association Quality Control programının aktif 
bir katılımcısıdır. Çekirdek AD biyobelirteçleri FUJIREBIO ELISA kitleri 
kullanılarak üretici protokollerine uygun şekilde ölçülmüştür. Kontrol 
grubunda pTau217 düzeyleri SIMOA-SRX platformu ve Simoa ALZpath 
p-Tau217 Advantage PLUS kiti ile değerlendirilmiştir. Otoimmün, 
enflamatuvar, enfeksiyöz, kronik kalp veya psikiyatrik hastalığı olan; 
belirgin laboratuvar anormallikleri bulunan; diyabet mellitus veya inme 
öyküsü olan bireyler çalışma dışı bırakılmıştır. Ek değerlendirmeler yaş, 
hastalık başlangıcı ve Mini Mental Durum Muayenesi (MMSE) skorlarını 
içermektedir. Tüm katılımcılardan bilgilendirilmiş onam alınmış ve 
çalışma ilgili etik kurul tarafından onaylanmıştır.

mRNA Ekspresyon Analizi
RNA izolasyonu, hücre kültürlerinden PureLink RNA Mini Kit (Thermo 
Fisher, 12183018A) ve K3EDTA’lı kan örneklerinden QIAamp RNA 
Blood Mini Kit (Qiagen, 51303) kullanılarak üretici talimatlarına uygun 
şekilde yapılmıştır. cDNA sentezi, her örnekten alınan sabit miktarda 
RNA (20 ng) ile iScript cDNA sentez kiti (Biorad, 1708891) kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NFKB, SMAD3, STAT1, 
STAT3 ve SP1 mRNA düzeyleri Universal Probe Library (UPL) probları 
ile LightCycler 480 Probe Master Mix kiti (Roche, 04707494001), ve 
LightCycler 480 II cihazı (Roche Applied Biyosystems) kullanılarak 
qRT-PCR ile analiz edilmiştir. ACTB, RPL13A and B2M were used as 

Öne Çıkan Noktalar
•	 Çalışma, Aβ-transkripsiyon faktörleri ilişkisini in vitro ve 

AD vakalarında araştırdı.

•	 Aβ yolakları JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NF-κB, SMAD3, 
STAT1, STAT3, SP1’i içerebilir.

•	 JUN ve RELA mRNA düzeyleri AD vakalarının kan 
örneklerinde belirgin düzeyde artmıştır.

•	 Aβ’ye bağlı TF seviye değişiklikleri, hedef genlerin 
ekspresyon değişikliklerini açıklayabilir.
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endogenous reference genes for normalization. Kullanılan primer 
ve problar şu şekşldedir: JUN: ENSG00000177606,6, 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; STAT1:ENSG00000115415,18, UPL probe #1 (Roche, 
04684974001), STAT3:ENSG00000168610,14, UPL probe #65 and 
SP1:ENSG00000185591,9, UPL probe #12 (Roche, 04685113001). Prime 
dizileri Ek Materyal 1’de verilmiştir. PCR’ler daha önceki çalışmalarda 
olduğu gibi ve üç teknik tekrar ile gerçekleştirilmiştir (11,18).

Statistical Analysis
Hedef genlerin bağıl ifade düzeyleri ΔCt=2(Housekeeping genlerin geometrik ortalaması – Ct hedef 

geni) formülü kullanılarak belirlendi. Her grup için ham verileri analiz etmek 
için Graphpad Prism 8 kullanıldı. Veriler tek yönlü ANOVA kullanılarak 
karşılaştırıldı ve sonrasında verilerin normal dağılım gösterdiği ve elde 
edilen standart sapmalar (SD) arasındaki farkın anlamlı olmadığı durumda 
Tukey-Kramer çoklu karşılaştırma testi uygulandı. Veriler normal dağılıma 
sahip olmadığında veya SD’ler arasındaki fark anlamlı olduğunda verileri 
karşılaştırmak için Kruskal-Wallis testi kullanıldı ve ardından Dunn’ın 
çoklu karşılaştırma testi uygulandı. p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 
edildi. Veriler ortalama (SD) olarak verildi. İnsan örneklerine ait tüm veriler 
Bağımsız Örneklemler t-Testi ile analiz edildi. Verilen p değerleri 2 kuyruklu 
anlamlılığı temsil eder. Varyansların ve ortalamaların eşitliği, Levene’nin 
Varyansların Eşitliği Testi ve Ortalamaların Eşitliği için t-Testi ile kontrol 
edildi. Cinsiyet dağılımı IBM Sosyal Bilimlerde İstatistik Paket Programı 
(SPSS) sürüm 24.0 programı kullanılarak Ki-kare (χ2) analizi ile analiz edildi.

Protein-Protein Interaction and Pathway Analysis
Potansiyel PPI’lar, tahmin edilen bir protein-protein etkileşim ağı olan 
STRING ile analiz edildi (https://string-db.org/) (20), APP ve hedef TF’lerin 
yolak analizi, insan biyolojisindeki yolakların ve reaksiyonların düzenlenmiş 
bir veritabanı olan Reactome Pathway Browser 3,7 ile yapıldı (21).

BULGULAR

Hücre Kültürlerinde mRNA Ekspresyon Düzeylerindeki Değişiklikler
Uygulamaların 24. saatinde, uygulama yapılmayan hücrelere kıyasla 
0,09 μM Aβ1-42 uygulanan hücrelerde JUN, FOS ve SP1 ekspresyonları 
arttı (sırasıyla p<0,01, p<0,0001 ve p<0,0001), 10 μM Aβ1-42 uygulanan 
hücrelerde ise JUN, NFKB ekspresyonu artarken STAT1 ekspresyonu azaldı 
(sırasıyla p<0,05, p<0,0001 ve p<0,001). Uygulamalardan 48 saat sonra, 
FOS, STAT1, STAT3, ATF2 ve SP1’in ekspresyon düzeyleri 10 μM Aβ1-42 
grubunda yükseldi (sırasıyla p<0,01, p<0,0001, p<0,01, p<0,01 ve p<0,0001), 
RELA ve NFKB ise 0,09 μM Aβ1-42 grubunda azaldı (sırasıyla p<0,01 ve 
p<0,0001). 72. saatte, uygulama yapılmayan hücrelere kıyasla 0,09 μM Aβ1-
42 uygulanan hücrelerde RELA, STAT1, STAT3, ATF2 ve SP1 ekspresyonları 
daha düşüktü (sırasıyla p<0,0001, p<0,01, p<0,05, p<0,0001 ve p<0,01) ve 10 
μM Aβ1-42 uygulanan hücrelerde JUN, STAT1, ATF2 ve SP1 ekspresyonları 
daha düşüktü (sırasıyla p<0,01, p<0,01, p<0,0001 ve p<0,001) ancak ATF4 
ve NFKB ekspresyonları daha yüksekti (sırasıyla p<0,001 ve p<0,01) (Şekil 
1). Sitotoksisite sonuçları Ek Materyal 2’de verilmiştir.

İnsan Örnekleri
Sağlıklı bireyler ile AD vakaları arasında ortalama yaş veya cinsiyet 
dağılımı açısından anlamlı bir fark görülmedi (p>0,05). Alzheimer 
hastalığı vakalarının MMSE puanları sağlıklı bireylere kıyasla anlamlı 
derecede düşüktü (p<0,0001). Tüm grupların demografik özellikleri Tablo 
2’de verilmiştir.

Alzheimer hastalığı vakalarında Aβ1-42’nin ortalama ± SS’sı 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) sınıflandırması, daha önce verdiğimiz gibi A (Aβ1-42): 
813 pg/ml, T (pTau181): 52 pg/ml ve (N) (tTau): 375 pg/ml için kesme 
değerlerine göre belirlendi (22). Buna göre AD vakalarının AT (N) 
dağılımları şu şekilde belirlendi: A+ (%100,0), A- (%0); T+ (%84,0), T- 
(%16,0); (N)+ (%92,0), (N)- (%8,0). Sağlıklı bireylerde plazma pTau217’nin 
ortalama ± SS’si 0,16±0,08 pg/ml idi. Sağlıklı kontrol grubundaki her 
bireyde konsantrasyon 0,66 pg/ml’den düşüktü ve bu da amiloid beta 
patolojisinin olmadığını gösteriyordu (%100 A-).

Tablo 1. FpClass aracından ve TRRUSTV2 veritabanından ve ilgili yayınlardan elde edilen verilerin birleştirilmesiyle seçilen transkripsiyon faktörleri†

Transkripsiyon faktörleri
JUN FOS RELA ATF2 SMAD3 NFKB1 ATF4 STAT1 STAT3 SP1

Aβ1-42 
İlişkili Genler

APP + + +

APOE + +

BACE1 + + +

PSEN1 +

PSEN2

GSK3A + +

GSK3B +

GRIN1 + + +

iNOS + + + + +

NGF + +

VDR + + +

CYP24A1

CYP27B1 + +

APP FpClass PPI Skoru 0,8826 0,8826 0,8391 0,7955 0,7895 0,7459 0,7167 0,6906 0,6126 0,5159
Aβ: 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: 1α-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; STAT1: Signal transducer and activator of transcription 1; STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3; VDR: Vitamin D receptor.
†Gezen-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. J 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.
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Şekil 1. Transkripsiyon faktörlerinin mRNA ifade düzeyleri ( JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NFKB, SMAD3, STAT1, STAT3 ve SP1 mRNA’larının 24, 48 veya 72. saatteki göreceli mRNA 
ifade düzeyleri. Veriler ortalama (SS) olarak sunulmuştur. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).
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İnsan örneklerinde transkripsiyon faktörleri JUN, FOS ve 
RELA’nın mRNA ekspresyon düzeyleri
UN ve RELA’nın mRNA ekspresyon düzeyleri AD vakalarından alınan 
kan örneklerinde sağlıklı bireylere kıyasla anlamlı derecede yüksekti 
(sırasıyla p=0,0001 ve p=0,001). FOS’un mRNA ekspresyon düzeyleri AD 
vakalarında nispeten yüksek olmasına rağmen, istatistiksel olarak anlamlı 
değildi (Tablo 2).

Protein Etkileşimleri ve Yolakları

STRING analizi, APP’nin Jun (Birleşik Skor: 0,790), Fos (Birleşik Skor: 

0,543), RelA (Birleşik Skor: 0,552), NF-κB (Birleşik Skor: 0,870), STAT1 

(Birleşik Skor: 0,483) ve STAT3 (Birleşik Skor: 0,753) ile doğrudan 

etkileşime girebileceğini göstermiştir (Şekil 2). Reactome analizi, APP 

ve hedef TF’lerin, özellikle bağışıklık sistemi ve sinyal iletim yolaklarıyla 

Tablo 2. Kohortun demografik özellikleri ve JUN, FOS, RELA’nın göreceli mRNA ekspresyon düzeyleri

Sağlıklı bireyler (n=23) AD (n=25) p Value
Yaş (yıl) *64,44±6,89 67,64±10,71 p>0,05
Başlangıç yaşı (yıl) - 62,36±9,49 -
Cinsiyet: Dişi (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 Aβ1-42 (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 hastalığı olgularının AT (N) sınıflandırması, daha önce tanımlandığı şekilde A (Aβ1-42) için 813 pg/ml, T (pTau181) için 52 pg/ml ve (N) (tTau) için 375 pg/ml kesme 
değerlerine göre belirlenmiştir. Sağlıklı kontrol grubunun amiloid patolojisi (A), plazma ALZpath p-Tau 217 için 0,66 pg/ml kesme değerine göre belirlenmiştir. Tüm veriler Bağımsız 
Örneklem t-Testi ile analiz edilmiştir. Verilen p değerleri çift yönlü anlamlılığı temsil etmektedir. Varyans ve ortalama eşitliği, Levene’in Varyans Eşitliği Testi ve Ortalama Eşitliği için 
t-testi ile kontrol edilmiştir. Cinsiyet dağılımı Ki-kare (χ²) testi ile analiz edilmiştir. İstatistiksel olarak anlamlı değerler kalın olarak gösterilmiştir. AD: Alzheimer hastalığı.

Şekil 2. PPI ve yolak analizi (A: STRING analizi APP’nin Jun, Fos, RelA, NF-κB, STAT1 ve STAT3 ile ilişkili olduğunu göstermektedir; B: İlk 10 ilgili Reactome yolakları (bkz. Ek Materyal 
3); C: Genel Reactome yolakları).
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ilişkili olabileceğini ortaya koymuştur. Yolaklar ve yanlış keşif oranı (FDR) 
skorları Şekil iki ve Ek Materyal 3’te sunulmaktadır.

TARTIŞMA
Aβ’nin transkripsiyonel etkileri, araştırmacılar AD’nin altında yatan 
moleküler mekanizmaları anlamaya çalışırken son yıllarda ortaya çıkan 
bir araştırma alanı haline gelmiştir. Biz ve diğerleri, Aβ’nin nükleusa 
taşınabileceğini (10,23) ve DNA’ya bağlanabileceğini (7,24) gösterdik. Bu 
bulgular, Aβ’nin kendisinin bir TF olarak hareket edip etmediği konusunda 
soruları gündeme getirmiştir. Öte yandan, Aβ’nin birçok genin ifadesini 
değiştirdiğini gösteren çalışmaların varlığı göz önüne alındığında, 
Aβ’nin bu genleri doğrudan düzenlemek yerine genel TF’lerin ifadesini 
düzenleyerek bu kadar çok sayıda geni etkileme olasılığını öne sürdük.

TF’ler gen ifadesinin temel düzenleyicileridir. TF’ler, gelişim, hücre 
bölünmesi, farklılaşma, hücre metabolizması ve bağışıklık tepkisi dâhil 
olmak üzere çeşitli sinyal yolaklarını ve hücresel süreçleri düzenler. (25). 
Jun (c-Jun, JunB ve JunD) ve Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 ve Fra-2) proteinleri, 
nöronal hayatta kalma ve ölümünü kontrol eden aktivatör protein-1 (AP-
1) kompleksinin başlıca bileşenleridir. (26–30). c-Jun, nörodejenerasyon 
veya nöroproteksiyonla sonuçlanabilen ikili bir tepkiye aracılık eden 
c-Jun N-terminal kinazının ( JNK) ana nüklear substratıdır. (31). Alzheimer 
hastalığına sahip bireylerin hipokampüsünde CA1 bölgesinde artmış 
c-Jun protein seviyeleri bulundu (32). Benzer şekilde biz de AD vakalarının 
periferik kan örneklerinde sağlıklı bireylere kıyasla daha yüksek JUN 
mRNA seviyeleri bulduk. In vivo AD modelinde, Aβ uygulanan sıçanlar ve 
primer astrositlerde, total c-Jun seviyesinin değişmeden kaldığı, fosforile 
c-Jun seviyesinin ise arttığı gösterildi (33).

Jun’un indüklenebilir nitrik oksit sentazı (iNOS) (34,35), sinir büyüme 
faktörünü (NGF) (36), ve VDR’yi (37) düzenlediğini ve APP’nin promotör 
dizisine bağlandığını gösteren çalışmalar vardır (38), biz de önceki 
çalışmalarımızda her birinin ifade düzeylerinin Aβ1-42 tedavisiyle 
değiştiğini gösterdik (11–13,18). Bu çalışmada ise JUN’un ifade düzeyinin 
Aβ tedavilerine yanıt olarak doza ve zamana bağlı bir şekilde değiştiğini 
gözlemledik.

c-Fos’un nörodejenerasyona karşı koruyucu bir rol oynadığı ve nöronal 
aktivasyonun bir göstergesi olarak kabul edildiği öne sürülmüştür 
(39). APP’nin, APP-transgenik farelerde c-Fos’un düzenlenmesinde rol 
aldığı gösterilmiştir (40). Başka bir çalışma, hem c-Fos hem de c-Jun’un 
Alzheimer hastalarının hipokampusunda yoğun immün işaretleme 
gösterdiğini ortaya koymuştur (41). Bununla birlikte, c-Fos’un AD 
patofizyolojisindeki rolünün altında yatan spesifik mekanizma belirsizdir. 
Çalışmalar, c-Fos’un iNOS (34,35) ve NGF (36) gibi, AD ile ilişkili olduğu 
bilinen ve önceki çalışmalarımızda Aβ1-42 uygulamasıyla düzeylerinin 
değiştiği gösterilen genleri düzenleyen TF’lerden biri olduğunu 
göstermiştir (11,18). Çalışmamızda Aβ uygulamalarına yanıt olarak FOS 
ekspresyon düzeylerinde anlamlı değişiklikler gözlemledik; bu durum, 
AD’de FOS’a bağımlı genlerdeki değişimlerin kök faktörlerinden biri 
olarak değerlendirilebilir. Alzheimer hastalığı olgularında göreceli olarak 
yüksek FOS mRNA ekspresyonu gözlemledik, ancak bu istatistiksel olarak 
anlamlı değildi. Atf2 ve Atf4’de AP-1 kompleksinin üyeleridir ve basic 
region-leucine zipper ailesine aittir. Çalışmalar, Atf2’nin gelişim sırasında 
nöronal göçte rol aldığını ve ayrıca sinir hücresi ölümünü teşvik ettiğini 
göstermiştir (42). Alzheimer hastalarının beyinlerinin hipokampusunda 
Atf2 ekspresyonunun azaldığı bulunmuştur (42). Yamada ve ark., 
Atf2’nin Alzheimer hastalarının kortikal nöronlarının sitoplazmasında 
lokalize olduğunu göstererek Atf2’nin nükleer taşınmasının engellenmiş 
olabileceğini, bunun da AD’nin erken patolojik değişiklikleriyle ilişkili 
olabileceğini öne sürmüştür (43). Çalışmamızda ATF2 ekspresyon 
düzeyinin 48. saatte 10 μM Aβ1-42 uygulamasıyla arttığını, ancak 
72. saatte 0,09 μM Aβ1-42 ile azaldığını gözlemledik. Atf4, gelişim, 
metabolizma ve bellek oluşumu için gereklidir (44). Alzheimer hastalarının 

beyinlerinin korteksinde Atf4 protein düzeyinin yaş eşleştirilmiş kontrollere 
göre 1,9 kat arttığı bildirilmiştir (45). Atf4 ekspresyon düzeylerinin AD 
transgenik farelerde arttığı gösterilmiştir (46). Çalışmamızda, 72. saatte 
10 μM Aβ1-42 uygulaması sonrasında ATF4 ekspresyon düzeyinde artış 
bulduk. Atf4’ün, AD patolojisindeki nörodejeneratif sinyalin bir aracısı 
olduğu öne sürülmüştür (47). Bazı çalışmalar, AD’nin Atf4 aracılı anormal 
gen ekspresyonu düzenlenmesi ile ilişkili olduğunu öne sürmektedir 
(44). Geng ve ark., AD için risk faktörü olan APOE’nin promotörü ile Atf4 
arasında bir etkileşim bulmuştur. Ayrıca, Atf4 aşırı ekspresyonunun APOE 
ekspresyonunu artırdığını, Atf4’ün susturulmasının ise genin ekspresyonunu 
azalttığını göstermişlerdir (48). Çalışmamızda Aβ maruziyetine yanıt olarak 
c-Jun, c-Fos, Atf2 ve ATF4 ekspresyonunda gözlenen anlamlı değişiklikler, 
AD tipi patolojide nöronal hayatta kalımı ve ölümü kontrol eden AP-1 
kompleksinde olası bir düzensizliğe işaret edebilir.

Nükleer faktör-kappa B (NF-κB), beş farklı proteinin: p50, p52, RelA (p65), 
RelB ve c-Rel’in birleşmesiyle oluşur (49). NF-κB, merkezi sinir sisteminde 
hedef genleri pleiotropik bir şekilde düzenleyerek hem patolojik 
nörodejeneratif süreçleri hem de normal işlevi kontrol eder (50). NF-κB 
faktörleri, enflamasyon ve apoptozisin düzenlenmesinde kritik bir rol 
oynar ve ayrıca çeşitli nörodejeneratif hastalıkların patofizyolojisini ve 
beyindeki sistemik yaşlanmanın programlanmasını etkiler (51,52). RelA 
alt birimi ve post-transkripsiyonel modifikasyonları, Aβ toksisitesinin 
indüklediği nörodejenerasyonun başlatılmasında önemli bir role 
sahiptir (50). Araştırmacılar, farelere ve makaklara Aβ enjeksiyonunun 
hipotalamusta NF-κB düzeylerini artırdığını bulmuşlardır (53). Ayrıca, 
NF-κB’nin düzensizliği AD beyninde nörodejenerasyon mekanizmalarıyla 
ilişkilendirilmiştir (54). Başka bir çalışma, Aβ1-42’nin, enflamasyonun 
başlıca aracısı olan prostaglandin E2’nin ve prostaglandin sentezinin 
temel enzimlerinden biri olan siklooksijenaz-2’nin sentezini, insan 
astrositoma hücrelerinde NF-κB’ye bağımlı bir mekanizma yoluyla 
uyardığını göstererek Aβ1-42 ile NF-κB arasında bir bağlantı olduğunu 
düşündürmüştür (55). Mevcut çalışmamız, 0,09 μM Aβ1-42 ile hem 48 
saatte hem de 72 saatte yapılan muamele sonrasında RELA ekspresyon 
düzeylerinin azaldığını, NFKB ekspresyon düzeylerinin ise 10 μM Aβ1-42 
uygulamasıyla 24 saatte arttığını göstermiştir. Öte yandan, AD olgularında 
sağlıklı bireylere kıyasla daha yüksek RELA düzeyleri bulduk.

Smad3, transforming growth factor-β (TGF-β) sinyal yolunun temel hücre 
içi aracı faktörüdür (56). Smad sinyallemesi, makrofaj fagositozundaki kritik 
rolüyle bilinmektedir. Smad2/3 sinyallemesi inhibe edilen makrofajlar, Aβ’yı 
fagosite etme konusunda artmış bir yetenek sergiler (57). Aβ’nın makrofaj 
fagositozundaki rolü, primer hücre kültürlerinde ve AD hayvan modellerinde 
de doğrulanmıştır (58). İlginç bir şekilde, AD’de yumak içeren nöronlarda 
Smad3’ün azalmış nükleer lokalizasyonu gözlenmişken, sitoplazmik 
Smad’ların tau ile ilişkisi diğer nörodejeneratif hastalıklarda gösterilmiştir 
(59). Mevcut çalışmada, 48 saatte 10 μM Aβ1-42 uygulamasıyla SMAD3 
mRNA ekspresyon düzeyinde bir artış gözlemledik.

Sinyal transdüserleri ve transkripsiyon aktivatörleri (STAT) faktörleri, 
sitokinlerin, büyüme faktörlerinin ve hormonların etkilerini iletir ve hücre 
proliferasyonu, farklılaşma, apoptoz ve gelişim dâhil birçok hücresel süreci 
düzenler (60,61). STAT ailesi üyeleri arasında STAT1, 3, beş ve 6’nın beyinde 
değişken düzeylerde eksprese edildiği bilinmektedir (62,63). Bir çalışma, 
STAT1’in sağlıklı bireylere kıyasla AD hastalarında daha bol bulunduğunu 
bildirmiştir (64). Aβ’nın hipokampal nöronlarda JAK2/STAT3 yolunu 
bozarak hafıza bozukluklarına yol açtığı öne sürülmüştür. Öte yandan, 
çalışmalar hem AD fare modellerinde hem de AD hastalarının hipokampal 
nöronlarında fosfo-STAT3 düzeyinin azaldığını (65) ve AD beyinlerinin 
nöronlarında nükleer STAT3 düzeylerinin zayıfladığını göstermiştir (66). 
STAT1’in APP ve iNOS ekspresyonunu düzenlediği (67,68), STAT3’ün ise 
VDR ile etkileşime girdiği gösterilmiştir (69). Çalışmamızda hem STAT1 
hem de STAT3 ekspresyonlarının Aβ maruziyetine yanıt olarak değiştiğini 
gözlemledik.
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Sp1’in daha önce birçok AD ile ilişkili genin (70) ki bunalar arasında 
APP (71), BACE1 (72), PSEN1 (73), APOE (74) ve GRIN1 (75) de yer 
almaktadır ekspresyonunu etkilediği gösterilmiştir; biz de Aβ1-42’nin bu 
genlerin ekspresyon düzeylerini değiştirdiğini daha önce göstermiştik 
(13). Transkripsiyon faktörleri Sp1 ve AP-1’in koordine kontrolünün, 
nörodejenerasyonun tedavisi için uygulanabilir bir yöntem olabileceği 
öne sürülmüştür (76). Birçok çalışma AD’de Sp1 düzensizliği bulmuştur 
(77). Cao ve ark.’na göre Sp1, aynı anda nöronal apoptoza katkıda 
bulunabilir ve Alzheimer hastalarında nöronal ölümü hızlandırabilir (78). 
Mevcut çalışmada, 24 saatte 0,09 μM Aβ1-42 uygulaması sonrasında SP1 
ekspresyon düzeyinin arttığını, 72 saatte ise azaldığını gösterdik.

Sonuç olarak, bulgularımız JUN, FOS, ATF2, ATF4, RELA, NFKB, SMAD3, 
STAT1, STAT3 ve SP1’in ekspresyon düzeylerinin Aβ1-42 uygulamasına 
yanıt olarak değiştiğini ve bu değişikliklerin uygulamanın dozu ve 
süresine bağlı olarak farklılık gösterdiğini ortaya koymuştur. Ayrıca, 
JUN ve RELA ekspresyon düzeylerinde AD olgularında anlamlı bir artış 
gözlenmiş olup, genel transkripsiyon faktöründeki olası bir değişikliğin 
insan örneklerinde de doğrulandığı görülmüştür. Dahası, yakın zamanda 
yayımladığımız bir çalışma, Jun, Fos ve RELA tarafından düzenlenen 
Mitokondriyal Fosfoenolpiruvat Karboksikinaz 2’nin AD olgularının beyin 
omurilik sıvısında anlamlı derecede azaldığını göstermiştir (79). Önceki 
çalışmalarımızda birçok hedef genin ekspresyon düzeylerinin değişmiş 
olduğunu göstermiş olmamız, bu çalışmada ilgili TF’leri incelememizin 
temel gerekçesini oluşturmaktadır. Mevcut çalışma, AD’de görülen bu gen 
ekspresyon değişikliklerinin, TF’lerdeki değişiklikleri içeren daha genel bir 
düzensizliğin sonucu olabileceğini göstermektedir. Bir diğer olasılık ise, 
Aβ içeren bir DNA-TF kompleksinin düzenleyici bir bileşen olarak görev 
yapmasıdır; burada DNA’ya bağlanan bir proteinin bağlanma süresini 
değiştiren herhangi bir faktör, gen düzenlenmesini etkileyebilir (80). Bir 
TF proteininin hücresel konsantrasyonu transkripsiyon etkinliğine katkıda 
bulunabilir (81). Bu öneri, TF’lerin ekspresyon düzeylerinin hücre davranışı 
açısından önemini ve Aβ ile olası ilişkisini de göstermektedir. Veriler, Aβ1-
42’nin genel TF’lerin ekspresyonunu değiştirerek gen ekspresyonunun 
düzenlenmesinde rol oynayabileceğini ve enflamasyon, immün yanıt, 
farklılaşma, apoptoz ve hücre büyümesi gibi birçok hücresel süreci 
etkileyebileceğini düşündürmektedir. Bununla birlikte, bu hipotezin Aβ-
DNA veya Aβ-TF etkileşim mekanizmaları üzerinden yapılacak daha ileri 
çalışmalarla doğrulanması uygun olacaktır.
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