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OZET

Norodejeneratif Mekanizmalarin Baslangicimin SxXFAD Transgenik Alzheimer

Hastalig1 Fare Modelinde Proteomik Yontemlerle Arastirilmasi

Alzheimer hastalig1 (AH), belirgin hafiza eksikligi ile unutkanliga neden olan, ¢esitli
molekiiler patolojilerle karakterize ve yasl niifusunda en sik goriilen ilerleyici bir
hastaliktir. Hastalik tanisindan 6nce mevcut olan patoloji, klinik semptomlarla olduk¢a
iligkilidir. Bu iligki, hastaligin cesitli evrelerinde, 6zellikle beyin dokusu iizerinde
proteomik ve metabolomik temelli calismalarla incelenmistir. Ancak hastaligin
yenidogan evresi kadar erken donemini hedefleyen ve baslangi¢ noktasinda molekiiler
seviyede ne gibi degisimler oldugunu aydinlatmaya yonelik calismalar literatiirde
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, yenidogan 5XFAD AH fare modeli beynindeki
proteomik ve ayrica metabolomik degisimlerin bdlgesel olarak incelenmesi ve
hastaligin erken evredeki molekiiler izlerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu
amagcla, yenidogan 5xFAD beyin dokusundaki proteomik degisiklikler MALDI-MSI,
metabolomik degisiklikler ise DESI-MSI yontemi ile incelenmistir. MALDI-MSI ve
DESI-MSI analizleri sonucunda tanimlanan protein ve metabolitler literatiir
yardimiyla AH ile iliskilendirilmistir. Calismanin diger bir basamaginda,
norodejenerasyonda  “Seyirci  Etkisi” olarak isimlendiren faktoriin  erken
norodejenerasyon kavramindaki roliiniin arastirilmasit amaclanmistir. Bu amagla,
yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyinleri korteks, serebellum ve
hipokampiis bolgelerine ayrilarak ko-kiiltiir ¢alismalar1 yapilmis ve dogustan hasarl
oldugu diisiiniilen 5XFAD hiicrelerinin, kontrol hiicreleri iizerindeki norodejeneratif
etkisi LC-MS/MS proteomik analizler ile arastirilmistir. Sonug olarak elde edilen
bulgular, hastaligin erken molekiiler mekanizmalarinin ortaya ¢ikarilmasinin AH nin
patogenezini daha iyi anlamak i¢in biiylik onem tasidigini gostermektedir. Ayrica,
AH’nin dogum kadar erken donemde var olabilecegi ve beynin hasara karsi daha
savunmasiz oldugu yashlik doneminde ortaya cikabilecegi ve bazi molekiillerin

yenidogan AH beyninde ndrodejeneratif dnciiler olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Anahtar Sozciikler: Alzheimer hastaligi, nérodejenerasyon, MALDI-MSI, DESI-
MSI, LC-MS/MS.



ABSTRACT

Proteomic Investigation of Neurodegenerative Mechanisms in Neonatal 5XxFAD
Transgenic Alzheimer Disease Mouse Model

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder characterized
by memory loss that mainly affects the elderly population. The pathology present
before the diagnosis is highly correlated with clinical symptoms. This relationship has
been studied at various stages of the disease, particularly through proteomic and
metabolomic-based studies on brain tissue. However, there are no studies in the
literature that focus on the neonatal stage of the disease to elucidate the molecular
changes that occur at the onset of the disease. This study aims to investigate the spatial
proteomic and also metabolomic changes in the brain of the neonatal 5xFAD AD
mouse model and to uncover the molecular traces of the disease in its early stages. For
this purpose, proteomic changes in the neonatal 5xFAD brain tissue were investigated
by MALDI-MSI, and metabolomic changes were examined by DESI-MSI analyses.
The proteins and metabolites identified by MALDI-MSI and DESI-MSI analyses were
associated with AD according to the literature. Another aim of this study is to
investigate the role of the "Bystander Effect” in early neurodegeneration. For this
purpose, co-culture studies were performed by separating the cortex, cerebellum, and
hippocampus regions of neonatal 5XxFAD transgenic and control mouse brains. The
neurodegenerative effect of 5xFAD brain cells, presumed to be congenitally damaged,
on control cells was investigated by LC-MS/MS analyses. The results indicate that
elucidating the early molecular mechanisms of AD is crucial for a better understanding
of its pathogenesis. These findings support the idea that AD may exist as early as birth
and appear in old age, when the brain is more vulnerable to damage, and that some

proteins are neurodegenerative presages in the neonatal AD brain.

Keywords: Alzheimer’s disease, neurodegeneration, MALDI-MSI, DESI-MSI, LC-
MS/MS.



1 GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), belirgin hafiza kayb1 ve unutkanliga neden olan, yash
niifusunda en sik goriilen ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir (1). AH, amiloid-beta
plaklarinin (A) hiicre disinda, tau proteininin ise hiicre i¢inde norofibriler yumaklar
(NFY'ler) seklinde birikmesi ile karakterize edilen cesitli molekiiler patolojiler ile
tanimlanmaktadir (2). Bunlar hastaligin iki ana patolojik belirteci olmasina ragmen,
AH aksonal dejenerasyon, otofajik siirecler ve sinaptik kayip ve islev bozuklugu gibi
farkli onemli siireglerin de rol oynadigi multifaktriyel bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Bu agregatlarin asir1 birikimi sinapslarin, aksonlarin ve dendritlerin
kaybina yol agmaktadir (3). Bu nedenle, sinaptik kaybin biligsel gerilemenin 6nemli
bir yapisal belirleyicisi oldugu ve AH'in ilerleyici demansinin altinda yatan etken
olabilecegi diistiniilmektedir (4,5). Diinya ¢apinda 47 milyon kisi demans hastasidir ve
bu saymnin 2030 yilina kadar 76 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (6). AH olan
bireylerin sayis1 hizla artmaktadir, bu nedenle AH'in erken mekanizmalarina 151k

tutmay1 amaglayan calismalar biiylik 6nem tagimaktadir.

AH’nin altinda yatan mekanizmalar1 ve hastaligin patogenezini anlamaya yonelik
onemli ilerlemeler kaydedilmistir (1). Post-mortem beyin dokusu kullanilarak yapilan
caligmalar bir¢ok bilinmezi aydinlatsa da, deneysel fare modelleri, AH'nin altta yatan
mekanizmasini ve patofizyolojisini ¢dzmek i¢in paha bigilmez varliklardir. Mevcut
fare modelleri, AP plaklar1 veya NFY’ler olmak iizere hastaligin sadece belirli
yonlerini yansitmaktadir ve AH’nin tiim oOzellikleri aynit modelde bir arada
sunulamamaktadir (7). 5 mutasyonlu AH transgenik fare modeli olan 5xFAD, erken
baslangich AH fare modeli olmasi nedeniyle literatiirde yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Bu AH fare modeli, AP plaklari, noroinflamasyon, gliozis, sinaptik
dejenerasyon ve noronal kayip gibi insan AH'nin bir¢ok 6zelligini yansitmaktadir
(8,9). 5XFAD fare modeli herhangi bir tau patolojisi sergilemese de, sahip oldugu diger
ozellikleri ve bolgeye 6zgii ndrodejenerasyon gostermesi nedeniyle AH arastirmalari

i¢cin uygun bir deneysel hayvan modelidir (8,10).

Son zamanlarda ortaya ¢ikan sistem biyolojisi yaklasimlari, nérodejeneratif

hastaliklarin patogenezine yeni bir 1s1k tutmak i¢in proteom, genom, metabolom ve
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cevre arasindaki etkilesimlerin biitiinsel olarak incelenmesine olanak saglamistir (11).
Bu tiir ¢calismalar1 kolaylastirmak amaciyla ortaya ¢ikan yeni teknolojilerden biri de
kiitle spektrometresi goriintiileme (Mass Spectrometry Imaging, MSI) yontemidir.
Geleneksel kiitle spektrometresi (MS) analiz yontemleri, viicut sivilart veya
dokulardan elde edilen analitlerin incelenmesine olanak saglar. Fakat, biyolojik
ornekler her zaman homojen olmadigindan ve dokular ayni tip hiicrelerden
olusmadigindan bu analiz yontemleri ile konumsal (spatial) biyokimyasal farkliliklar
gozlemlenemez (11,12). AH’de, baz1 beyin bolgelerinin nérodejeneratif siireglere daha
duyarli oldugu ve norolojik ve davranigsal anormalliklerin bolgeye 6zgli noronal
fonksiyon bozukluklarindan kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir (13). Bu nedenle,
proteinlerin bolgesel ifade degisimlerini incelemek onlarin AH'deki roliinii ve
hastaligin ilerleyisini anlamak igin biiylik 6neme sahiptir. Ayrica, yakin zamana kadar
olan ¢aligmalarda, tiim hiicrelerin hayatta kalmak icin enerji metabolizmasina bagl
olmasindan dolay1 beyin, metabolitlerin dagilimi agisindan homojen bir yap1 olarak
kabul edilmekteydi. Bu nedenle, metabolitlerin bolgesel 6zgiilliigii hesaba katilmadan
tamimlanmalar1 ve kantifikasyonlari, hastalik patolojisini anlamak i¢in Onemli
olabilecek konumsal olarak farkli metabolik degisiklikleri saptamada basarisiz
olmaktaydi (11). Bu eksikliklerin taninmasiyla, yiizlerce biyomolekiiliin ayn1 anda
goriintillenmesine olanak saglayan MSI analizleri nérodejeneratif hastaliklardaki
konumsal metabolik degisiklikleri saptamak, profillemek ve potansiyel biyobelirte¢
gelistirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (14,15). MS temelli
kiitle spektrometresi goriintileme (MSI) yontemleri ile protein, peptit, lipit ve
metabolit gibi biyomolekiiller homojenizasyon iglemi olmadan, dogrudan doku kesiti
tizerinde gorsellestirilip incelenebilmektedir (16,17). Bu nedenle, bu yontem sayesinde
dokunun homojenizasyon islemi ile kaybedilecek olan kimyasal ve konumsal
biitlinliigli korunur. Proteinlerin, peptitlerin, lipitlerin ve metabolitlerin konumsal
(spatial) dagilimlarinin analizi, patolojik siire¢lerdeki rolleri hakkinda degerli bilgiler
saglamaktadir ve ayrica AH'de oldugu gibi patofizyolojisi bilinmeyen nérodejeneratif
hastaliklarin ilerlemesi sirasinda olusan molekiiler degisikliklerde rehberlik

etmektedirler (18).



Hastalik tanisindan 6nce mevcut olan patoloji, klinik semptomlarla oldukca
iligkilidir. Bu iligki, hastalifin ¢esitli evrelerinde, 6zellikle beyin dokusu iizerinde
genomik, proteomik ve metabolomik temelli ¢alismalarla aciklanmaya g¢alisilmistir
(15,19-24). AH’nin ileri donemlerini ele alarak yapilan galismalar bir¢ok bilinmezi
aydinlatsa da, hastaligin yenidogan evresi kadar erken donemini hedefleyen, hastalik
patolojisinin hangi noktada basladigini ve bu baslangi¢ noktasinda molekiiler seviyede
nasil degisimler oldugunu aydinlatmaya yonelik ¢alismalar literatiirde

bulunmamaktadir.

Ekibimizde yapilan Onceki calismalarda, AH’nin farkli evrelerinde beyin
proteomundaki degisimleri aragtirmak amaciyla yenidogan (1 giinliik) ve 3-6-12 aylik
5xFAD beyin dokular1 kullanilarak proteomik analizler gergeklestirilmistir (13,25).
Ozellikle yenidogan 5xFAD fare modeline ait verilerin, diger evrelere kiyasla, post-
mortem insan AH proteom profilleriyle benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (25).
Yenidogan doneminde ciddi degisimlerin goriilmesi ve 3 ve 6 aylik donemlerde
degisimin azalmis olmasi, AH beynindeki molekiiler degisikliklerin dogumda bile var
olabilecegini ve bazi proteinlerin yenidogan AH beyninde nérodejeneratif onciiler
olabilecegini gostermistir. Buradan yola ¢ikarak, bu tez calismasinda yenidogan
5XFAD AH fare modeli beynindeki proteomik ve metabolomik degisimlerin bolgesel
olarak incelenmesi ve AH patolojisinin erken evredeki molekiiler izlerinin ortaya
cikarilmast amaclanmistir. Bu amagla, yenidogan 5xFAD beyin dokusundaki
proteomik degisiklikler MALDI kiitle spektrometresi goriintileme (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry Imaging, MALDI-MSI) analizleri ile,
metabolomik degisiklikler ise DESI kiitle spektrometresi goriintilleme (Desorption
Electrospray lonization Mass Spectrometry Imaging, DESI-MSI) analizleri

aracilifiyla incelenmistir.

Tez calismasinin diger bir basamaginda ndrodejenerasyonda “Seyirci Etkisi”
(Bystander Effect) olarak isimlendiren faktoriin erken nérodejenerasyon kavramindaki
roliiniin arastirilmasi1 amaglanmistir. Seyirci etkisi, ndrodejenerasyondan etkilenen
ve/veya ndrodejenerasyonun baglangicinda olan hiicrelerin diger saglikli hiicreleri
etkiledigine dair, iizerinde ¢esitli ¢alismalar yapilan bir hipotezdir. Yapilan bir

calismada, 3 aylik farelerden alinan kan plazmasinin 18 aylik farelere enjekte edilmesi
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sonucunda, enjekte edilen geng, fare kaninin yash farelerde bilissel fonksiyonlari
olumlu yonde degistirdigi gozlemlenmistir (26). Bu amagla, yenidogan 5xFAD
transgenik ve kontrol fare beyinleri korteks, serebellum ve hipokampiis olmak tizere 3
bolgeye ayrilmis ve bu bolgelerden primer hiicre kiiltiirleri yapilmistir. Yenidogan
farelerde primer hiicre kiiltiiri caligmalar1 transgenik (5xFAD), kontrol (non-
transgenik) ve transgenik+kontrol (5xFAD+non-transgenik) ko-kiiltiirleri olarak {ig
grup halinde ¢alisilmistir. Burada, dogustan hasarli oldugu diisiiniilen SxFAD beyin
hiicrelerinin, kontrol beyin hiicreleri {izerindeki ndrodejeneratif etkisi arastirilmistir.
Aragtirilmak istenen Seyirci Etkisi kapsaminda transgenik hiicrelerin kontrol hiicreleri
iizerinde gerceklestirdigi proteomik degisiklikler nano LC-MS/MS yontemi ile tespit

edilmistir.



2 GENEL BIiLGILER

2.1 Alzheimer Hastahg:

Demans, giinliik aktiviteleri yerine getirmeyi engelleyen hafiza kaybi, unutkanlik,
dil, problem ¢6zme ve diger diisiinme yeteneklerinin kayb1 i¢in kullanilan genel bir
terimdir. Demansin en yaygin formu olan Alzheimer hastaligi (AH) ise hafiza kaybi1
ile baglayan, sonrasinda davranis, konusma, oryantasyon bozuklugu ile devam eden ve
motor sistemi etkileyebilen biligsel fonksiyonlardaki kayip ile karakterize ilerleyici

norodejeneratif bir hastaliktir (27).

2.1.1 Tarihge

Hafiza kaybi ve azalan sosyal etkilesimlerle kendini gosteren bilissel
bozukluklar, antik c¢aglardan beri insanlarin dikkatini ¢ekmistir. Demans, AH’nin
kesfedilmesinden uzun zaman dnce, hastalarin psikolojik ve sosyal yonlerini etkileyen
biitlin biligsel bozukluklar i¢in kullanilan yaygin bir terimdir. Latince kokenli olan
demans terimi, eksik anlamina gelen “de-" 6neki ile akil veya diigiince anlamina gelen
“-mens” ekinin birlestirilmesiyle, akli eksik/akilsiz anlamimna gelen ‘“demens”

kelimesinden tiiretilmistir (28,29).

AH, Alman psikiyatrist ve noropatolog Alois Alzheimer tarafindan 20. yilizyilin
baslarinda, 1901 yilinda baslayan bir ¢calismanin ardindan kesfedilmistir. Dr. Alois
Alzheimer, akil hastanesinde tedavi goéren ve normal demans vakalarina kiyasla farkli
semptomatolojiye sahip 51 yasindaki Auguste Deter isimli hasta ile ilgilenmeye
baslamistir. 5 yi1l boyunca gozlemledigi ve semptomlar1 giderek kdétiilesen hastanin
oliimiinden sonra yaptig1 otopside beyinde noritik plaklar ve ndrofibriler yumaklarin
varligini kesfetmis ve bunu hastaligin noropatolojik temeli olarak tanimlamistir (28).
Demansin bu yeni formu, 1910 yilinda Emil Kraepelin tarafindan Alzheimer Hastalig

olarak adlandirilmistir (30).



2.1.2 Etiyoloji ve epidemiyoloji

Demansin en yaygin formu olan AH, tani konulan tiim biligsel bozukluk
vakalarimin yaklasik %60 ile %80'ini temsil etmektedir (28). Diinya ¢apinda yaklasik
50 milyon AH hastas1 bulunmakta ve bu sayinin her 5 yilda bir ikiye katlanarak 2050
yilina kadar 152 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir (31). AH nin kiiresel maliyetinin
yillik 1 trilyon dolar oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle, AH Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan halk saghigi agisindan oncelikli bir hastalik olarak
kategorize edilmistir (32).

AH’nin ortaya ¢ikmasinda hem genetik hem de cevresel risk faktorleri rol
oynamaktadir. Hastaligin en biiyiik risk faktorii ise yasliliktir. 65 yasinda AH olma
olasilig1 yaklasik %3 iken, 85 yasina gelindiginde bu oran %30'un {izerine ¢ikmaktadir.
65 yas altinda hastaligin gortilme insidans1 kesin olmamakla birlikte, bu yas grubunun
AH vakalarinin yaklagik %3'linii olusturdugu tahmin edilmektedir. Genel niifusun
yaslanmasiyla birlikte, bazi iilkelerde yasa 6zgli insidansin diistiigli goriilmektedir

(33).

AH genel olarak ailesel erken baslangighi AH ve sporadik ge¢ baslangich AH
olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Erken baslangicli AH (early-onset Alzheimer’s
disease, EOAD) 65 yasindan Once ortaya ¢ikarken, vakalarin %95’ini olusturan geg
baslangicli AH (late-onset Alzheimer’s disease, LOAD) 65 yasindan sonra ortaya
cikmaktadir (34,35). Ailesel AH, mendelyen (genellikle dominant) kalitim
gosterirken, sporadik AH ailevi baglanti géstermez (36). Cogu LOAD vakas1 sporadik
formdayken, neredeyse tiim EOAD vakalar1 aileseldir ¢iinkii bu vakalar APP, PSEN1
veya PSENZ2 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Genom c¢apinda
iliskilendirme (GWAS) ¢alismalar1 ve sekanslama, sporadik vakalara katkida bulunan
20’den fazla risk lokusu belirlemistir (33).



2.1.3 Tam kriterleri

1984 yilinda The National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke ve Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
tarafindan AH klinik tami kriterlerini belirlemek ic¢in bir komite olusturulmustur.
AH’nin klinik tanis1 ii¢ farkli kategoride tanimlanmistir: 1) noropsikolojik testler ile
dogrulanan demans, ilerleyici hafiza kaybi, glinliik yasam aktivitelerinde bozulma ve
afazi (dil bozuklugu), apraksi (motor beceri bozuklugu) ve agnozi (alg1 kayb1) gibi
semptomlarla teshis edilebilen olas1t AH. Belirtiler herhangi bir sistemik veya beyin
hastaligi olmaksizin 40-90 yas arasinda baslayabilir. 2) norolojik, psikiyatrik
bozukluklarin yoklugunda ve sistemik veya beyin hastalig1 gibi baska bir hastaligin
varliginda (ancak bunlarin demansin baslica nedeni olmamasi durumunda) teshis
edilebilen muhtemel AH ve 3) biyopsi veya otopsi ile elde edilen histopatolojik

dogrulama ile teyit edilen kesinlesmis AH (31,37).

2011 yilinda The National Institute on Aging-Aizheimer’s Association, AH nin
tanisinda daha yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik icin 1984 yilinda tanimlanan kriterlere
cesitli degisiklikler yapmis ve Kriterleri giincellemistir (31). Yeni kriterler, Alzheimer
hastaliginin ii¢ asamali bir spektrumda ilerledigini kabul etmektedir. Bu asamalar
hicbir belirti gostermeyen erken, klinik dncesi donem; hafif biligsel bozuklugun
oldugu orta donem ve demans belirtilerinin goriildiigli son doénem olarak
tanimlanmistir. 1984 tani kriterleri hafiza kaybin1 demansin ilk ve tek baslica kriteri
olarak kabul ederken, yeni kriterler bunu genisleterek kelime bulma yetenegi veya
muhakeme gibi diger biligsel yeteneklerin once bozulabilecegini goz Oniine
almaktadir. Ayrica yeni kriterler, AH ve diger demans cesitlerinin arasindaki
farkliliklarin ve benzerliklerin daha iyi anlagilmasina olanak saglamaktadir.
Giincellenmis kriterler, AH’yi teshis etmek i¢in altta yatan norolojik hastaliklarin

gostergeleri olan biyobelirteglerin potansiyel kullanimini kabul etmektedir (38).



2.1.4 Alzheimer hastahg evreleri

Alzheimer hastaliginin klinik evreleri 4 kategoride siniflandiriimaktadir (31,39).

1. Klinik oncesi donem (pre-clinical/pre-symptomatic): Bu evre, korteks ve
hipokampiiste gelisen erken patolojik degisiklikler ve hafif hafiza kaybr ile
karakterize olmakta, giinliik aktivitelerde islevsel bozulma ve AH'nin klinik
belirti ve semptomlar1 bulunmamaktadir.

2. Hafif/erken donem (mild or early): Hastalarda konsantrasyon ve hafiza kaybu,
oryantasyon bozuklugu, ruh halinde degisiklik ve depresyon gelisimi ile
hastanin giinliik yasaminda sorunlar gibi cesitli belirtilerin ortaya ¢ikmaya
basladigi evredir.

3. Orta donem (moderate): Hastaligin serebral korteks bolgelerine yayildigi ve
bunun sonucunda hafiza kaybinin arttigi, aile ve arkadaslari tanimada giigliik
cekildigi, diirtii kontroliiniin kaybedildigi ve okuma, yazma ve konusmada
giicliik cekildigi orta derecede AH evresidir.

4. Siddetli donem (severe or late): Hastaligin noritik plaklarin ve norofibriler
yumaklarin yogun birikimi ile tiim korteks alanina yayilmasini igeren,
hastalarin ailelerini hi¢ taniyamadigi, yutma ve idrar yapma giicliikleri ile
yatalak hale gelebildigi ve sonunda bu komplikasyonlar nedeniyle hastanin
Oliimiine yol agan ilerleyici islevsel ve biligsel bozuklukla sonuglanan son

evredir.

2.1.5 Hastahgin patofizyolojisi

AH, serebral kortekste ndronlarin atrofisi ve sinaps kaybi ile karakterizedir.
Medial temporal lob en siddetli etkilenen bolgedir (33,40). Patolojinin hipokampiis ve
entorinal bolgelerde basladigi ve daha sonra fronto-temporal korteksler boyunca
yayildig: goriilmektedir. Genellikle serebellum bolgesi korunarak striatum ve talamusa
kadar ulasir. Manyetik rezonans goriintileme (MRI) taramalar1 bu bdlgelerin
kiiciildiigiinii gostermektedir. Ozellikle, hipokampiisiin CA1 piramidal hiicreleri,
hafiza kaybinin ana belirtileri ile uyumlu olarak morfolojik degisikliklere ve hiicre

Oliimiine kars1 savunmasizdir (33).
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Hastaligin ilerleyisini ve belirtilerini agiklayan noropatolojik degisiklikler
“birikimler” ve “kayiplar” olarak 2 kategori altinda simiflandirilabilir: 1) Alzheimer
hastalarinin beyinlerinde olusan norofibriler yumaklar (NFY), amiloid plaklar (AB
plaklar), distrofik noritler ve noropil ipliklerin birikimi ve 2) néral, néropil ve sinaptik
kayba bagli atrofi. Bunlarin yani sira, néroinflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon,
oksidatif stres, metal iyonlarinin asir1 birikimi ve kolinerjik néronlarin hasar1 gibi

baska etkenlerin de nérodejenerasyona neden olabilecegi tartisiimaktadir (31,32,41).

2.1.5.1 Noropatoloji

AH'nin baslica néropatolojik 6zellikleri AP plaklarinin asir1 birikimi, norofibriler

yumaklarin olusumu ve néron kaybidir (32).

Amiloid
e -Uf(\‘ N
j_) — O 7
& { )\j’J \
"\\&\‘ i 7.)
Tau

Sekil 1. Alzheimer hastalig1 sirasinda beyinde amiloid ve tau patolojisinin yayilimi

AP plaklar, degradasyona direngli AP tabakalari olusturmak {izere fibrilizasyona
ugrayan 36-43 kalinti uzunlugunda cesitli amiloid peptitlerden olusmaktadir (42).
Genellikle noronal kalintilar, aktive olmus mikroglialar ve astrositler ile birlikte
lokalize olurlar ve ilk olarak neokorteksin frontal, temporal ve oksipital loblarinda
ortaya cikarlar. Neokortikal alanlarin yani sira once hipokampal formasyon ve
entorhinal bdlgeye, ardindan serebral korteksin striatum ve talamus gibi daha genis

alanlarina yayilirlar (Sekil 1). Amiloid patolojisinin, tau patolojisinden 6nce ortaya
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ciktig1 ve NFY'lerin yalnizca amiloidin zaten mevcut oldugu bolgelerde bulundugu

saptanmistir (33).

NFY’ler mikrotiibiil iligskili protein tau (microtubule associated protein tau,
MAPT) geni tarafindan kodlanan hiperfosforile tau proteinin intrandronal
birikimleridir (43). Noralperikaryal sitoplazmada, aksonlarda ve dendritlerde birikerek
hiicre iskeleti mikrotiibiillerinin Ve tiibiilinle iliskili proteinlerin kaybina neden olurlar
(31). Yaklasik 20 nm ¢apindaki tau fibrillerinin sarmal pargalarindan (paired helical
fragments, PHF) olugmaktadirlar (Sekil 2). AP plaklar1 gibi hastalik ilerledikce
entorhinal korteks yakininda baslayarak beyin boyunca yayilirlar. NFY’ler 6nce trans-
entorhinal bolgede goriiliir, ardindan limbik sisteme yayilir ve neokortekste goriiliirler,
en son evrede ise patoloji tiim neokortekste gézlemlenir (Sekil 1). AH'ye ek olarak,
diger bazi norodejeneratif hastaliklar NFY'lerin varligi nedeniyle tauopatiler olarak

siniflandirilmaktadir (33).

weeeteee -X-9 -

Tau Tau Tau Tau fibrillerinin Nérofibriler
mikrotiibiillere monomerleri 0|ig0mer|eri sarmal parg:alarl Yumaklar
baglanarak (Paired helical (NFY)

destek saglar Fragments, PHF)

Sekil 2. Norofibriler yumaklarin (NFY) olusumu (33)

Amiloid ve tau birikimlerinin her ikisi de ndronal kayip ve toksisite ile
iligkilendirilmis olsa da AH ilerledik¢e bilissel gerileme ile zayif bir korelasyona
sahiptirler. Aksine, sinaptik kayip, AH'de biligsel gerilemenin en giicli
gostergelerinden biridir (5). Neokorteks ve limbik sistemdeki sinaptik kayip, hafiza
kaybina yol agmaktadir. Sinaptik kayip mekanizmalari, aksonal tasimadaki
bozukluklari, mitokondriyal hasari, oksidatif stresi ve sinaptik bolgelerdeki amiloid ve

tau birikimine katkida bulunabilecek c¢esitli siiregleri i¢ermektedir. Bu stirecler
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sinaptik oncesi terminallerin ve dendritik dikenlerin kaybiyla birlikte aksonal

distrofiye yol agmaktadir (31).

2.1.5.2 Hastahigin molekiiler genetigi

AH, karmagik ve multigenik bir hastaliktir. Ailesel AH, AP peptidinin fizyolojik
olarak islenmesine miidahale eden PSEN1, PSEN2 ve APP'yi kodlayan genlerle
iliskilendirilmistir (44).

Ailesel AH’nin ortaya ¢ikmasi ile iliskilendirilen, PSEN1 geninde 300'den fazla
mutasyon (221 patojenik) ve PSEN2 geninde ise 80 mutasyon (19 patojenik)
tanimlanmistir. PSEN genlerinin spektrumu, 6zellikle PSEN1'de olmak {izere missense
mutasyonlari, kiiclik eklemeleri ve genomik silmeleri igermektedir (44). PSEN1
mutasyonlari, tam penetrans ile AH'nin en siddetli formlarmma neden olmakta ve
hastaligin baslangict 25 yas gibi erken bir yasta ortaya cikabilmektedir. PSEN2
genindeki missense mutasyonlar1 eksik penetrans gosterebilmekte ve tasiyicilar
PSEN1 mutasyonu olanlara gore daha ileri bir hastalik baglangi¢ yas1 gdstermektedir
(45).

APP geni toplam 17 ekzondan olugmakta ve ekzon 7 ve 8'in alternatif eklenmesi
sonucu olusan gesitli izoformlar1 kodlamaktadir. Sadece merkezi sinir sisteminde ifade
edilen bu izoformlarin tigti (izoform 695,751, 770) AH ile iligskilendirilmistir. Ekzon
16 ve 17, APP’nin proteolitik islemden sonra olusturdugu Ap fragmanim
kodlamaktadir. En yaygin olan1 Val717lIle/Londra mutasyonu olan 73 mutasyon (32
patojenik) tanimlanmistir. APP genindeki mutasyonlar, APB42/ApB40 oraninda ve
ndronlarda toplam tau ve fosforile tau seviyelerinde artisa neden olmaktadir. Trizomi
21'li hastalarin ¢cogunda AH'dekine benzer erken patolojik degisiklikler goriilmekte,
fakat hepsinde hastalik gelismemektedir. Bu durum, ailesel AH vakalarinda da
gbozlenen APP'nin genetik yiikiindeki artisin, tiim vakalarda hastaligin gelismesine

neden olmadigini ortaya koymaktadir (45).

Sporadik AH ile sik¢a iliskilendirilen ve AH riskini ii¢ ila sekiz kat arttiran baslica
gen, APOE genidir (46). Fizyolojik izoform olan ApoE-€3 (Cis112Arg158), saglikl
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niifusun %50-90'inda bulunmaktadir. APOE geninin ana polimorfizmleri, 112 ve 158
pozisyonlarinda tek bir amino asitle farklilik gosteren protein izoformlarini ifade eden
alellerden olusmaktadir. Bunlar, ApoE-£2 izoformu (Cis112Cis158) ve ApoE-e4
izoformu (Argl12Argl58)’dur ve bu alelin en az bir kopyas1 AH'li hastalarin %40-
65'inde tespit edilmistir (47). Ancak, bu alelin kopyalarina sahip tiim kisilerde hastalik
gelismemekte ve bu sadece bir yatkinlik risk faktoriini temsil etmektedir. APOE,
ylizeyindeki AP reseptorlerine rekabetci bir sekilde baglanarak AB’nin alimini ve
temizlenmesini  engellemekte ve fibriller AP  birikiminin  baslangicini
desteklemektedir. Yapilan ¢aligmalar, APOE'nin tau aracili nérodejenerasyonu ve AH

ile iligkili patolojilere olan mikroglial yanitlar1 etkiledigini gostermektedir (45,47).

2.1.6 Hipotezler

Alzheimer hastaligi; genetik faktorler, beyin travmalari, artan yas, vaskiiler
hastaliklar, enfeksiyonlar ve ¢evresel faktorler (agir metaller, eser metaller ve
digerleri) gibi cesitli risk faktorleri ile iliskilendirilmis multifaktSriyel bir hastaliktir.
AH patogenezi ve hastaligin altinda yatan mekanizmalar hala bilinmemekle birlikte,

cesitli hipotezler one siirtilmiistiir (31).

2.1.6.1 Amiloid hipotezi

Amiloid hipotezi ilk olarak 1991 yilinda John Hardy ve David Allsop tarafindan
ortaya atilmistir (48). Senil plak olusumunu ve hastaligin en 6nemli 6zelligi olan AP
oligomerlerinin birikimini ag¢iklamasi nedeniyle en ¢ok kabul goren hipotezdir (49).
APP boliinmesinin ana proteolitik parcasi olan AB'nin, AH patogenezinde ana etken
oldugunu  vurgulamaktadir. = Noronlarin  somatodendritik  ve aksonal
kompartmanlarinda bulunan APP, biiyiik ekstraseliiler domain ve kisa bir sitoplazmik
kuyruga sahip tek bir transmembran domainle tanimlanan tek gegisli bir tip | membran
proteinidir (32). APP'nin ekstraselliiler domain iginde boliinmesi iki farkli mekanizma
ile gerceklesebilir: amiloidojenik olmayan ve amiloidojenik yollak (Sekil 3). Ilk
olarak, a-sekretaz veya B-sekretaz APPmin ekstraselliiler domainde kesilmesinden
sorumludur. Kesilme sonucunda membrana bagli C-terminal fragmanlari olusur. Daha

sonra, her iki yolakta da y-sekretaz, olusan membrana bagli C-terminal fragmanlarinin,
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transmembran kesilmesinden ve APP intraselliiler domain (AICD) olarak adlandirilan

sitozolik polipeptitlerin tiretilmesinden sorumludur (32,50).

(A) (B)
Amiloidojenik Olmayan Amiloidojenik
(- =
= APPsa = APPsf3
p3
AB
. Y-secretase B-secretase = Y-secretase

a-secretase

R A
S584348

foom 0
488 ¢

AICD
APP a-CTF APP  B-CTF

AICD

Sekil 3. APP'nin ekstraselliiler domain i¢inde boliinmesi

Amiloidojenik olmayan yolakta, APPmin islenmesi o-sekretaz enziminin
ardindan y-sekretaz ile kesilme islemini igerir. APP nin o-sekretaz ile kesilmesi
¢oziiniir olan APPa’y1 ve C-terminal fragmani a'y1 (CTF-a) iiretir. Ardindan, CTF-
a'nin y-sekretaz tarafindan kesilmesi, patolojik etkilere sahip olmayan bir peptit olarak
siniflandirilan, amiloidojenik olmayan ve p3 adi verilen bir APP fragmaninin
olusmasiyla sonuglanir (Sekil 3A). Amiloidojenik yolak ise, BACE-1 (p-sekretaz) ve
ardindan vy-sekretaz kesilmesini igerir. APP'nin [B-sekretaz tarafindan kesilmesi
¢ozlinilir olan APPB’y1 ve C-terminal fragmani B'y1 (CTF-p) tretir. Ardindan, CTF-
B’nin y-sekretaz tarafindan kesilmesi AP peptitlerinin iiretilmesine neden olur (Sekil
3B). AP peptitleri, kendi kendilerini oligomerize etme yetenekleri nedeniyle
norotoksisiteye neden olurlar. Oligomerize olmaya yatkin A monomerleri,
protofiberler ve fiberler olusturarak agregat haline gelirler. Bu agregatlarin

toksisiteleri oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, membran gegcirgenliginde
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degisiklikler, inflamasyon, sinaptik disfonksiyon ve ekzitotoksisiteyi indiikleyebilme
yetenekleri ile agiklanmaktadir. Ayrica, A peptitleri kanallara, membran proteinlerine

ve reseptorlere de miidahale ederek hiicre sinyalizasyonunu bozabilmektedir (32,50).

2.1.6.2 Tau iliskili hipotez

Noronlarin iginde bulunan tau proteini agregatlarini igeren norofibriler
yumaklarin olusumu, AH'in ikinci en yaygin histopatolojik 6zelligini temsil
etmektedir. Fosfoprotein tau, mikrotiibiille iligkili proteinler ailesine aittir ve agirlikli
olarak aksonlarda ve daha az oranda somatodendritik bolmelerde ve glial hiicrelerde
bulunmaktadir (32,51). Tau proteini, mikrotiibiillerin stabilizasyonundan ve bir araya
getirilmesinden sorumludur ve aksonal tasinmayr ve dendrit yapisini destekler.
Biyolojik aktivitesi, birden fazla bolgede fosforilasyon da dahil olmak {iizere, post-
translasyonel —modifikasyonlar tarafindan diizenlenmektedir. Anormal tau
fosforilasyonu, proteinin mikrotiibiillere olan affinitesini azaltir ve proteini agregat
olusumuna daha yatkin hale getirir. Bu nedenle, tau hiperfosforilasyonu, proteinin
dogal islevinin kaybina yol agarak, mikrotiibiillerin bir araya getirilmesinde, aksonal
trafikte ve dendritik yapida bozulmalara, sinaps kaybina, ndronal 6liime ve sonunda
demansa neden olmaktadir. AB agregatlarinda gozlemlendigi gibi bu prefibriller
agregatlar da tau aracili nérotoksisiteden sorumludur. Fosforile tau, daha sonra sarmal
ve diiz filamentler halinde olgunlagan oligomerleri olusturmak tizere bir araya toplanir
(Sekil 2) (51).

Tau aracili toksisite ile iligskilendirilen bir¢cok faktoér bulunmasina ragmen, bu
proteinin anormal hiperfosforilasyonu ile en c¢ok iliskilendirilen iki ana neden
bulunmaktadir. Birincisi, AH'den etkilenen beyinde tau'yu defosforilasyondan daha
cok fosforilasyon icin daha uygun bir substrat haline getiren konformasyonel
degisiklik(ler)dir. Ikincisi ise, normal fosforilasyon durumunun diizenlenmesinden
sorumlu olan protein kinazlar ile protein fosfataz 1 ve 2A (PP1 ve PP2A) aktiviteleri
arasindaki dengesizliktir. PP1 ve PP2A tarafindan katalize edilen defosforilasyon,
anormal tau proteininin normal durumuna geri dondiiriilmesinden sorumludur (51,52).
Tau proteini, AH'de glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), siklin bagimli protein kinaz-5
(cdkb), protein kinaz A (PKA) ve kalsiyum ve kalmodulin bagimli protein kinaz-Il
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(CaMKII) gibi birkag farkli kinaz tarafindan 30'dan fazla serin/treonin kalintisinda
fosforile edilmektedir (32,52).

2.1.6.3 Kolinerjik hipotez

Kolinerjik hipotez, bugiin piyasada bulunan ilaglarin ¢ogunun temelini olusturan
bilinen en eski hipotezdir (49). 1970'lerde, neokortikal ve presinaptik kolinerjik
bozukluklarin asetilkolin (ACh) sentezinden sorumlu olan kolin asetiltransferaz
(ChAT) enzimiyle iliskili oldugu bildirilmistir. Bazal 6n beyindeki kolinerjik noronlar,
AH'den en erken etkilenenlerdir ve kalan noéronlarda ChAT transkripsiyonu ve
aktivitesinde azalma goriilmektedir (49). ACh'min biligsel islevdeki temel rolii
nedeniyle, AH'nin kolinerjik hipotezi onerilmistir. ACh, kolinerjik n&ronlarn
sitoplazmasinda, ChAT enzimi tarafindan kolin ve asetil-koenzim A'dan sentezlenir
ve vezikiiler asetilkolin tasiyict (VACHT) tarafindan sinaptik vezikiillere taginir (Sekil
4). ACh beyinde hafiza, dikkat, duyusal bilgi, 6grenme ve diger 6nemli islevler gibi
cesitli fizyolojik stireclerde rol oynar. AH'de kolinerjik noronlarin dejenerasyonunun
gerceklestigi ve biligsel fonksiyon ve hafiza kaybma neden oldugu bulunmustur.
APB’nin kolinerjik norotransmisyonu etkiledigi, kolin aliminda azalma ve ACh
salimimina neden oldugu diistiniilmektedir. Arastirmalar, kolinerjik sinaptik kaybin ve
amiloid fibril olugsmasinin, AP oligomerlerinin ndrotoksisitesi ve ACh yikiminda
gorevli asetilkolinesteraz ile AP peptidi arasindaki etkilesimlerle baglantili oldugunu

gostermektedir (31).

Presynaptic nerve terminal
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Vesicular acetylcholine transporter | +Choline (ChAT)
(VAChKT)
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Sekil 4. Asetilkolinin (ACh) presinaptik ve postsinaptik sinir uglar1 arasindaki sentez
ve taginma yolu (31)
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2.1.7 Tedavi

Giiniimiizde, AH i¢in bir tedavi olmasa da hastaligin ilerlemesini yavaslatabilen
ve hastalarin yasam kalitesini artirabilen gesitli tedavi secenekleri bulunmaktadir (53).
Farmakolojik olarak, AH belirtilerini yavaslatan iKi ila¢ sinifi bulunmaktadir. Bunlar,
asetilkolinin enzimatik parcalanmasini engelleyen asetilkolinesteraz inhibitorleri ve
hiicre Oliimiinii Onlemek icin glutamatin NMDA reseptorlerine baglanmasini

engelleyen N-metil D-aspartat (NMDA) reseptor antagonistleridir.

Donepezil, Galantamine ve Rivastigmine FDA (U.S. Food and Drug
Administration) tarafindan kullanimi onaylanmis asetilkolinesteraz inhibitérleridir. Bu
ilaclarin gelistirilmesi hafiza kaybi, 6grenme, dikkat ve diger bilissel islevlerin
bozulmasinda dnemli rol oynadig1 6ne siiriilen kolinerjik hipotezine dayanmaktadir.
Asetilkolinesteraz inhibitorlerin sinapslarda asetilkolinin kullanilabilirligini artirdig1
ve AH ile iliskili belirtileri geciktirmede klinik olarak yararli oldugu kanitlanmistir
(54).

Glutamatin neden oldugu NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu, uyarict sinyal
iletimini artirarak, eksitotoksiteye ve noral bozulmaya neden olmaktadir. Bu durum,
sinyalizasyon bozukluklarina ve noronlarin kademeli olarak dejenerasyonuna yol
acmaktadir. Bu nedenle, NMDA reseptor antagonisti olan FDA onayli Memantine,
norotransmisyon sirasinda fizyolojik sinyallerin normal iletimini eski haline getirmek

amaciyla, fazla glutamatin sonuglarin1 6nlemek i¢in gelistirilmistir (55).

Ancak, bu ilaglar hastalifi tedavi edememekte veya onleyememektedir. Bu
nedenle, AH'nin patofizyolojik gelisimini 6nleme veya yavaslatma islevi gorebilecek,
hastaligin seyrini degistirici tedavilerin kesfine artan bir ilgi bulunmaktadir. Bunlarin
cogu, AP'yi hedef alan monoklonal antikorlardir. Lecanemab, erken AH tedavisi ve
Aducanumab ise AH tedavisi i¢cin FDA onayr almistir. Klinik ¢alismalarda, bu iki
tedavi de AH hastalarinda biligsel bozulma hizinda orta diizeyde azalmalara neden

olmustur (53).
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2.2 Alzheimer Hastahg Fare Modelleri

Deneysel fare modelleri, AH'nin altta yatan mekanizmasini ve patofizyolojisini
c¢ozmede kullanilan ¢ok degerli araclardir. AH arastirmalarinda kullanilan deneysel
modellerin biiyiik cogunlugu, EOAD ile iliskilendirilen insan genlerini asir1 ifade eden
transgenik farelerdir (34,35). Mevcut fare modelleri hastaligin yalnizca belirli
yonlerini (AP plaklar1 veya NFY'ler) yansitmaktadir ve AH'nin tiim 6zellikleri ayni
modelde bir arada bulunamamaktadir (7). Bu nedenle, hicbir ideal fare modeli insan
AH semptomatolojisini dogru bir sekilde temsil etmemekte ve tam olarak
yansitmamaktadir. 5 mutasyonlu AH transgenik fare modeli (5xFAD), erken
donemden itibaren AH patolojisini géstermesinden dolayi ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (56). Bu transgenik fareler, Isveg, (K670N, M671L), Florida (1716V),
ve Londra (V7171) mutasyonlu insan APP genlerine ek olarak M146L ve L286V insan
PSEN1 mutasyonlarini tagimaktadir. Literatiirde yaygin olarak kullanilan (tim AH
calismalarinin ~%10'u) erken baslangigli bir AH fare modeli olan 5XFAD, Ap plaklar,
ndroinflamasyon, gliozis, sinaptik dejenerasyon ve ndron kaybi gibi insan AH'sinin
cok sayida oOzelligini tasimaktadir. 5XFAD fare modeli herhangi bir tau patolojisi
sergilemese de tasidig1 diger 6zellikler ve bolgeye 6zgii ndrodejenerasyon sergilemesi,

onu AH arastirmalari i¢in uygun bir fare modeli haline getirmektedir (8,10).

2.3 Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle spektrometresi (MS), bir 6rnegin molekiiler bilesimini analiz etmek i¢in
fizik, kimya ve biyolojiyi birlestiren disiplinler aras1 bir tekniktir. Bu teknik, hiicre
diizeyinden baslayarak biyolojik siirecleri ve biitiin biyolojik sistemleri inceleme
imkan1 sunmaktadir. Kiitle spektrometresi, analitleri iyonlastiran iyon kaynagi,
analitleri molekiil agirliklarina gore ayiran kiitle analizorleri ve farkli analitlerin
varligim kaydeden dedektor olmak iizere 3 temel bilesenden olusmaktadir (16,57).
MS'nin hem kalitatif hem de kantitatif analizlerde kullanilabilirligi, cok c¢esitli
uygulama alanlarim1 kapsamaktadir. Bu uygulamalar arasinda bilinmeyen bilesikleri
tanimlama, bir molekiildeki elementlerin izotopik kompozisyonunu veya yapisini
belirleme, bir 6rnekteki bilesigin miktarin1 6lgme ve gaz fazi iyon kimyasinin

temellerini inceleme yer almaktadir. MS, fiziksel, kimyasal veya biyolojik bir¢ok
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bilesigin  Ozelliklerini  inceleyen analitik laboratuvarlarda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (58).

Iyon kaynagy, kiitle spektrometresinin analiz edilen materyali (analit) iyonlastiran
boliimiidiir. Iyonlastirma yontemleri arasinda atmosferik basmng kimyasal
iyonizasyonu (atmospheric pressure chemical ionization, APCI), kimyasal
iyonizasyon (chemical ionization, CI), elektron iyonizasyonu (electron ionization, EI),
elektrosprey iyonizasyonu (electrospray ionization, ESI), hizli atom/iyon
bombardiman1 (fast atom/ion bormbardment, FAB), alan desorpsiyonu/alan
iyonizasyonu (field desorption/field ionization, FD/FI), MALDI, termospray
iyonizasyonu (thermospray ionization, TSP) bulunmaktadir. Cogu iyonlastirma
yontemi ile analiz edilen 6rnegin proton bagliligina bagl olarak hem pozitif hem de
negatif ylklii iyonlar olusturulabilmektedir (58). ESI ve MALDI, giiniimiizde
biyomolekiiler kiitle spektrometresi i¢in en yaygin kullanilan iyonizasyon
kaynaklaridir. Bu teknikler, genis kiitle aralig1 ve yliksek duyarlilik sunarak biyolojik

molekiillerin analizinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Kiitle analizoriiniin gorevi, iyonlar kiitle-yiik oranlarina (m/z) gore ayirmaktir
(59). Kiitle spektrometre analizlerinde kullanilan birkag farkl tiirde kiitle analizort
bulunmaktadir. Bu analizérler arasinda yaygmn olarak kullanilan kuadrupol
(quadrupole), kuadrupol iyon tuzagi (quadrupole ion trap, QIT), lineer iyon tuzagi
(linear ion trap, LIT) ugus stiresi (time-of-flight, TOF) ve orbitrap bulunmaktadir (60).

Kiitle analizorleri, tandem kiitle spektrometresi (MS/MS) gergeklestirmek igin bir
araya getirilebilmektedir. Bu, genellikle iki kiitle analizinin seri olarak gergeklestigi
gorece basit bir kavramdir. MS/MS i¢in yaygin bir yaklasim, ti¢lii kuadrupol analizor
veya bir TOF/TOF analizorti gibi iki veya daha fazla ayni kiitle analizoriinii seri olarak
birlestirilmesidir. Alternatif olarak, MS/MS igin hibrit cihazlar olusturmak tizere iki
veya daha fazla tiirde kiitle analizorii de bir araya getirilebilmektedir. Ornek olarak,
bir kuadrupol ve TOF'un bir araya getirilmesiyle Q-TOF cihazi olusturulabilir. Bu
eslesmelerle kiitle spektrometresi analizi, ilk kiitle analizinin veya filtrelemenin
uygulanmasi, segilen iyonlarin parcalanmanin meydana geldigi ¢arpigma hiicresine

gegirilmesi ve ardindan ikinci kiitle analizinin yapilmasiyla gergeklestirilmektedir.
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MS/MS, yapisal karakterizasyon veya tanimlamanin yani sira hedefli kantitatif

analizler icin de kullanilmaktadir (60).

2.3.1 LC-MS/MS

Sivi  kromatografi (liquid chromatography, LC), analitlerin sabit bir faz
(kromatografi kolonu) ile sivi fazlar arasindaki etkilesime dayanarak ayrilmasini
saglayan bir tekniktir. Bu etkilesimler, polarite, iyonik etkilesimler ve boyut diglama
(size exclusion) gibi farkli mekanizmalara dayanmaktadir (60). Sivi kromatografi-
kiitle spektrometrisi (LC-MS), s1vi kromatografisinin (veya HPLC) fiziksel ayirma
ozelliklerini kiitle spektrometresinin (MS) kiitle analizi 6zellikleriyle birlestiren bir
analitik kimya teknigidir. LC-MS/MS, biyokimya, farmakoloji, gida ve igecek
endiistrisi, ¢cevre bilimleri, klinik aragtirmalar ve biyoteknoloji dahil olmak iizere

bir¢ok alanda kullanilmaktadir (61).

LC-MS tabanli proteomikste, karmasik protein karigimlari 6nce enzimatik olarak
parcalanir ve ardindan ortaya ¢ikan peptitler MS kullanilarak analiz edilir. Bu
yaklagim, karmagik protein karisimlarinin analizinde yaygin olarak kullanilan bottom-
up proteomiks analizidir. Bu yoOntem, Ornekten proteinlerin ekstraksiyonu,
fraksiyonlama, proteinlerin peptitlere enzimatik parcalanmasi, parcalanma sonrasi
ayirma islemleri ile daha homojen peptit karisimi elde edilmesi ve MS analizi olmak
tizere 5 farkli agsama igermektedir (62). Literatiirde, AH fare modelleri ve Alzheimer
hasta dokular1 ve biyolojik 6rneklerini igeren birgok LC-MS/MS tabanli proteomik ve
metabolomik ¢alisma bulunmaktadir (63—65).

2.3.2 Kiitle spektrometresi goriintiileme (MSI)

Kiitle spektrometresi goriintiileme teknigi (MSI), biyolojik doku kesitlerinde
proteinler, peptitler, lipitler, ilaglar ve metabolitler gibi biyomolekiillerin mekansal
dagilimmi gorsellestirmek ve incelemek igin gelistirilen nispeten yeni bir teknik olarak
gelistirilmistir (18,66—69).
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Yiizlerce biyomolekiiliin etiketsiz (label-free) ve multipleks goriintiilenmesine
olanak saglayan MSI analizlerinde molekiiler kiitle kullanilmaktadir. Bu teknikte,
ornekte bulunan bilesiklerin miktarlari, tespit edilen sinyalin yogunluguyla
iliskilendirilmektedir. Her kiitle spektrumu, belirli bir x ve y koordinat ¢iftindeki yerel
molekiiler kompozisyonu yansitir. Dokudan yerel olarak alman tim kiitle
spektrumlari, dijital bir fotograftaki piksellere benzer sekilde bir goriintli veri seti
olusturur. Goriintiiler, belirli bir m/z degerinin tiim toplanan spektrumlardan ¢ikarilan
yogunluk dagilimina gore doku kesiti i¢indeki bilesigin dagilimin1 géstermektedir. O
iyonun her pikseldeki goreceli bollugu, iki boyutlu (2D) harita iginde bir renk
yogunluk 6lgegi ile gorsellestirilebilmekte ve elde edilen goriintiiler, mekansal olarak
edinilen MS veri dosyalarindan karsilik gelen m/z araliklart icin veri ¢ikarilarak

olusturulmaktadir.

MSI ¢aligmalari, yiizlerce biyomolekiiliin etiketsiz (label-free) ve multipleks
goriintiilenmesine olanak saglamasindan dolayr norobilim c¢aligmalart  ve
norodejeneratif hastaliklarin arastirmasi icin ¢esitli avantajlara sahiptir (17,70). MSI
teknigi kullanilarak biyomolekiiller, doku kesiti ilizerinde homojenizasyon islemi
olmaksizin dogrudan mekansal olarak gorsellestirilebilmekte ve incelenebilmektedir.
Bu nedenle, homojenizasyon sirasinda kaybolacak olan bolgesel degisiklikler ve
dokunun kimyasal ve mekansal biitiinliigii, bu yontem kullanilarak korunmaktadir.
MALDI  goriintilleme  kiitle spektrometresi  (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Mass Spectrometry Imaging, MALDI-MSI) ve DESI
goriintiileme  kiitle spektrometresi (Desorption Electrospray lonization Mass
Spectrometry Imaging, DESI-MSI) yaygin olarak kullanilan kiitle spektrometresi

goriintiileme yontemleridir.

MALDI-MSI, hassasiyeti, hizi, genis molekiiler kiitle aralig1 ve ¢oziiniirligi
nedeniyle farkli biyomedikal alanlarda genis uygulamalara sahip en yaygin kullanilan
MSI teknigidir (71,72). Biyolojik doku 6rneklerinin goriintiilenmesi, genellikle 8-16
um kalinliginda ince doku kesitleriyle gergeklestirilir (16). Analiz edilecek 6rnek ve
analitlere gore farkli 6rnek hazirliklar1 gergeklestirilir. MALDI-MSI'da, lazer 6nceden
matriksle kaplanmis doku yiizeyine ateslenir. Enerji, matriks molekiilleri tarafindan

emilir, bu molekiiller, calisilan biyomolekiillerle birlikte iyonlasir ve bir kiitle
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analizori kullanilarak olgtliir (68). Her kiitle pikinin yogunluk dagilimi goriintiileme
verisi olarak elde edilir. MALDI-MSI deneyleri bes adimda 6zetlenebilir: (1) drnek
hazirhigi/matriks kaplama, (2) lazer iyonizasyonu, (3) kiitle analizi, (4) goriintii ve (5)
veri analizi (73). Yiiksek kaliteli goriintiiler olusturmak igin, her adim, ¢alisilan dokuya
bagli olarak cesitli optimizasyon adimlarini gerektirir. MALDI-MSI kullanilarak
proteinlerin analizi, 6rnek karmagiklig1 ve elde edilen sinyallerin tanimlanamamasi
nedeniyle zorlu olabilmektedir. Peptitlerin molekiiler agirliginin daha diisiik olmasi
nedeniyle, peptitlerin tespiti ve tanimlanmasi proteinlere gére daha kolaydir. Bu
nedenle, proteinler genellikle tripsin enzimi kullanilarak parcalanir ve olusan
peptitlerinin dagilimi MALDI-MSI teknigi kullanilarak goriintiilenir. Bu yaklagimi
kullanarak, bir doku kesiti MALDI-MSI ile analiz edilir ve ardisik olarak doku
iizerinde sindirilmis kesit veya ardisik doku lizati, protein tanimlamasi i¢in LC-

MS/MS ile analiz edilir.

MALDI-MSI yontemi 2000’li yillarin basindan beri kullanilirken DESI-MSI
nispeten daha yeni kullanilmaya baslanilan bir tekniktir (12). MALDI-MSI
analizlerinde, ¢alisilan 6rnegin {izerinin uygun matriks ile kaplanmasi gerekmektedir.
Doku kesiti tizerine uygulanan matriks esit diizeyde dagilmazsa, goriintii artefaktlarina
neden olmaktadir (74,75). Ayrica, MSI analizleri sonucunda elde edilen spektrumda
goriilen yogun matriks pikleri arastirilmak istenen pikleri baskilayabilmektedir.
MALDI-MSI analizleri, doku kesitinin yiiksek vakum altinda olmasini gerektirir ve
doku tizerine lazer uygulanmasi ile doku zarar gordiigiinden, ayn1 doku bagka analizler
icin efektif olarak tekrardan kullanilamamaktadir. Buna karsilik, DESI-MSI analizleri
atmosferik basing altinda gergeklestirilir ve ¢alisilan doku zarar gormedi8i igin
yeniden analiz edilebilir (12,16). DESI-MSI analizleri, matriks uygulamasi
gerektirmemesi sayesinde drnek hazirlig1 asamasinin daha kolay olmasi ve metabolit
piklerini baskilayabilecek matriks piklerinin bulunmamasindan dolayr metabolomik

caligmalarda daha avantajli kabul edilmektedir.
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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 S mL Hacimli Kapakli Tiipler Eppendorf

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik Pipetler Isolab

Azot Tanki Thermo 30, Thermo Scientific
ChemiDoc MP System Bio-RAD

Cryostat

Calkaliyicili Is1 Blogu

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler

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

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

DESI Kiitle Spektrometresi

ITO Kapli Lam

Jel Goriintiileme Cihazi

Lo-bind tiip

LoBind Microcentrifuge Tube (1,5 mL)
MALDI TOF/TOF Kiitle Spektrometresi
Mikroskop

Mini-PROTEON Tetra Cell nanoACQUITY UPLC

BEH C18 Column

Thermo Scientific ve Leica Biosystems
Witeg Wisd Laboratory Instruments
Thermo Scientific

Eppendorf

Haier Biomedical

Kirsch Medical

Hera Term Oven, Thermo Scientific
Waters

Bruker

Chemidoc Imaging System, Bio-RAD
Eppendorf

Eppendorf
RapifleX MALDI Tissuetyper, Bruker

Axio Vert. Al, Carl Zeiss

Waters

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap ColumnWaters

nLC-MS/MS Kiitle Spektrometresi

PCR Cihaz1

PCR tiip (0,2 ve 0,5 uL)

pH Metre

Poly-L-lizin Kapli Lam
Thermo-galkalayict

Tripsin ve Matriks Uygulama Istasyonu

Ultrasonik isleyici

nanoACQUITY UPLC M Class ile bagh
SYNAPT Xevo G2-XS, Waters
CFX Connect Real-Time PCR Bio-RAD

Isolab

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Biosan

SunCollect, SunChrom GmbH

VialTweeter, HielScher
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Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasallarin listesi

Kullanilan Kimyasal Maddeler Marka/Kodu
Agaroz Sigma, 9539
APS Sigma, A3678
Asetonitril (LC-MS safliginda) Merck,100030
BSA Bruker, 8217498

Clarity Western ECL Blotting Substrate
Formik Asit

Glul-Fibrinopeptide B Standart

KClI

Laemmli Ornek Tampon Cozeltisi
Leucine-Enkephalin

NaCl

Neurobasal Medium

NeuroCult Enzymatic Dissociation Kit
Paraformaldehit (PFA)

PCR Primerleri

Peptit Standard1

Potasyum Fosfat, Monobazik

Proteaz inhibitér Kokteyli

Renkli Protein Marker1

Renksiz Protein Marker1

SafeView DNA boyasi

SDS

Su (LC-MS safliginda LiChrosolve)
Taqg PCR kit

TEMED

TGX Stain-Free Fastcast %12 Akrilamit Jel Kiti
Trans-Blot Turbo RTA Mini PVDF Transfer Kit
Tripsin

Tripsin Gold

Tris/HCI

Trypan Blue

Tween20

UPX Universal Protein Extraction Kit
Ure

Yiikleme Boyasi

Bio-RAD, 170-5060

Fluka, 94318

Waters, 700004729

Sigma, P9333

Bio-RAD, 1610737

Waters, 186006013

Sigma, S7653

Stemcell Technologies, 05700
Stemcell Technologies, 05715
Sigma, 158127

Sentromer DNA Teknolojileri
Bruker, 8222570

Merck, 529568

Thermo Scientific, 78440
Bio-RAD, 1610374
Bio-RAD, 1610363

ABM, JK7947

Sigma, L3771

Merck, 115333

Biolabs, E5000S

Sigma, 79281

Bio-RAD, 161-085
Bio-RAD 161-0175

Thermo Scientific, 90057
Promega, V5280

Sigma, T5941

Stemcell Technologies, 07050
Sigma, P1339

Expedeon

Merck, 818710

Biolabs, 95502
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3.2 Yontem

3.2.1 Deney hayvanlari

Bu tez calismasi, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK) tarafindan 20.09.2018 tarihli ve HDK-2018/49
sayill etik kurul izni (Ek 1) kapsaminda yiiriitilmiis ve hayvan kullanim ve bakim

yonergelerine uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.2.1.1 Deney hayvanlarinin bakimi

Deney hayvanlari, Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (ACU-DEHAM) tarafindan Jackson
Laboratuvari’ndan (Bar Harbor, Maine, USA) temin edilmistir. AH fare modeli olan
5xFAD transgenik fareleri ve hem cins hem de yas uyumlu kontrol farelerinin
dretimleri ve bakimlari bulunduklar1 ortamdan izole olacak sekilde ayri1 ayri
havalandirilan IVC (Individually Ventilated Cages) kafeslerde ve kontrollii ortamda
(12:12 aydinlik/karanlik donglisii ve sabit sicaklik: 22 + 2°C) ger¢eklestirilmistir.

3.2.1.2 Deney hayvanlarinin iiretimi

Calismada kullanilan yenidogan farelerin tiretilmesi amaciyla 5XFAD (B6SJL-Tg
(APPSwFILon, PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/J)) transgenik fareler ile hibrid
B6SJL fareler (B6SJLF1/]) giftlestirilmistir. Her bir SXFAD erkek fare, 3-4 adet disi
B6SJL fare ile; disi 5XFAD fareler de erkek B6SJL fareler ile iireme kafesine

birakilmistir.

3.2.2 Genotipleme

Hem heterozigot transgenik (5XxFAD) hem de transgenik olmayan (ALM-
Littermate) yavrularin tek batinda bulunmasi nedeniyle, yeni dogan yavrulardan

kuyruk doku 6rnegi alinarak genotipleme analizleri gergeklestirilmistir.
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3.2.2.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, genotipleme analizlerinde de yaygin olarak kullanilan
“kirli” DNA izolasyonu yontemi kullanildi. Bunun igin, tiiplere alinan ve isaretlenen
doku ornekleri iizerine 75 pl 25 mM NaOH/0,2 mM EDTA eklendi ve PZR cihazi
icerisinde 1 saat boyunca 98°C’de inkiibe edildikten sonra 15°C’ye sogutuldu.
Inkiibasyon sonrasi, ndtralizasyon amaciyla tiiplere 75 ul 40 mM Tris/HC1 (pH 5,5)
eklendi. 4000 rpm’de 3 dk santrifiij edilen drneklerin slipernatantindan 4 pl alinarak,

PZR analizinde template DNA olarak kullanildi.

3.2.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

izole edilen total DNA’larda hedef genlerin amplifikasyonu igin standart PZR
yontemi kullanildi. Kontrol gruplarindan farkli olarak 5xFAD fareler, ailevi AH’ye
neden oldugu bilinen APP (Amyloid Precursor Protein) geni iizerinde 3 adet ve PS1
(Presenilin) geni iizerinde 2 adet mutasyon tasimaktadir. PZR reaksiyonunda
kullanilmak tizere, kontrol ve 5xFAD farelerde amplifiye olmasi beklenen internal
pozitif kontrol ve yukarida belirtilen mutasyonlar1 tasiyan genlerin amplifikasyonunu
saglamak amaciyla kullanilan primerler Tablo 3’te gosterildigi gibi sentezlettirildi

(Sentromer DNA Teknolojileri Ltd. Sti.,Istanbul).

Tablo 3. Genotipleme analizinde kullanilan primer dizileri

Baz m Beklenen
Primer Ad1 Baz Dizisi (5> -> 3°) Sayisi  (°C) Baz
y Sayisi

Kontrol_Forward CTAGGC CAC AGAATT GAAAGATCT 24 59,3 324
Kontrol_Reverse GTAGGT GGAAAT TCTAGCATCATCC 25 61,3 324

APP_Forward AGG ACT GACCAC TCGACCAG 20 61,4 377
APP_Reverse CGG GGG TCTAGT TCT GCAT 19 58,8 377
PS1_Forward AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA 20 57,3 608

PS1_Reverse GCCATG AGG GCACTAATC AT 20 57,3 608
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Liyofilize halde gelen primerler, 6nerilen miktarda ddH2O ile ¢oziilerek 100 uM
stok soliisyonlar elde edildi ve PZR reaksiyonu oncesinde 20 uM soliisyonlar elde
edecek sekilde dilue edildi. PZR reaksiyon karisimi, Taq PCR Kiti kullanilarak (NEB,
E5000S) Tablo 4°te belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 4. PZR reaksiyonu bilesenleri

Reaksiyon Bileseni (;r zsrtnfl?;gﬂ) Konslazlmil;syon
ddH20 9,2 ul 25 ul
10X Reaction Buffer 2,4 ul 1X
10 mM dNTP 0,5 pl 200 uM
Kontrol-Forward 1,2l 1uM
Kontrol-Reverse 1,2 ul 1uM
APP-Forward 16w 1.3uM
APP-Reverse 1,6 1.3uM
PS1-Forward 16w 1.3uM
PS1-Reverse 1,6 ul 1.3 uM
Taq DNA polimeraz 0.125 pul 0,125 U
Template DNA 4 ul -
Toplam 25 ul -

Tablo 4’te belirtilen oranlarda birlestirilerek hazirlanan o6rneklerin PZR

reaksiyonu asamalar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. PZR reaksiyon asamalari

Derece (°C) Siire (dk) Dongii
94 3:00 1
94 00:30
57,3 1:00 35
72 1:00
72 2:00 1
10 o -
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3.2.2.3 Agaroz jel elektroforezi

PZR sonuglarinin goriintiilenmesi, agaroz jel elektroforezi yontemi ile yapildi. Bu
amacla kullanilacak olan her bir jel igin, 3 gr agaroz, 100 ml TAE tampon ¢ozeltisi
icerisinde (%3’liik jel), mikrodalga firinda 5 dk kaynatildi. Jel polimerize olmadan
once icerisine niikleik asitleri UV 151k altinda goriiniir hale getiren DNA boyasindan
(Safeview, ABM) 5 ul eklendi. Boya jel igerisine homojen olarak dagitildiktan sonra
jel ytiriitme kasetine dokiilerek, oda sicakliginda polimerize olmasi beklenildi. PZR
iriinleri, yiikkleme boyasi ile (6X Gel Loading Dye, NEB B7021-S) ile 1:5 oraninda
karistirilarak jele yiiklenmeye hazir hale getirildi. Polimerize olan jele, DNA standardi
(Quickload 2-log DNA Ladder, NEB N0496), pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri ve
test edilecek orneklerden 10 pl yiiklendi. 80V’da 45 dk yiiriitiildii ve ChemiDoc

Goriintiileme Sistemi (BioRad) kullanilarak goriintiilemesi yapildi.

3.2.3 Primer Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Norodejenerasyonun baslangic mekanizmalarini erken donemde incelemek ve
ayrica saglikli ile hasta kokenli hiicrelerin birbirlerini etkileyip etkilemedigini
(Bystander effect) gérmek i¢in SxXFAD ve kontrol yenidogan fare beyni korteks,
hipokampiis ve serebellum bolgelerine ait primer hiicre kiiltiirii ve ko-kiiltiir

caligmalar1 yapildu.

Primer hiicre kiiltiirlinde 6rnek hazirligindan hiicrelerin toplanmasina kadar olan

stire¢ Sekil 5’te gdsterilmistir.
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3.2.3.1 Primer hiicre kiultiira
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Uretilen yenidogan fareler (0-24 saat) genotipleme analizi yapildiktan sonra

hipotermi yontemi ile anestezi altina alinip sakrifiye edilerek beyinler mikroskop

altinda korteks, hipokampiis ve serebellum bolgelerine ayrildi. Korteks, hipokampiis

ve serebellum bolgelerine ait primer hiicre kiiltiirii igin NeuroCult Enzymatic

Dissociation Kit (Stemcell Technologies, 05715) kullanildi. Kullanilan kit protokolii

Sekil 6’da 6zetlenmistir.
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Sekil 6. NeuroCult Enzymatic Dissociation Kit Protokolii

Disekte edilen beyin bolgeleri buz iizerinde Tissue Collection Solution igeren
petrilere aktarildi. Ardindan, Tissue Collection Solution pipet yardimiyla petriden
alind1 ve doku steril bir nester yardimiyla 1 dk boyunca hizli bir sekilde dikine ve
boyuna kesikler atilarak olabildigince kiiciik parcalara ayrildi. Kiiclik parcalara
ayrilmig olan doku tizerine, dokunun boyutuna uygun olarak (300-500 pl) Dissociation
Solution eklendi. Doku pargalari resiispanse edildi ve 15 ml’lik falkon tiipe pipet
yardimiyla hava kabarciklar1 olmayacak sekilde aktarildi. Petride kalan doku pargalari
tizerine tekrardan ayn1 miktarda Dissociation Solution eklendi ve falkona ayni sekilde
hava kabarciklar1 olmayacak sekilde aktarildi. Dokular 37°C’lik su banyosunda
(minimum 7 dk) pargalar dibe ¢okene kadar inkiibe edildi. Ardindan su banyosundan

alindi, tizerlerine eklenen toplam Dissociation Solution miktar1 kadar (600-1000 pl)
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Inhibition Solution eklendi ve hava kabarcigi olusturmadan yavasca pipetaj yaparak
karigtirildi. 100 g’de 7 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve elde
edilen pellet 150 ul Resuspension Solution ile resiispanse edildi. Pellet, 180 ul’e
ayarlanmig 200 pl’lik pipet yardimiyla kremsi bir siispansiyon haline gelip pipet ucuna
takilmadan gegebilecek duruma gelene kadar 5-10 kez yavasga pipetaj yaparak yukari
asag1 pipetlendi. Uzerine 100 ul Resuspension Solution eklendi ve hacim 300 pl’e
cikartildi. Elde edilen siispansiyon, 280 ul’e ayarlanmis 1000 pl’lik pipet yardimiyla
homojen bir siispansiyon elde etmek i¢in 5 kez daha hava kabarcigi olusturmadan
yavasca pipetaj yaparak karistirildi. Hiicre siispansiyonuna son hacim 5 ml olacak
sekilde Resuspension Solution eklendi ve iyice karistirildi. 100 g’de 7 dk oda
sicakliginda santrifiij edildi ve stipernatant atildi. Pellet tizerine 200 pl Resuspension
Solution eklenerek 200 pl’e ayarlanmis pipet yardimiyla 5 kez yavasca pipetaj yaparak
yukar1 asagi pipetlendi. Hiicre silispansiyonuna son hacim 5 ml olacak sekilde
Resuspension Solution eklendi ve iyice karistirildi. 100 g’de 7 dk oda sicakliginda
santrifiij edildi ve siipernatant atildi. 200 pl Resuspension Solution kullanilarak yapilan
yikama iglemi toplamda 3 yikama olacak sekilde tekrar edildi. Santrifiijden sonra elde
edilen hiicre pelleti, biiylikliigine gore 0,5-1 ml Neurobasal Medium (Stemcell
Technologies, 05700) i¢inde restispanse edildi. 50 ml’lik steril falkon tiipiin agzina 40
um Cell Strainer yerlestirildi, strainer tizerine elde edilen siispansiyon yavasca pipet
yardimiyla birakildi ve hiicre siispansiyonunun miidahale edilmeden kendi halinde
asagl akmasi beklendi. Hiicrelerin hacmi Olciilerek Trypan Blue (Stemcell
Technologies, 07050) ve hemositometre yardimiyla hiicrelerin sayimi yapildi.
Hiicreler, her kuyuda esit sayida hiicre olacak sekilde poli-D-lizin kapli plate’lere
(Thermo Fisher Scientific, NC-152035 ve Corning, 354470) ekildi.

3.2.3.2 Hiicrelerin toplanmasi ve homojenize edilmesi

Ko-kiiltiir ¢aligmalarindan elde edilen hiicreler 200 pl 1X PBS ile 3 kez yikanda.
Ardindan, hiicreler {izerine icerisinde proteaz inhibitérii bulunan 200 pl UPX
(Universal Protein Extraction Kit Buffer, Expedon) tampon ¢o6zeltisi eklendi ve hiicre
styirict (Isolab, 1.121.01.013) kullanilarak hiicreler dikkatlice poli-D-lizin kaplh
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kuyucuktan kazindi. Elde edilen hiicre siispansiyonu mikro pipet yardimiyla Lo-Bind
(Eppendorf) tiiplere alindi.

Homojenizasyon islemi i¢in Lo-Bind tiipler buz kalib1 {izerine alind1 ve igerisinde
bulunan hiicre siispansiyonuna 1 pl proteaz inhibitor kokteyli (PIC, Thermo Scientific)
eklendi. 5 kere 10 saniye boyunca ultrasonikator (VialTweeter, HielScher)
kullanilarak hiicre lizisi gerceklestirildi. Ardindan hiicreler, termo-calkalayicida
(Biosan) 15 dk 95°C’de 1000 rpm’de galkalanarak kaynatildi ve kaynama islemini
takiben 30 dk 4°C’de inkiibe edildi. Hiicreler, 10 dk 16000 g’de santrifiij edildi ve

slipernatant yeni Lo-Bind tiipe alind1.

3.2.3.3 FASP protokolii ile triptik peptitlerin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii calismalarindan elde edilen proteinlerden triptik peptitlerin
hazirlanmasi i¢in FASP (Filter Aided Sample Preparation) protokolii uygulandi (76).
Homojenizasyon isleminin ardindan elde edilen proteinler filtreli tiiplere alinarak
toplam hacim 230 pl olacak sekilde iizerine 8 M fire eklendi ve 15 dk 14000 g’de
santrifiij edildi. Santrifiij ardindan 200 pl tire eklendi ve tekrar 15 dk 14000 g’de
santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken tiim sivilar atildi. 8 M iire kullanilarak 10X
iyodoasetamit (IAA) soliisyonu hazirlandi. 10 pl 10X IAA ve 90 pl iire soliisyonu filtre
tizerine eklendi ve 1 dk calkalayici ile karistirildi. Ardindan 20 dk boyunca karanlikta,
oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda filtreli tiipler 10 dk 14000 g’de
santrifiij edildi. Orneklerdeki SDS’i uzaklastirmak igin tiim drnekler 3 kere 100 pl iire
soliisyonu eklenerek 15 dk 14000 g’de santrifiij edildi ve toplama tiiptinde biriken sivi
atildi. Bu agamadan sonra tireyi uzaklagtirmak i¢in 6rnekler 3 kere 100 ul amonyum
bikarbonat soliisyonu (50 mM, AmBic) eklenerek 10 dk 14000 g’de santrifiij edildi.
Triptik peptit eldesi i¢in S0mM AmBic soliisyonu i¢inde olan 6rneklerin lizerine
Ipg/75ul tripsin soliisyonu eklendi ve tlip kapaklar1 parafilmlenerek gece boyu
(maksimum 18 saat) 37°C’de inkiibasyona birakildi. Triptik peptitleri iceren filtreler
yeni tiiplere alindi, tizerlerine 40 pl 50 MM AmBic soliisyonu eklendi ve 10 dk 14000
g’de santrifiij edildi. Filtrelere 50 ul 0.5 M sodyum Klorit soliisyonu (NaCl) eklendi ve
tekrar 10 dk 14000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 filtreden gecerek tiipte
toplanan triptik peptitler LC-MS/MS cihazina verilmek tizere viale alindu.
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3.2.3.4 LC-MS/MS analizi

Primer hiicre kiiltiiri ¢alismalarindan elde edilen peptitlerin analizleri igin
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi’nde bulunan nanoLC-ESI-QTOF (Xevo
G2-XS, Waters) cihazi kullanildi. Analiz 6ncesinde kolon, %0,1 formik asit iceren
%97 mobil faz A ile dengelendi. Sonrasinda, MassLynx yazilimi kullanilarak 200
pg/ull Leucine Enkephalin (LeuEnk) ile dedektér ayari ve 100 fmol/pl Glu-1-
fibrinopeptit B (Glu-fib) ile cihazin kalibrasyonu yapildi. Bagimsiz veri toplama (data
independent acquisation, DIA) metodu olan SONAR sensitivity modunda kullanildi.
FASP protokolii uygulanarak elde edilen ve enjeksiyonu yapilacak olan triptik
peptitler cihaza verildi. Ornekler, 5nce nanoACQUITY UPLC M Class kromatografi
sistemi iizerinde yer alan trap kolonundan (ZENFIT-nanoEase MZ Symmetry C18
Trap Column, 100 A, 5 um 180 um x 20 mm, Waters-186008821) gegirildi. Ardindan,
hidrofobiklik 6zelliklerine gore ayrilacaklar analitik kolona (ZENFIT- nanoEase MZ
HSS T3 Column, 100 A, 1.8 pm, 75 pm X 250 mm, Waters-186008818) yonlendirildi.
0.300 pl/dk akis hizinda, %4-40 araliginda ACN gradienti uygulanarak peptitlerin
kolondan ayrilmasi saglandi. Pozitif ion modunda, ESI sonucunda kiitle
spektrometresinde analiz edildi. Analiz sirasinda, 50-1950 m/z aralifindaki tiim
peptitler i¢in veri toplandi. MS/MS analiziyle peptitler parcalanarak sekans bilgisinin

elde edilmesi saglandu.

3.2.3.5 LC-MS/MS datalarinin islenmesi

Proteinlerin tanimlanmasi ve peptitlerin kantitatif analizi i¢in Progenesis QI
(V.2.0, Waters) yazilimi kullanildi. UniProt/SwissProt protein veri bankasindaki en
giincel mus musculus veritabani (Uniprot, Eyliil 2022) kullanarak protein
tanimlamalar1  gerceklestirildi. Kiitle spektrometresindeki kiitle Ol¢limlerinin
dogrulugunu artirmak igin kalibrant (lockmass calibration) olarak 785,8426 m/z
degeri (Glu-fib peptidi) kullanildi ve 6rnek setleri toplam iyon yogunluguna gore

normalize edildi.

Karbamidometil-sistein, metiyonin oksidasyonu fixed modifikasyon olarak, asetil

N-TERM, asparajin ve glutamin deaminasyonu modifikasyonlar1 ise variable
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modifikasyon olarak yazilim tizerinde se¢ildi. Tanimlama Kriterleri olarak yanlis kesif
orani (false discovery rate, FDR < %1) %1’den kii¢iik olacak sekilde ayarlandi. Elde
edilen proteinler, en az 2 ve tizeri benzersiz peptit (unique peptide), p < 0,05 ve degisim

katsayis1 > 1.3 olacak sekilde filtrelendi.

3.2.3.6 Biyoinformatik analizler

Primer hiicre kiiltlirii 6rneklerinden tanimlanan ve anlamli ifade farkliliklar
gosteren proteinlerin biyoinformatik analizlerini gergeklestirmek igin gesitli gevrimigi
yazilimlar kullanildi. Kontrol, transgenik ve ko-kiiltiir gruplarinin protein ifade
profillerini analiz etmek ve gruplar arasindaki benzerlikleri ve farkliliklart
gozlemlemek amaciyla hem temel bilesenler analizi (Principal Component Analysis,
PCA) hem de hiyerarsik kiimeleme (hierarchical clustering, HC) analizi
gerceklestirildi. Analizler cevrimici Clustvis yazilimi ile gergeklestirildi. PCA
analizinde, satir bazinda birim varyans Ol¢eklendirmesi (unit variance scaling) ve
temel bilesenleri hesaplamak i¢in tekil deger ayrisimi (singular value decomposition,
SVD) kullamildi. Ornek gruplarmin etrafinda bulunan elipsler %95 giiven araligim
kapsayacak sekilde yazilim tarafindan cizildi. HC analizinde, satirlar ortalandiktan
(centered) sonra satirlara birim varyans 6lgeklemesi uygulandi. Hem satirlar hem de
siitunlar, korelasyon mesafesi (correlation distance) ve ortalama baglant1 (average
linkage) kullanilarak kiimelendirildi. Anlamh ifade farkliliklar1 gdsteren proteinlerin

yolak analizleri Reactome Pathways yazilimi araciligiyla gergeklestirildi.

3.24 MALDI kiitle spektrometresi goriintiileme ¢calismasi

Calismanin bu basamaginda, yenidogan 5xFAD beyin dokusundaki proteomik
degisiklikler bolgesel olarak MALDI-MSI analizleri ile incelendi. Literatiirde
yenidogana ait hicbir MALDI-MSI goriintiileme ¢aligsmasina rastlanmadi. Bu nedenle,
MALDI-MSI deneyleri i¢in alinabilecek bir referans noktasi bulunmamasindan ve
yenidogan farelerden disekte edilen beyin dokularinin yapisindan dolayt MALDI-MSI
analizinde o6rnek hazirli@i zorlu bir optimizasyon siireci gerektirdi. Tamamlanan
optimizasyon deneylerinin ardindan tekrarlanabilir goriintiiler elde edildikten sonra

caligmalara devam edildi. Yenidogan 5XxFAD ve kontrol beyin dokusu iizerinde
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yapilan MALDI-MSI analizleri asagida agiklanan, optimize edilmis yontemler

kullanilarak gergeklestirildi.

MALDI-MSI analizlerinde 6rnek hazirligindan veri islenmesine kadar olan siireg

Sekil 7°de gosterilmistir.

@
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g" ? SCILS Edilmesi

LC-MS/MS LC-
(doku MS/MS

Sekil 7. MALDI-MSI ¢alisma plani

3.2.4.1 Beyin dokusu diseksiyonu

Yenidogan farelerden, dogum gerceklestikten 24 saat igerisinde total beyin
diseksiyonu gerceklestirildi. Hayvanlar 3 dakika buz iizerinde bekletilerek
hipotermiye sokuldu ve dekapite edildi. Beyin steril mikrocerrahi aletler yardimiyla,
biitiinliigli bozulmadan 2 dk igerisinde ¢ikartildi. Toplanan beyin dokular1, molekiiler
biitiinliiglinlin ve anatomik seklinin korunmasi i¢in sivi azot iizerinde ylizen
aliminyum folyoya yerlestirilerek donduruldu (77,78). Dondurulan beyin dokusu

ornekleri, deney zamanina kadar -80°C” de muhafaza edildi.
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3.2.4.2 Beyin doku kesitlerinin alinmasi ve hazirlanmasi

Analizden Once, kesit alinacak yenidogan fare beyinleri -80°C'den ¢ikartild1 ve
dokunun termal dengeye ulasmasi igin yaklasik 30 dk boyunca -35°C cryostat
(Cryotome FE, Thermo Fisher Scientific) igerisinde bekletildi. 10 um kalinliginda seri
koronal kesitler -12°C'de cryostat yardimiyla alindi. LC-MS/MS analizleri ve Western
blot validasyonlart i¢in ardigik doku kesitleri kullanildi. MALDI-MSI analizleri i¢in
doku kesitleri sogutulmus, poli-L-lizin kapli indium-tin-oxide (ITO) lamlara (Bruker)
firgalar yardimiyla (25 mm x 25 mm alana) alind1 ve lamlar, doku kesitlerinin
kurumasi icin 1 saat boyunca desikatore yerlestirildi. Ardindan, hiicre lipitleri,
inorganik tuzlari ve istenmeyen kalintilar1 uzaklastirmak i¢in lamlar sirasiyla +4°C’de
sogutulmus %70 etanol igerisinde 30 saniye, %100 etanol igerisinde 30 saniye,
Carnoy’s soliisyonu (%10 glasiyal asetik asit, %30 kloroform, %60 etanol) i¢erisinde
2 dk, %100 etanol igerisinde 30 saniye, %40 etanol igerisinde 30 saniye ve son olarak
%100 etanol igerisinde 5 saniye bekletilerek yikama protokolii uyguland: (79). 1 ul
Bovin serum albumin (BSA) proteini ITO lamlarda bulunan doku kesitlerinin yanina
damlatild1 ve lamlar desikator igerisinde tekrar 30 dk boyunca kurumaya birakildi.
Kurutma isleminin ardindan, lamlarin koseleri su bazli beyaz bir kalemle isaretlendi
(X) ve dokunun konumunu cihaza tanitilmasi amaciyla Epson tarayici kullanilarak

yiiksek ¢oziiniirliikte (2400 dpi) tarand1 (Resim 1).

Resim 1. Yenidogan beyin doku kesitlerine ait temsili ITO lam goriintiisii. Lokasyon
isaretleri (X) ve damlatilan BSA proteini goriilmektedir.
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3.2.4.3 Doku iizeri tripsinizasyon islemi

Tripsin enzimi (Trypsin Gold, MS Grade, Promega), 50 mM asetik asit i¢inde
¢oziildii. 50 mM AmBic tamponu ve %5 asetonitril (ACN) igeren 100 ng/pl tripsin
¢ozeltisi, SunCollect Automatic Sprayer (SunChrom) kullanilarak 2 bar basing ve 10
ul/dk akis hizinda, doku kesitlerinin iizerine 8 katman olacak sekilde piiskiirtiildi
(Resim 1). Tripsinizasyon isleminin ger¢eklesmesi i¢in lamlar nemin kontroliine
olanak saglayan SunDigest Incubation Chamber (SunChrom) igerisinde 45°C’de 2 saat
boyunca smart modda inkiibasyona birakildi. Doku {izeri tripsinizasyon islemini

takiben lamlar 30 dk boyunca desikatérde kurutuldu.

3.2.4.4 Matriks uygulamasi

Matriks kaplama islemi i¢in peptit analizlerinde yaygin olarak kullanilan 2,5-
dihidroksibenzoik asit (DHB, Bruker) MALDI matriksi kullanildi. Matriks ¢ozeltisi,
%50 ACN ve %0,2 trifloroasetik asit (TFA) igerisinde 30 mg/mL DHB igerecek
sekilde her analizden 6nce taze olarak hazirlandi ve 30 dk boyunca su banyosu iginde
sonike edildi. Sonikasyon islemini takiben, matriks uygulamasi oncesinde 10 dk
18,000 g’de santriflij edildi. Matriks ¢o6zeltisi, SunCollect Automatic Sprayer
(SunChrom) kullanilarak 2 bar basingta bes katman olacak sekilde dokularin {izerine
piiskiirtiildii. Ilk katman igin akis hiz1 10 pl/dk, diger dort katman icin ise 35 ul/dk
olarak ayarlandi. Matriks kaplama islemi tamamlandiktan sonra, cihazin kalibrasyonu
icin kullanilacak olan peptit standardi (Peptide Calibration Standard II, Bruker),

matriks ¢ozeltisi ile 1:1 (v/v) oraninda karistirildi ve lam iizerine damlatildi.

3.2.4.5 MALDI Kkiitle spektrometresi goriintiileme analizleri

MALDI kiitle spektrometresi goriintiileme analizi 6ncesinde doku kesitlerinin
konumunun cihaza tanitilmasi gerekmektedir. Bu amagcla, tripsinizasyon islemi
oncesinde isaretlenen ve taranan lam goriintiisiiniin iizerinde bulunan beyaz isaretler
(X) kullanildi. Doku kesitlerinin bulundugu lamlar “MTP Slide Adapter II” i¢erisine

yerlestirilerek cihaza verildi. FlexControl programi (V3.4, Bruker) araciligiyla doku
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kesitlerinin konumu, segilen dokular tizerine lazer atig1 yapilabilmesi i¢in cihaza

tanitild1.

Yenidogan fare beyin dokularimin (6 tane 5xFAD ve 6 tane kontrol) MALDI-MSI
analizleri icin Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi’nde bulunan RapiFlex
MALDI-TOF/TOF (Bruker) cihazi kullanildi. Analiz 6nce ve sonrasinda cihazin
temizligi, dedektor ayar1 ve kalibrasyonu yapildi. Kalibrasyon islemi igin lam {izerine
damlatilan, 700 ile 3200 Da kiitle araliginda 9 adet peptit igeren peptit kalibrasyon
standard1 II (Bruker) kullanild1 (Tablo 6). Her analiz 6ncesinde cihaz 1,5 ppm hata
oraninin altinda kalibre edildi. Doku analizlerinden Once tripsinizasyon igleminin
verimliligi lam {zerine yerlestirilen BSA 6rnegi ile kontrol edildi. Temsili BSA
kromatogram goriintiileri ile elde edilen BSA goriintiisii karsilastirildi ve benzer
kromatogram goriintiileri elde edildiginde tripsinizasyon islemi basarili kabul edilerek
yeni dogan beyin doku kesitlerinin analizlerine baslandi (80). Ayrica, cihazin ve
analizlerin dogrulugunu ve tutarliligini kontrol etmek amaciyla her bir lama
yerlestirilen yetiskin fare beyin dokusunun yarist analiz edildi. Doku kesitlerinin
analizleri pozitif iyon reflektor modunda, 700 ile 3200 Da kiitle araliginda,
gergeklestirildi. FlexControl programi (V3.4, Bruker) ile ¢oziiniirlilk nokta (spot)
bagina 1000 lazer vurusu ile 35 pm'ye ayarlandi. Veri toplama, isleme ve
gorsellestirme islemleri Bruker Flex yazilim paketleri (sirasiyla flexControl V3.4,

flexAnalysis V3.4, flexImaging V5.0) kullanilarak gerceklestirildi.

Tablo 6. Bruker peptit kalibrasyon standardi II peptit listesi ve m/z degerleri

Pept;t Adi [M+H]+ Mono;sotop;k  [M+H]+ Ortalama
Bradykinin 1-7 757,3992 757,86
Angiotensin Il 1046,5418 1047,19
Angiotensin | 1296,6848 1297,49
Substance P 1347,7354 1348,64
Bombesin 1619,8223 1620,86
ACTH clip 1-17 2093,0862 2094,43
ACTH clip 18-39 2465,1983 2466,68
Somatostatin 3147,4710 3149,57
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3.2.4.6 MALDI-MSI goriintiilerine ait verilerin islenmesi

MALDI-MSI analizlerinden elde edilen yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol
beyin dokularma ait veriler MALDI-MSI goriintiilerinin istatistiksel analizi igin
yaygin olarak kullanilan SCIiLS Lab (Versiyon 2016b, Bruker) yazilimi kullanilarak

analiz edildi. MALDI-MSI verilerinin islenmesinde kullanilan yontemler ve genel is

akis1 Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. MALDI-MSI goriintiilerine ait verilerin igslenmesindeki is akist

3.2.4.6.1 SCIiLS Lab ile yenidogan dokularinin segmentasyon analizi

Yenidogan beyin doku kesitlerine ait veri setleri, tek tek SCiLS Lab yazilima
yiiklendi ve analiz edildi. Analizlerde, literatiirde yapilan ¢alismalarda ve yazilimin
kullanma kilavuzunda belirtilen parametreler kullanildi (61). Verilere “convolution
baseline removal” (width:20) ve total iyon normalizasyonu (TIC) uygulandi. Elde

edilen m/z degerleri arasindaki yanlig hizalanmanin (misalignment) etkisini ortadan
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kaldirmak i¢in pik se¢imi (peak picking) ve pik hizalama (peak alignment) yapildi ve
“interval width: 0,156 Da”, “interval processing mode: mean value on interval”,
“baseline removal algorithm: deconvolution” ve “no normalization” parametreleri
uygulanarak otomatik segmentasyon analizi gerceklestirildi. Segmentasyon analizi

sonucunda R1, R2 ve R3 olmak iizere 3 farkli bolge tanimlandi.

3.2.4.6.2 Intensite degerlerinin normalize edilmesi

Segmentasyon analizleri sonucunda elde edilen, bdlgelere 6zgii m/z degerleri ve
intensiteler Excel programina aktarildi. Doku kesitlerinden elde edilen intensitelere,
kiitle spektralarin1 etkileyebilecek sistematik artifaktlar1 gidermek, cihazdaki giinliik
dalgalanmalardan kaynaklanabilecek deneysel varyasyonlari minimuma indirmek ve
kesitlere ait bireysel kiitle spektralarin1 birbirleriyle karsilastirilabilir hale getirmek
icin normalizasyon faktorii kullanilarak total intensite normalizasyonu uygulandi (81).
Ozetle, bolgelere 6zgii intensiteler kendi iclerinde toplanarak en kiigiik toplama
boliindii ve kullanilacak olan normalizasyon faktorii hesaplandi. Mevcut intensite
degerleri bu normalizasyon faktoriine boliinerek normalize edilmis intensite degerleri
elde edildi. Total intensite normalizasyonu asamalari Tablo 7’de Ornek olarak

gosterildi.

Tablo 7. Total intensite normalizasyonu asamalari ve hesaplama 6rnegi

R3 Bolges* ALM1 ALM?2 ALM3 ALZ1 ALZ2 ALZ3
intens*teler Toplami 614.7039 224.2181 140.3262 611.8482 103.7313 66.81924

Normal*zasyon

9.199505 3.355592 2.100086 9.156768 1.552416 1
Faktorii
m/z 712.02 712,318 712.016  712.045  735.37  712.042
intens*te 1.08891 0.443641 0.443843 0.760841 0.226741 0.115871

Normal*ze intens*te 0.118366 0.132209 0.211345 0.083091 0.146057 0.115871
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3.2.4.6.3 m/z degerlerinin internal kalibrasyonu

MALDI-MSI analizleri 6ncesinde peptit standardi1 kullanilarak cihazin eksternal
kalibrasyonu yapilmasina ragmen, verilerin giivenilirliginin arttirtlmasi ve farkli giin
ve zamanlarda yapilan analizler arasindaki varyasyonlarin ortadan kaldirilmasi i¢in
m/z degerlerinin internal kalibrasyonunun da yapilmasi gerekmektedir (82). Yapilan
literatiir taramalarinda, MALDI-MSI ¢alismalarinda Myelin Basic Protein (MBP)
kullanilarak internal kalibrasyon yapildigi gozlemlendi. Fakat, yenidogan fare
beyninde myelin yapisi daha zayif oldugu icin MBP’ye ait olan m/z degerlerinden
belirgin bir goriintii elde edilemedi. Bu nedenle, yenidoganda MBP ile internal
kalibrasyon yapilamayacagina karar verilip, yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucunda
mMass yazilimi (Versiyon 5.5.0, www.mmass.org) ile tripsin enziminin triptik otoliz
peptitleri kullanilarak internal kalibrasyon gerceklestirildi (83-85). Onceden
normalize edilmis intensite degerleri csv dosya formatinda mMass yazilimina
aktarildi. Savitzky-Golay metodu kullanilarak “smoothing” (window size: 0.2 m/z in
two cycles) islemi ve “baseline correction” (precision: 15, relative offset: 25) yazilim
tarafindan gerceklestirildi. Pikler, sinyal-giiriiltii oran1 (S/N ratio) 3,0 kullanilarak

otomatik olarak se¢ildi ve omuz pikleri (peak shoulders) yazilim tarafindan kaldirild.

3.2.4.6.4 Verilerin gruplandirilmasi

Pik se¢imi sonucunda SCiLS Lab yaziliminin belirledigi m/z (700-3200
araliginda) ve intensite degerleri arasinda istatistiksel testler yapilabilmesi ve
spektrumlarin boyutunun azaltilarak birbirleriyle karsilastirilabilmesi i¢in m/z
degerleri 0.04 Da araliklarda gruplandirildi (86). Gruplandirma isleminin (data
binning) mMass yazilimi ile belirlenen 0.04 Da araliklarda yapilmasinin nedeni,
internal kalibrasyon sonucu tripsin enziminin bilinen triptik otoliz peptitlerine ait m/z
degerlerinin, analizler sonucunda belirlenen m/z degerleri ile 0.04 Da’dan kii¢iik hata
oraninda eslesmesidir (Sekil 9). m/z ve intensite degerlerinin gruplandirilmasi 12 farkl
doku kesitinin (6 tane SXFAD ve 6 tane kontrol) birbiriyle karsilastirilmasina olanak
sagladi. 5XFAD veya kontrol grubunda en az {i¢ intensite degeri olan m/z degerleri

istatistiksel analizler i¢in kullanildi.
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Trypsin (1-8) [M+H]+ 952.3854
Trypsin (108-115) [M+H]+ 842.5094 -0.0205
Trypsin (116-133) [M+H]+ 1768.7993 0.0336
Trypsin (134-147) [M+H]+ 14689.7305
Trypsin (148-157) [M+H]+ 1006.4874 0.0328
Trypsin (158-178) [M+H]+ 2158.0307
Trypsin (179-208) [M+H]+ 3013.3237
Trypsin (208-216) [M+H]+ 506.5044
Trypsin (217-231) [M+H]+ 1736.8425 0.0061
Trypsin (58-72) [M+H]+ 1713.8084
Trypsin (58-76) [M+H]+ 2083.0095
Trypsin (58-77) [M+H]+ 2211.1040 -0.0269
Trypsin (82-77) [M+H]+ 1774.8575
Trypsin (78-97) [M+H]+ 2283.1802
Trypsin (98-107) [M+H]+ 1045.5637 -0.0250

Sekil 9. Tripsin enziminin triptik otoliz peptitlerine ait m/z degerleri ve hata oranlari

3.2.4.6.5 Istatistiksel analizler

Tim istatistiksel analizler SPSS yazilim1 (Versiyon 25.0, IBM Corp) kullanilarak
gergeklestirildi. MALDI-MSI analiz sonuglarinda 1000°den fazla piksel noktasi
bulunmasi nedeniyle veri biiyiikliigiinden bagimsiz olan Cohen’s d-testi gruplar
arasinda (5XFAD ve kontrol) karsilastirma yapmak i¢in kullanildi. Cohen’s degeri 0,8
den biiyiik (d > 0,8) olan intensite degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve
Shapiro-Wilk normal dagilim testi yapildi. Istatistiksel anlamlilik, normalite testi
sonuglarina bagli olarak parametrik independant t-test veya parametrik olmayan Mann
Whitney-U testi ile degerlendirildi. p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.24.7 LC-MS/MS analizleri ile protein tammlama

MALDI-MSI analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamli m/z
degerlerinin tanimlanmasi i¢in yenidogan beyin doku kesiti iizerinden ve direk doku

kesitinden elde edilen peptitler ile LC-MS/MS analizleri gergeklestirildi. LC-MS/MS
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analizleri i¢cin MALDI-MSI analizlerinde her bir beyin dokusu i¢in kullanilan kesitlere
ardisik doku kesitleri kullanildi.

3.2.4.7.1 Doku iizeri tripsinizasyon ile LC-MS/MS analizi i¢cin 6rnek

hazirlanmasi

Tanimlamalarda kullanilacak protein bilgisini elde etmek amaciyla yapilan doku
tizeri tripsinizasyon islemi icin MALDI-MSI analizinde kullanilan 6rnek hazirlig
protokoliiniin matriks uygulamasina kadar olan kisimlarin aynisi izlendi. Kisaca,
MALDI-MSI analizi i¢in kullanilan doku kesitine ardisik kesitler poli-L-lizin kaph
lam {lizerine cryostat yardimiyla alindi ve ardindan desikatére kondu. Desikatdrden
alinan lamlara, tripsinizasyon isleminden once hiicre lipitlerini ve diger kalintilari
uzaklagtirmak amaciyla yikama protokolii uygulandi. Tripsin enzimi 100 ng/pl
konsantrasyonda olacak sekilde 50 mM AmBic ile ¢oziildii ve doku kesitlerinin
tizerine SunCollect Sprayer (SunCrom) yardimu ile piiskiirtiildii. Tripsin uygulamasini
takiben, SunDigest (SunCrom) cihazinda 45°C’de 2 saat inkiibasyon gerc¢eklestirildi.
Tripsinizasyon islemi sonrasinda doku kesitleri, %10 ACN ve %0,1 FA igeren bir
cozelti ile tamamen kaplandi1 ve oda sicakliginda hafif¢e ¢alkalanarak 3 dk boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan, peptitleri igeren ¢dzelti dokunun kenarindan
pipet yardimiyla Lo-Bind tiiplere toplands. Ilk olarak %25 ACN ve %0,1 FA igeren bir
cozelti ile ve ardindan %45 ACN ve %0,1 FA iceren bir ¢ozelti ile toplama islemi
tekrarland1 (84).

3.2.4.7.2 Direk doku kesitinden LC-MS/MS analizi i¢in 6rnek hazirlama

MALDI-MSI analizlerinde kullanilan kesitlere ardisik 50 um kalinliginda 10 tane
doku kesiti Lo-Bind tiipe alindi. Lo-Bind tiipler buz kalibi iizerine alindi, doku
kesitlerine %1 PIC igceren 50 ul UPX tampon ¢ozeltisi eklendi ve 7 kere 10 saniye
boyunca ultrasonikatdr kullanilarak homojenize edildi. Sonrasinda, termo-
calkalayicida (Biosan) 15 dk 95°C’de 1400 rpm’de c¢alkalanarak kaynatildi ve
kaynama islemini takiben 1,5 saat 4°C’de inkiibe edildi. 15 dk 18000 g’de santrifiij

edildi ve stipernatant yeni Lo-Bind tiipe alind1.
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3.2.4.7.3 FASP Protokolii ile triptik peptitlerin hazirlanmasi

Homojenizasyon sonrasi direk doku kesitinden elde edilen proteinlerden triptik
peptitlerin hazirlanmasi igin 3.2.3.3 baslig1 altinda detaylica anlatilan FASP protokolii
kullanildi.

3.2.4.7.4 LC-MS/MS analizi

Doku {izeri tripsinizasyon isleminden elde edilen peptitler ile direk doku
kesitlerine FASP protokolii uygulanarak elde edilen peptitlerin analizleri ig¢in
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi'nde bulunan nanoLC-ESI-QTOF (Xevo
G2-XS, Waters) cihazi kullanildi. LC-MS/MS analizi ve LC-MS/MS datalarinin
islenmesi detayli olarak sirastyla 3.2.3.4 ve 3.2.3.5 basliklar1 altinda anlatildu.

3.24.8 MALDI-MSI ve LC-MS/MS datalarimin eslestirilmesi ve proteinlerin

tanimlanmasi

MALDI-MSI analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamhi m/z
degerlerine karsilik gelen proteinleri tanimlayabilmek i¢in hem doku iizeri hem de
direk doku kesitleriyle gerceklestirilen LC-MS/MS analizlerinden elde edilen
proteinlerin sekans bilgileri kullanildi. MALDI-MSI analizinden elde edilen m/z
degerleri ile LC-MS/MS datasinin  eslestirilmesinde, yani  proteinlerin
tanimlanmasinda en diisik ppm hata orami ile tanimlama kurali uygulandi (87).
Eslestirmede, MALDI-MSI analizinde, doku yiizeyindeki peptitler daha kolay
iyonlasabildigi i¢in, protein tanimlamasi i¢in doku {izeri tripsinizasyon ile elde edilen
bilgilere oncelik verildi. Eger doku iizeri tripsinizasyon yontemi ile diisiikk ppm hata
orani ile eslestirilme yapilamazsa, direk doku kesitlerinden elde edilen protein bilgisi
ile eslestirme gergeklestirildi. Eslestirilme sonrasinda tanimlanan proteinlerin literatiir

taramas1 gerceklestirildi.
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3.2.5 Western Blot Yontemi ile MALDI-MSI Sonuclarmin Validasyonu

MALDI-MSI analizleri ile elde edilen istatistiksel olarak anlamli proteomik
sonuglarin dogrulanmasi amaciyla Western blot validasyon analizleri gerceklestirildi.
MALDI-MSI ve LC-MS/MS analizleri sonucunda tanimlanan proteinlerin varligl ve

miktar1t Western blot analizi ile farkli ve bagimsiz bir yontemle dogrulandi.

3.2.5.1 Western Blot Analizi icin Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Protein ekstraksiyonu i¢in MALDI-MSI analizlerinde kullanilan beyin doku
kesitlerine ardisik kesitlerden prenatal fare beyin atlasina gore R1 bolgesine karsilik
gelen korteks bolgesi ve R3 bolgesine karsilik gelen korpus kallozum bolgesi
dikkatlice mikrodisekte edildi. 50 um kalinliginda 10 adet ardisik kesit kullanildi.
Mikrodisekte edilen doku kesitleri, ultrasonikator (VialTweeter, HielScher)
kullanilarak %1 PIC igeren UPX tamponunda homojenize edildi, ardindan termo-
calkalayicida (Biosan) 95°C'de 15 dk 1400 rpm’de galkalanarak kaynatildi ve kaynama
islemini takiben 1,5 saat boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Ardindan, 15 dk 18000 g'de
santrifiij edildi ve ekstrakte edilen proteinleri iceren siipernatant yeni Lo-Bind tiiplere
alindi. Bradford yontemi ile konsantrasyon tayini yapildiktan sonra -80°C’ye

kaldirildi.

3.2.5.2 Western Blot Yontemi

Jel dokme sistemi 0,75 mm aralikli cam plakalar (Biorad) kullanilarak kuruldu ve
Western blot analizlerinde kullanilmak tizere %12°lik jeller, TGX Stain-Free FastCast
Acrylamide Kit (Biorad) protokoliinde belirtilen sekilde taze olarak hazirlandi. Ilk
olarak, kit i¢ginde bulunan resolver A ve resolver B soliisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda
karistirildi ve karigimin igerisine %10 APS ve TEMED eklenerek resolver soliisyonu
hazirlandi. Ardindan, stacker soliisyonu aymi sekilde stacker A ve stacker B
sollisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak ve karigima %10 APS ve TEMED
eklenerek hazirlandi. Baloncuk olusumuna dikkat edilerek hazirlanan cam plakalarin
arasina, once resolver soliisyonu kuyucuklarin yaklasik 1 cm altinda kalacak sekilde

dokiildii ve iizeri hazirlanan stacker soliisyonu ile tamamlandi. Orneklerin yiiklenecegi
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kuyucuklarin olusturulmasi igin tarak yerlestirilerek oda sicakliginda 45 dk polimerize

olmak uzere birakild.

Her 6rnekten 10 pg protein, %5 B-merkaptoetanol iceren 4X Laemmli tamponu
(BioRad) ile toplam hacim 20 pl olacak sekilde karistirildi ve ardindan 5 dk boyunca
95°C'de kaynatildi. Hazirlanan jel, igerisi 1X TGS tamponu (25 mM Tris, 192 mM
Glisin, %0,1 SDS, pH 8,3; BioRad) ile doldurulmus yiiriitme tankina yerlestirildi.
Hazirlanan protein 6rnekleri ile 5’er pl renkli ve renksiz molekiiler standartlar jelin
kuyucuklarma yiiklendi. Proteinlerin jele yavas giris yapmasi ig¢in dnce 20 dk 100V°da,
ardindan mavi boya jel tabanina ulasana kadar 200V’da (~25 dk) yiiriitildii.

Yriitme islemi tamamlandiktan sonra, jel dikkatlice 1X PBST (PBS’de ¢oziilmiis
%0,1 Tween-20) soliisyonuna alindi ve ChemiDoc goriintiileme sistemi (BioRad)
kullanilarak jel aktivasyonu gerceklestirildi. Proteinlerin jelden PVDF membrana
transfer islemi semi-dry transfer sistemiyle TransBlot Turbo RTA Transfer Kit’i
(BioRad) kullanilarak gerceklestirildi. Transfer isleminden 6nce PVDF membran
%100 metanol icerisinde 2 dk bekletilerek aktif hale getirildi. Transfer isleminde
kullanilacak olan kurutma kagitlari, aktiflestirilmis membran ve transfer edilecek
proteinleri igeren jel, kit igerisinde bulunan 1X Towbin transfer tamponu (25 mM Tris,
192 mM Glisin, %20 metanol, pH 8,3; BioRad) igerisinde 1slatildi. Transfer kasetinin
icerisine, sirasiyla kurutma kagidi, PVDF membran, proteinleri igeren jel ve tekrardan
kurutma kagidi sandvi¢ seklinde yerlestirildi ve kaset TransBlot Turbo cihazina
(BioRad) konuldu. Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore Tablo 8’de belirtilen

parametreler kullanilarak transfer islemi gergeklestirildi.

Tablo 8. Western blot icin transfer parametreleri

Protokol Molekiiler Agirhk Siire 1 M*n* Jel
H*gh MW > 150 kD 10 dk
25V’akadar
Low MW <30kD 5 dk
sab7t1,3A
M*xed MW 5-150 kD 7 dk
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Bloklama isleminden Once, transfer olmus proteinleri tastyan PVDF membran
ChemiDoc goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiillendi ve %5 siit tozu igeren 1X
PBST soliisyonunda (bloklama soliisyonu) 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Ardindan PVDF membran, birincil antikor igerisinde 2 saat boyunca inkiibe edildi.
PVDF membran, 3 kez 5’er dk 1X PBST ile yikandi ve ardindan ikincil antikor ve
renksiz molekiiler standardin goriintiilenmesi i¢in kullanilan StrepActin-HRP
(BioRad) igeren bloklama soliisyonu igerisinde 1 saat boyunca inkiibe edildi. Biitiin
inkiibasyonlar oda sicakliginda calkalanarak gerceklestirildi. Birincil ve ikincil
antikolar Tablo 9°da gosterilen miktarlarda %5 bloklama soliisyonu igerisinde taze
olarak hazirlandi. PVDF membran, 3 kez 5’er dk 1X PBST ile yikand1 ve Clarity
Western ECL Substrate (BioRad) kullanilarak ChemiDoc Goriintiileme sistemi ile
zayif sinyallerin tespitinde kullanilan yiliksek duyarlilik (high sensitivity) modunda

goriintiilendi.

Tablo 9. Western blot analizlerinde kullanilan birincil ve ikincil antikorlar

Antikor Diliisyon  Molekiiler Agirhk Marka
Stathmin 1:10,000 19 kDa Abcam, ab52630
VCP 1:10,000 89 kDa Abcam, ab109240
EF-2 1:1000 95 kDa Cell Signaling, 2332
HSPa4 1:1000 110 kDa Abcam, ab185962
elF3a 1:2000 167 kDa Abcam, ab86146
NogoA 1:1000 180 kDa Abcam, ab62024
Kegi anti-tavsan 1IgG-HRP 1:4000 - Abcam, ab6721
StrepActin-HRP 1:10,000 - BioRad, 1610381

3.2.5.3 Western blot yontemi ile elde edilen datalarn istatistiksel analizi

Densitometrik analizler ve toplam protein normalizasyonu, ImagelLab yazilimi
(Versiyon 6.1, BioRad) ve GraphPad Prism (Versiyon 8.0) yazilimi kullanilarak
yapildi. Yiikleme miktarindaki degiskenlikleri diizeltmek ve Western blot analiz
sonuglarint dogru yorumlayabilmek amaciyla toplam protein normalizasyonu; transfer

islemi sonras1 goriintiilenen toplam protein bantlarinin yogunlugunun antikor ile
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hedeflenen proteine ait bandin yogunluguna oranlanmasiyla gergeklestirildi. Verilere,
Shapiro-Wilk normal dagilim testi yapildi. Biitiin veriler normal dagilim gosterdigi igin
istatistiksel anlamlilik independant t-test ile degerlendirildi. p < 0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.2.6 DESI Kkiitle spektrometresi goriintiileme ¢alismasi

Tez calismasinin bu basamaginda, yenidogan S5xFAD beyin dokusundaki
metabolomik degisiklikler bolgesel olarak DESI-MSI analizleri ile incelendi. Yapilan
literatiir taramas1 sonucunda, AH fare modellerine ait MS goriintiileme temelli
metabolomik caligmalar bulunurken, yenidogan AH fare modelini iceren herhangi bir
metabolomik calismaya rastlanmadi. DESI-MSI deneyleri i¢in alinabilecek bir
referans noktasi bulunmamasindan dolayi, c¢alismalara baslamadan oOnce ornek
hazirligi ve kullanilan metotlarin parametreleri optimize edildi. Optimizasyon
islemleri tamamlandiktan sonra, deney protokoliiniin tekrarlanabilirligini test etmek
icin once yetigkin fare beyin dokusu kullanilarak DESI-MSI deneyleri gergeklestirildi.
Goriintiilerin tekrarlanabilir oldugu gosterildikten sonra, yenidogan fare beyin dokusu
kesitlerinde metabolitlerin goriintiilenmesi igin uygun metodu segmek amaciyla farkli
parametrelere sahip metotlar test edildi. Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol fare
beyin dokularinda diisiik agirlikli metabolitlerin (< 500 m/z) ve lipitlerin (> 500 m/z)
gorlintiillenmesi icin DESI-MSI analizleri 2 farkli metot kullanilarak gerceklestirildi.
DESI-MSI analizlerinde 6rnek hazirligindan verilerin islenmesine kadar olan siireg

Sekil 10°da gosterilmistir.
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Beyin Dokularindan
Cryostat ile Kesit Alinmasi

l

Beyin
Dokularinin
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Elde Edilen Waters Select Series MRT
Verilerin Iglenmesi DESI-MSI Analizleri

Sekil 10. DESI-MSI ¢alisma plani

3.2.6.1 Beyin dokusu diseksiyonu

Calismada kullanilan yenidogan beyin dokulari, Actbadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi'nden temin edildi. Kisaca, transgenik 5XFAD ve kontrol yenidogan fareler
(1 glinliik) hizl bir sekilde dekapite edildi ve beyin dokulari diseksiyon sonrasinda 2
dk icerisinde toplandi. Toplanan beyin dokulari, s1v1 azot iizerinde yilizen aliiminyum
folyoya yerlestirilerek donduruldu. Dondurulan beyin doku 6rnekleri deney siirecine

kadar —80°C'de saklandi.

3.2.6.2 Beyin doku kesitlerinin alinmasi ve saklanmasi

Analizden oOnce, kesit alinacak yenidogan fare beyinleri -80°C’den ¢ikartildi ve
dokunun termal dengeye ulasmasi igin yaklasik 30 dk boyunca -35°C cryostat
(CM1950, Leica Biosystems) igerisinde bekletildi. Yenidogan beyin dokusu 6nce
kiiciik bir su damlas1 kullanilarak mantar diske monte edildi ve ardindan mantar disk

OCT bilesigi kullanilarak numune diskine yerlestirildi. Cryostat yardimiyla —12°C’de
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10 um kalinliginda seri koronal kesitler alindi. Doku Kesitleri, nceden sogutulmus X-
tra Adhesive (Leica Biosystems) lamlara firgalar yardimiyla alindi. Kesit alma islemi
tamamlandiktan sonra kesitler, hava kompresorii kullanilarak nazik¢e kurutuldu ve
tekli lam saklama kutularina yerlestirildi. Ardindan vakumlanarak goriintiilleme

analizlerine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.6.3 DESI kiitle spektrometresi goriintiileme analizleri

DESI-MSI analizlerinde kullanilmadan once, kesitler iizerinde olusabilecek
kondensasyonu Onlemek amaciyla lamlar vakumlu paketlerden ¢ikarilmadan oda
sicakliginda yaklasik 30 dk boyunca ¢ozdiiriildii. Lamlar siyah Staedtler kalemi (m/z
666,006) ile isaretlendi. Bu isaretler ile analiz dncesinde intensite yogunlugu kontrol

edildi ve doku kesitlerinin konumu cihaza tanitildi.

Yenidogan fare beyin dokularinin (6 tane 5XFAD ve 6 tane kontrol) DESI-MSI
analizleri Sheffield Hallam Universitesi’nde bulunan Waters Select Series MRT, DESI
XS sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Cihazin kiitle ¢oziintirliigii 200,000
FWHM’dir. Cihaz, her analizden 6nce manuel olarak polialanin ile 0,10 ppm hata
oraninin altinda kalibre edildi. Yenidogan doku kesitlerinin analizi negatif iyon
modunda 50 ile 2400 Da kiitle araliginda, 30 um ¢oziintirliikte gerceklestirildi. Sprey
solventi olarak igerisinde 100 pg/ul leucine enkaphalin ve 0,5 mM glutarik asit bulunan
95:5 metanol/su karisimi kullanildi. Elektrosprey solventi 2 uL/dk akis hizina ve

nebiilize edici gaz (nitrojen) basinci 2 bara ayarlandi.

Diisiik agirlikli metabolitlerin (< 500 m/z) ve lipitlerin (> 500 m/z)
gorlintiillenmesi iki farkli metot kullanilarak gerceklestirildi. Diisiik agirlikli
metabolitlerin analizinde quadrupole profili m/z 50, 100, 200 olarak ve 1sitmali
transfer hatt1 (heated transfer line, HTL) sicakligi 100°C olarak ayarlandi. Lipitlerin
analizinde ise quadrupole profili m/z 500, 900, 1100 olarak ve HTL sicakligi 400°C
olarak ayarlandi. DESI-MSI analizlerinde kullanilan metot i¢ine entegre edilmis
continuous lock mass correction fonksiyonu sayesinde dokularin analizi sirasinda

internal kalibrasyonu gergeklestirildi. Diisiik agirlikli metabolitlerin analizinde
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glutarik asit (m/z 131,0349), lipitlerin analizinde ise leucine enkaphalin (m/z
554,2615) internal kalibrant olarak kullanildi.

3.2.6.4 DESI-MSI datalarinin islenmesi

Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokusu kesitlerine ait DESI-MSI
goriintiilerinin  analizleri SCiLS Lab Pro (Versiyon 2024b, Bruker) yazilimi
kullanilarak gergeklestirildi. Yenidogan beyin doku kesitlerine ait kalibre edilmis (lock
mass corrected) veri setleri teker teker SCIiLS Lab yazilimina yiiklendi. Bu nedenle,
disaritdan manuel olarak internal kalibrasyon islemine gerek kalmadi. Yiikleme
sirasinda 50-1000 m/z aralig1 segildi, “interval width: 0,005 Da” olarak ayarlandi ve
total iyon normalizasyonu uygulandi. SCILS Lab yazilimi ile otomatik segmentasyon
analizi gergeklestirildi. Yazilimin yeni versiyonuna eklenen verilerin gruplandiriimasi
(data binning) fonksiyonu sayesinde, elde edilen verilerin manuel olarak

gruplandirilmasina gerek kalmadi.

3.2.6.5 Biyoinformatik analizler

SCiLS Lab yazilimi tarafindan pik se¢imi (peak picking) sonucunda elde edilen
m/z ve intensite degerleri ¢cevrimi¢i MetaboAnalyst yazilimi araciligiyla istatistiksel
testler kullanilarak karsilastirildi. DESI-MSI analizlerinden elde edilen verilerin
birbirleriyle karsilastirilabilir hale getirilmesi i¢in Oncelikle total intensite
normalizasyonu uygulandi. Ardindan normalize edilen m/z ve intensite degerleri ile
PCA analizi gerceklestirildi. Ornek gruplarinin etrafinda bulunan elipsler %95 giiven

araligin1 kapsayacak sekilde yazilim tarafindan ¢izildi.

5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokularinin DESI-MSI analizleri sonucunda
elde edilen m/z degerleri c¢evrimi¢i LIPID MAPS (www.lipidmaps.org) ve
Metabolomics  Workbench  (www.metabolomicsworkbench.org)  veritabanlari

kullanilarak en diisiik ppm hata orani ile ayr1 ayr1 tanimlandi.
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4 BULGULAR

4.1 Transgenik Hayvanlarm Genotipleme ile Belirlenmesi

SxFAD transgenik ve kontrol farelerin ayirt edilmesi amaciyla genotipleme
analizleri gerceklestirildi. Ornek genotipleme jel goriintiisii Sekil 10°da gdsterilmistir.
Cift bant gozlemlenen oOrnekler 5xFAD transgenik hayvanlara aitken, tek bant
gozlemlenen Ornekler kontrol hayvanlarina aittir. PZR reaksiyonunun basarili olup

olmadigin1 kontrol etmek amaciyla pozitif ve negatif kontrol 6rnekleri kullanilmistir.

M LM-1 Tg-1 Tg-2 LM-2 Tg-3 LM-3 LM-4 LM-5 Tg LM Su
Kontrol Kontrol

Sekil 11. 5XFAD fare dokularina ait PZR tirlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
(M: DNA standardi; LM: Littermate (kontrol); Tg: Transgenik (5xFAD) fare)

4.2 Primer Hiicre Kiiltiiri

Yapilan hiicre kiiltliri ¢alismalar1 dogrultusunda, 5XFAD transgenik yenidogan
fare beyninin non-transgenik kontrol fare beynine kiyasla daha kiigiik oldugu
gozlemlendi. Hipokampiis bolgelerinin diseksiyonu sonrasi elde edilen hiicrelerden
poli-D-lizin kapl 6 kuyucuklu plate’e hem ekilip hem de ko-kiiltiir ¢alismasi yapacak
kadar yeterli sayida hiicre elde edilemedigi goriildiigii i¢in sadece hipokampiis kiiltiirii
ve ko-kiiltiirii ¢alismalarinda poli-D-lizin kapli 6 kuyucuklu plate (9.5 cm?) yerine
alam1 daha kiigiik olan poli-D-lizin kapli 12 kuyucuklu plate’lerin (3.8 cm?)
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kullanilmistir. Bu nedenle hipokampiis i¢in 12, serebellum ve korteks i¢in 6 kuyucuklu
plate’ler kullanilarak hiicre kiiltiirii ¢aligsmalar1 yapilmistir. Resim 2°de hiicre kiiltiirii

caligmalarina ait temsili goriintiiler verilmistir.

Kontrol Transgenik Ko-kiiltiir

Korteks

Serebellum

Hipokampiis

Resim 2. Temsili Hiicre kiltiirii gorintiileri. (A) Korteks kontrol, (B) Korteks
transgenik, (C) Korteks ko-kiiltiir, (D) Serebellum kontrol, (E) Serebellum transgenik,
(F) Serebellum ko-kiiltiir, (G) Hipokampiis Kontrol, (H) Hipokampiis transgenik, ()

Hipokampiis ko-kiiltiir
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4.2.1 Primer hiicre Kiiltiirii LC-MS/MS analizi sonuclari

Korteks, hipokampiis ve serebellum beyin bdlgelerine ait primer hiicre kiiltiiri
orneklerinin LC-MS/MS ile analizi sonucu elde edilen protein sayilari Tablo 10°da
gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla ifade seviyesinde anlamli farklilik gosteren
proteinler p < 0,05, 6zgiin peptit > 2 (unique peptide) ve degisim katsayist > 1.3
kriterlerine gore belirlenmistir. Hipokampiis bolgesinde kontrole kiyasla anlamli ifade

farklilig1 gosteren protein bulunmamagtir.

Tablo 10. LC-MS/MS ile tanimlanan ve anlaml farklilik gosteren protein sayilari

Anlamh Protein Sayisi

Total Protein Sayisi Transgenik Ko-Kiiltiir
Korteks 1162 86 41
Serebellum 1079 34 26
Hipokampiis 712 0 0

4.2.2 Korteks bolgesine ait LC-MS/MS ile tanimlanan anlamh proteinler

Korteks bolgesine ait toplam 1162 protein tanimlanmistir ve bu proteinlerin 86
tanesi transgenik hiicre kiiltiirii grubunda, 41 tanesi ise ko-kiiltiir hiicre kiiltiirii
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 10). Bu iki hiicre kiiltiirii
grubu arasinda 18 tane ortak protein gdzlemlenmistir. Bu proteinlerden 10 tanesinin
ifadesinin kontrole kiyasla arttig1, 8 tanesinin ifadesinin ise azaldig1 gézlemlenmistir.

Proteinlerin listesi ve kontrole kiyasla degisim katsayilar1 Tablo 11°de gdsterilmistir.
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Sekil 12. Korteks bolgesine ait venn diyagrami, PCA analizi, HC analizi

" Transgenik

Korteks

PC2 (9.7%)

8t

68

PC2 (19.7%)

9
PC1 (46.3%)
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008599
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Tablo 11. Korteks bolgesine ait istatistiksel olarak anlamli proteinlerin listesi

UniProt
Accession

P46096
P31324

P28652

Q61233
Q9Z1G4
Q61205
Q91VR5
008599
Q91V12
QICQF9
Q8CCKO
Q8CIB5
QICRS6
P53026
POCG49
QIWTX5
P31786
P31001

Protein

Synaptotagmin-1

cAMP-dependent protein kinase type |1-beta
regulatory subunit

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type
11 subunit beta

Plastin-2

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit
ATP-dependent RNA helicase DDX1
Syntaxin-binding protein 1

Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase
Prenylcysteine oxidase 1

Core histone macro-H2A.2

Fermitin family homolog 2

Calcium-regulated heat stable protein 1

60S ribosomal protein L10a

Polyubiquitin-B

S-phase kinase-associated protein 1
Acyl-CoA-binding protein

Desmin

Degisim Katsayisi
Ko-kiiltiir Transgenik
1.94982626  1.850215975
1.65540173  2.325347838
1.58432022  1.701203181
1.58141681  1.789832835
1.49883382  2.061035185
149741439  2.098159273
1.46836785  1.312193766
1.37034009  1.982714451
1.32819087  1.816441309
1.3046343 1.333548662

-2.11882058  -2.53023228
-1.62260942  -1.67038852
-1.42938678  -1.78809433
-1.40986896  -1.39499571
-1.36772286  -1.32617694
-1.36592277  -1.58784947
-1.35775958  -1.33486991
-1.34244713  -1.51275297
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Korteks bolgesi transgenik ve ko-kiiltiir gruplarina ait kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli ortak proteinlerin benzerlik ve farklarini gézlemlemek amaciyla PCA
analizi gerceklestirilmistir (Sekil 11). Transgenik ve kontrol hiicrelerin karigimi olan
ko-kiiltiir grubunun transgenik grupla Ortiisme gostermesi, hastalikli hiicrelerin
(transgenik) saglikl hiicreleri (kontrol) etkiledigini gostermistir. Ek olarak, transgenik
ve ko-kiiltiir grubunun ikili karsilastirilmast yapilarak gruplarin Ortiistigii teyit
edilmistir (Sekil 11). Ortak proteinlerin detayli incelenmesi i¢in ayrica HC analizi
gerceklestirilmistir (Sekil 11). Kontrol grubundaki ornekler kendi i¢inde bir arada
kiimelenip ayrim gosterirken, transgenik ve ko-kiiltiir grubundaki 6rneklerin birbirine
karisarak kiimelenmesi, bu sonuglari dogrulamistir. Ko-kiiltiir grubunun kontrol degil
de transgenik grup ile benzerlik gostermesi norodejeneratif hiicrelerin saglikli

hiicreleri etkiledigini géstermistir.

4.2.3 Serebellum bolgesine ait LC-MS/MS ile tanimlanan anlamh proteinler

Serebellum boélgesine ait toplam 1079 protein tanimlanmustir ve bu proteinlerin
34 tanesi transgenik hiicre kiiltiirii grubunda, 26 tanesi ise ko-kiltlir hiicre kiiltiirii
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 10). Bu iki hiicre kiiltiirii
grubu arasinda 10 ortak proteinden 4 tanesinin ifadesinin kontrole kiyasla artt1g1, 6
tanesinin ifadesinin ise azaldigi gozlemlenmistir. Proteinlerin listesi ve kontrole

kiyasla degisim katsayilar1 Tablo 12°de gosterilmistir.

57



Serebellum
Ko-kaltar______

Transgenik

Serebellum
AM

A

PC2 (8.9%)

50 25 00 25 50 5
PC1 (71%)

Serebellum

PC2 (25.8%)

PC1 (46%)

PGOB6T

Pz

Qacquo ||
QaDBHS
PaT804

Qawveo

Q9EQFS

rora
13 B
i

Epa
7
Fa!

==

Sekil 13. Serebellum bolgesine ait venn diyagrami, PCA analizi, HC analizi

Tablo 12. Serebellum bolgesine ait istatistiksel olarak anlamli proteinlerin listesi

UniProt Accession

QIWV80
P63011
P97427
QIEQF6
P37804
P49312
Q9CQUO
P50580
P60867
QIDBH5

Serebellum bolgesi transgenik ve ko-kiiltiir gruplarina ait kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren ortak proteinlerin benzerlik ve farklarini
gozlemlemek amaciyla PCA analizi gergeklestirilmistir (Sekil 12). Transgenik,
kontrol ve ko-kiiltiir gruplarinin tiginde ortigme gézlemlenmesine ragmen, transgenik

ve ko-kiiltir Orneklerinin birbirine yakinlik goéstermesi hastalikli  hiicrelerin

Protein

Sorting nexin-1

Ras-related protein Rab-3A
Dihydropyrimidinase-related protein 1
Dihydropyrimidinase-related protein 5
Transgelin

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Thioredoxin domain-containing protein 12
Proliferation-associated protein 2G4

40S ribosomal protein S20

Vesicular integral-membrane protein VIP36

Degisim Katsayisi

Ko-kiiltir ~ Transgenik
1.69810095 1.68718941
1.49623675  1.7294948
1.33839506  1.53870483
1.30904593  1.39902044
-1.48175602 -1.6629338
-1.44601074  -1.3404375
-1.42859032  -1.4433432
-1.41863617 -1.3878279
-1.3850519  -1.5221587
-1.71117205  -2.9554463

Senvaun St

.
EENR .
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(transgenik) saglikli hiicreleri (kontrol) etkileyerek kendine benzettigini gdstermistir.
Ek olarak, transgenik ve ko-kiiltiir grubunun ikili karsilastirilmasi yapilarak gruplarin
ortistiigii teyit edilmistir (Sekil 12). Korteks bolgesinde oldugu gibi ortak proteinlerin
detayli incelenmesi i¢in ayrica HC analizi gergeklestirilmistir (Sekil 12). Kontrol
grubundaki o6rnekler kendi i¢inde bir arada kiimelenip ayrim gosterirken, transgenik
ve ko-kiiltiir grubundaki orneklerin birbirine karigarak kiimelenmesi, elde edilen
sonuglart dogrulamistir. Serebellum boélgesinde de ko-kiiltiir grubunun kontrol degil
de transgenik grup ile benzerlik gostermesi, norodejeneratif hiicrelerin saglikli

hiicreleri etkiledigini gostermistir.

4.2.4 Tifade farkhliklar1 bulunan proteinlerin yolak analizleri

Korteks ve serebellum hiicre kiiltiirii 6rneklerinden tanimlanan ve anlamli ifade
farkliliklar1 ~ gOsteren  proteinlerin  biyolojik islevlerini anlamak, hastalik
mekanizmalarii incelemek ve AH ile iliskisini kesfetmek i¢cin Reactome Pathways
yazilimi araciliiyla yolak analizleri ger¢eklestirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
en anlamlr ilk 5 yolak korteks bolgesi i¢in Tablo 13°te ve serebellum bélgesi igin Tablo

14’te listelenmistir.

Tablo 13. Korteks bolgesine ait proteinlerin Reactome yolak analizi

Yolak Adi p degeri  Yanhs Kesif Oram (FDR)
Mitokondriyal Yag Asidi Beta-Oksidasyonu  1,54E-3 1,38E-1
Demir alinimi ve Taginimi 3,52E-3 1,38E-1
Noreksinler ve Noroliginler 3.76E-3 1,38E-1
Botulinum Toksin Tip G Toksisitesi 6,1E-3 1,38E-1
Sinapslarda Protein-Protein Etkilegimleri 8,41E-3 1,38E-1
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Tablo 14. Serebellum bélgesine ait Reactome yolak analizi

Yolak Adi p degeri  Yanhs Kesif Oram (FDR)
CRMP’lerin Sema3a Sinyalizasyonundaki Rolii ~ 8,25E-5 6,18E-3
SARS-CoV-1 Translation Machinery 5,1E-4 1,89E-2
Semaphorin Etkilesimleri 1,29E-3 3,23E-2
SARS-CoV-1 Konakg1 Etkilesimleri 3,67E-3 6,6E-2
SARS-CoV-1 Enfeksiyonu 7,18E-3 9,73E-2

Korteks bolgesinde mitokondriyal yag asidi beta-oksidasyonu, demir alinimi ve
taginimi, ndreksinler ve noroliginler, botulinum toksin tip G toksisitesi, sinapslarda
protein-protein etkilesimleri ile ilgili yolaklar, serebellum bolgesinde ise CRMP'lerin
Sema3A sinyalizasyonundaki rolii, semaphorin etkilesimleri ve SARS-CoV-1 ile ilgili
yolaklar tespit edilmistir. Serebellum ve korteks bolgelerinde ortak proteinlere ve
yolaklara rastlanmamistir. Bu durum, her bolgede farkli yolaklarin aktiflestigini

gostermektedir.

Reactome Pathways tarafindan tanimlanan yolaklara ait proteinler ve degisim
katsayilari, korteks bolgesi i¢cin Tablo 15°te, serebellum bdlgesi i¢in Tablo 16°da

listelenmistir.
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Tablo 15. Korteks bolgesindeki yolaklara ait proteinler ve degisim katsayilari

UniProt

Accession

Protein

Mitokondriyal Yag Asidi Beta-Oksidasyonu
P31786  Acyl-CoA-binding protein

Q91V12  Cytosolicacyl coenzyme A thioester hydrolase

Demir aliniom ve Tagmimi
Q9WTX5  S-phase kinase-associated protein 1

Q9Z1G4  V-type proton ATPase 116 kDa subunita 1

Noreksinler ve Noroliginler

008599  Syntaxin-binding protein 1

P46096  Synaptotagmin-1

Botulinum Toksin Tip G Toksisitesi
P46096  Synaptotagmin-1

Sinapslarda Protein-Protein Etkilesimleri
008599  Syntaxin-binding protein 1

P46096  Synaptotagmin-1

Degisim Katsayisi

Ko-kiiltiir Transgenik
-1.35775958 -1.33486991
1.32819087 1.816441309
-1.36592277 -1.58784947
1.49883382 2.061035185
1.37034009 1.982714451
1.94982626 1.850215975
1.94982626 1.850215975
1.37034009 1.982714451
1.94982626 1.850215975
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Tablo 16. Serebellum bolgesindeki yolaklara ait proteinler ve degisim katsayilari

UniProt Degisim Katsayisi
Protein

Accession Ko-kiiltiir Transgenik
CRMP’lerin Sema3a Sinyalizasyonundaki Rolii

P97427 Dihydropyrimidinase-related protein 1 1.33839506 1.53870483
Q9EQF6  Dihydropyrimidinase-related protein 5 1.30904593 1.39902044
SARS-CoV-1 Translation Machinery

P60867 40S ribosomal protein S20 -1.3850519 -1.5221587

P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al -1.44601074 -1.3404375
Semaphorin Etkilesimleri

P97427 Dihydropyrimidinase-related protein 1 1.33839506 1.53870483

Q9EQF6  Dihydropyrimidinase-related protein 5 1.30904593 1.39902044
SARS-CoV-1 Konakg Etkilesimleri

P60867 40S ribosomal protein S20 -1.3850519 -1.5221587

P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al -1.44601074 -1.3404375
SARS-CoV-1 Enfeksiyonu

P60867 40S ribosomal protein S20 -1.3850519 -1.5221587

P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al -1.44601074 -1.3404375

4.3 MALDI-MSI Analizlerinin Sonuclari

4.3.1 LC-MS/MS Analizi sonuclari

MALDI-MSI analizleri sonucunda elde edilen istatistiksel olarak anlamli m/z
degerlerinin tanimlanmasi i¢in yenidogan beyin doku kesiti iizerinden ve direk doku
kesitinden elde edilen peptitler ile LC-MS/MS analizleri gergeklestirildi. LC-MS/MS
analizleri icin, MALDI-MSI analizlerinde her bir beyin dokusu i¢in kullanilan
kesitlere ardisik doku kesitleri kullanildi. LC-MS/MS analizleri sonucunda doku tizeri
tripsinizasyon sonucunda elde edilen triptik peptitlerden 1.29 ppm ortalama peptit hata
orani (mean peptide error) ile 161 adet protein tanimlanirken, direk doku kesitlerinden
elde edilen triptik peptitlerden 0.66 ppm ortalama peptit hata oraniyla 2254 adet
protein tanimlandi. Bu proteinlerden elde edilen peptit sekanslari MALDI-MSI
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analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamli m/z  degerlerinin

tanimlanmasinda kullanildi.

4.3.2 MALDI-MSI Analizi Sonuglari

Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyin doku kesitlerinin MALDI-
MSI analizleri ile elde edilen goriintiilerinin, SCiLS Lab yazilimiyla gerceklestirilen
otomatik segmentasyon analizi sonucunda R1, R2 ve R3 olmak iizere 3 farkli bolge
tanimlandi. Bu bolgelere ait temsili segmentasyon haritasi ve spektrumlart Sekil 13°te
gosterilmistir. 3 bolgeye ait m/z ve intensite degerleri kendi iclerinde 5xFAD ve
kontrol grubu olarak (6rnegin R1-5xFAD vs R1-LM) istatistiksel testler kullanilarak

karsilastirildi.

£
£
. 3
Spectra: 6176, Distance: 0.19859 £
[ et 1175

Spectra: 3514, Distance: 0.45462 a0 1000 1200 1400
3379 [ 135 "

Absolute Intensity

Absolute Intensity

Absolute Intensity

R3

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
m/z

Sekil 14. R1, R2 ve R3 bolgelerine ait segmentasyon haritalari ve spektrumlari
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Yenidogan 5xFAD ve kontrol beyin dokusu kesitlerinin segmentasyon analizi
sonucunda elde edilen verilerin birbirleriyle karsilastirilabilir hale getirilmesi igin,
once her bolgeye ait intensite degerlerine normalizasyon faktorii kullanilarak kendi
iclerinde total intensite normalizasyonu uygulandi. Sonra, mMass yazilimi ile tripsin
enziminin triptik otoliz peptitleri kullanilarak internal kalibrasyon gergeklestirildi ve
m/z degerleri 0.04 Da araliklarla gruplandirildi. Elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri sonucunda, yenidogan 5xFAD ve kontrol dokularinda R1 bdélgesi igin
tekrarsiz (non-redundant) 172 adet m/z degeri, R2 i¢in tekrarsiz 72 m/z degeri ve R3
icin tekrarsiz 41 m/z degeri istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 17). Her
bolgeye ait istatistiksel olarak anlamli m/z degerleri, yenidogan beyin doku kesiti
tizerinden ve direk doku kesitinden LC-MS/MS analizleriyle elde edilen peptit sekans
bilgileri kullanilarak ve <1 ppm hata oraninin altinda eslestirilerek R1, R2 ve R3
bolgelerinde toplam 35 protein tanimlandi (Tablo 17). Tanimlamada, MALDI-MSI
analizlerinde doku yiizeyindeki peptidler daha kolay iyonlasabildigi i¢in doku iizeri
tripsinizasyon ile elde edilen bilgiye dncelik tanindi. Eger doku iizeri tripsinizasyon
ile diisiikk ppm’de eslestirilme yapilamamigsa, direk doku kesitlerinden elde edilen
protein bilgisi ile eslestirme gergeklestirildi. Yontem boliimiinde agiklandigi gibi,
analizlerin ¢esitli asamalarinda kullamilan siki parametreler nedeniyle yanlis

tanimlama olasilig1 en aza indirildi.

Tablo 17. R1, R2 ve R3 bolgelerine ait m/z degerleri ve tanimlanan protein sayilar

R1 R2 R3
0,4 Da Araliklarla Gruplandirma 836 637 930
Cohens d-degeri > 0.8 429 282 290
d>0.8ve p<0.05 172 72 41
Tanimlanan Proteinler (< 1 ppm) 20 12 3
Alzheimer Hastaligi ile iliskilendirilen Proteinler 16 7 3
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(A) g R2 (B)

Sekil 15. Bolgelere 6zgli m/z degerlerine ve tanimlanan proteinlere ait Venn diyagrami
(A) R1, R2 ve R3 bolgelerine ait istatistiksel olarak anlamli m/z degerlerinin (d > 0,8,
p < 0,05) Venn diyagrami. (B) 1 ppm hata oranmnin altinda tanimlanan istatistiksel
olarak anlamli proteinlerin Venn diyagrami.

Venn diyagraminda gosterildigi lizere, tiim bolgelerde ortak sadece bir adet m/z
degeri bulundu (Sekil 14A). Protein tanimlamalarindan sonra, her bolgenin farkli
istatistiksel olarak anlamli proteinleri (R1'de 20 protein, R2'de 12 protein ve R3'te 3
protein) ifade ederek kendi benzersiz proteomuna sahip oldugu gézlemlendi (Sekil
14B). Tamimlanan 35 proteinden 17 tanesinin (sirasiyla 9, 5 ve 3 protein R1, R2 ve R3
bolgesinde) ifadesinin arttig1 ve 18 tanesinin ise (sirasiyla 11 ve 7 protein R1 ve R2
bolgesinde) ifadesinin azaldigi goriildii (Tablo 18 ve Tablo 19). Tanimlanan 35
proteinden 6 proteinin doku kesiti lizerindeki dagilimlar: ve intensite grafikleri Sekil

15°te temsili olarak gosterilmistir.
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Tablo 18. R1, R2 ve R3 bolgelerine ait ifadesi artan proteinlerin listesi

MALDI-
. MsI LC- ) - ppm
Region o —— M;/};/IS Accession Description B
m/z
887.4574 887.4581 Q9D394  Protein RUFY3 -0.844998
902.4613 902.4618 Q9Z1F9  SUMO-activating enzyme subunit 2 -0.540411
11045905  1104.5895 P46935  E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 0.926136
11085384  1108.5382 Q8KOE8  Fibrinogen beta chain 0.303102
R1 11395884  1139.5878 Q6QNU9  Toll-like receptor 12 0.545811
1165.5494 1165.5484 P54227 Stathmin 0.894
11785721 11785722 Q99P72  Reticulon-4 / Neurite outgrowth inhibitor 0.013576
1793.8915  1793.8916 008788  Dynactin subunit 1 -0.020626
2247.1006 2247.1 P31001 Desmin 0.297717
1461.7374  1461.7373 P97792 Coxsackievirus and adenovirus receptor homolog 0.138876
1514.7722  1514.771 Q6ZQA6  Immunoglobulin superfamily member 3 0.79682
R2 1555.8108  1555.8115 P47738  Aldehyde dehydrogenase -0.412004
1583.7737  1583.7747 P17183  Gamma-enolase / Neuron-specific enolase -0.644031
1708.8237  1708.8249 P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a -0.685851
1495.7011 1495.7023 Q61316 Heat shock 70 kDa protein 4 -0.786253
R3 954.4829 954.4832 P17751  Triosephosphate isomerase -0.354328
1861.9001  1861.9113 Q62419  Endophilin-A2 0.262308
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Tablo 19. R1, R2 ve R3 bdlgelerine ait ifadesi azalan proteinlerin listesi

MALDI-
MmSI e ppm
Region P M;//MS Accession Description i
m/z z

1240.6511 1240.6507 P58252 Elongation factor 2 0.360295

1410.7230 1410.7237 P23116 Eukaryotic translation initiation factor 3 -0.447288

1559.8125 1559.8118 Q8R570  Synaptosomal-associated protein 47 0.516729
Fibronectin type Il and SPRY domain-

1708.8854 1708.8839  Q7TPM6 n . 0.862551
containing protein 1

1764.8488 1764.8487 Q8BP47  Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic 0.145622

1822.8915 1822.893 Q8K310  Matrin-3 -0.784467

R1 Lamina-associated polypeptide 2, isoforms

1825.9754 1825.9767 Q61033 -0.679636
alpha/zeta
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit

1859.9383 1859.9399  Q6ROH7 -0.818306
alpha
Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding

1989.9668 1989.9664  Q9CY58 . 0.182415
protein

2057.9601 2057.9622 Q91XV3  Brain acid soluble protein 1 -0.983497
Transitional endoplasmic reticulum ATPase /

2151.0901 2151.0903 Q01853 ] o . -0.095301
Valosin-containing protein

1002.5284 1002.5578 P63085 Mitogen-activated protein kinase -0.380039

1089.5394 1089.5398 070570  Polymeric immunoglobulin receptor -0.21477

1171.5704 11715711 P60710 Actin, cytoplasmic -0.486526

R2 1173.5790 1173.5786 P46735 Unconventional myosin-Ib 0.304198

1299.6586 1299.6579 P61202 COP9 signalosome complex subunit 2 0.507057

1524.7556 1524.7553  Q9CQE8  UPF0568 protein C140rf166 homolog 0.197409

1592.6879 1592.6863 P83917  Chromobox protein homolog 1 0.977594
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Kontrol 5xFAD

(A) Stathmin

0.15

LM  5xFAD

(B) NogoA

B |

LM 5xFAD

(C) HSPa4

[ —

LM  5xFAD

LM 5xFAD

Sekil 16. 5XxFAD ve kontrol (LM) beyin doku kesitlerine ait istatistiksel olarak anlaml
m/z degerlerinin doku iizerindeki dagilimlar1 ve intensite grafikleri (A) Stathmin, (B)
NogoA, (C) Hspa4, (D) elF3A, (E) VCP, (F) EF-2. Veriler, bar grafigi ve ortalama +
SEM ile sunulmustur. Intensite degerleri igin istatistiksel olarak anlaml farklilik *(p
< 0,05), **(p < 0,01) ile gosterilmistir. (a.i.) auto intensite degerlerini temsil
etmektedir. Renk gradyani, intensite seviyelerini ve siyah-gri renk gubugu ise beyin
doku kesitlerinin boyutunu gostermektedir.
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MALDI-MSI analizlerinde kullanilan lamlar, doku kesitlerinin anatomisini belirlemek
amaciyla hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyand1 (Sekil 16). Prenatal fare beyin
atlasina gore, R1 bolgesi biiylik 6lciide korteksi ve kaudat putameni temsil ederken,
R2 boélgesinin ventrikiiler ve subventrikiiler bolgeleri, R3 bolgesinin ise korpus
kallozumu ve septal ¢ekirdekleri (medial septal ¢ekirdek ve lateral septal gekirdek)

temsil ettigi gozlemlendi.

Kontrol 5xFAD

A)

(B)

R SR p——— Htn—— paw pm—

Sekil 17. Histolojik tanimlamalar i¢in kullanilan goriintiiler (A) MALDI-MSI
analizleri i¢in kullanilan koronal doku kesitlerinin taranmis optik goriintiileri. (B)
MALDI-MSI yontemi ile analiz edilen kesitlerin H&E boyamasi. (H&E: hematoksilen
ve eozin)

Yapilan detayl: literatiir taramasi sonucunda, tanimlanan 35 proteinden yalnizca
26 tanesi AH ile iliskilendirilmistir. AH ile iliskilendirilen proteinlerin listesi, kontrole
kiyasla gosterdikleri artis veya azalis ve literatiir bilgileri Tablo 20°de gosterilmistir.
Geriye kalan 9 proteinin AH hastalig1 ile iligkisi ilk kez bu tez g¢aligmasinda
gosterilmistir. Anlamli farklililk gosteren 26 proteinin AH ile iliskisini detayh
incelemek i¢in proteinler 5 gruba ayrilmistir. Bu gruplar, sinaptik plastisite ile iliskili
proteinler, aksonal dejenerasyon, otofaji, nérokoruyucu 6zelliklere sahip proteinler ve

digerleri olarak adlandirilan proteinleri icermektedir.
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Tablo 20. R1, R2 ve R3 bolgesine ait AH ile iliskilendirilen proteinlerin listesi

Accession Protein Name ,s:mﬂ x AD Patient AD Mouse Model
Name FAD
Q9D394 Protein RUFY3 Rufy3 ) zelaya2(15 1 bastrup2020 1
Qozipy ~ SUMO-activating Sac2 lee2013 * lec2014 .
enzyme subunit2
E3 ubiquitin-
P46935 protein ligase Nedd4 1 kwak2012 1
NEDD4
QSKOES E;'t’;:;fs“ Fgb t rehiman2020 1
Toll-like receptor . gambuzza2(14 -
QsQNu? Tirl2 arroyo2011 *
' . cheon2001 | martin2008 T
P54227 Stathmin Stmn hayashi2006 | chadwick2010 1
e et kulczynska-
Q9oP72 Neurite outgrowth Nogo 1 2 1 masliah2010 *
inhibitor e
P31001 Desmin Des 1 chadwick2010 *
P58252 Elongation factor2 EF-1 l beckelman2019  *
Eukaryotic
R1 P23116 translation elF3A 1 ivanov2(16 1 bastrup2020 *
initiation factor 3
Svnaptosomal-
QBRST0 associated protein SNAP-47 1 bereczki2018 il
47
. yamoah2020 *
Q8K310 Matrin-3 Matr3 l malik2021 » bastrup2020 1
Q61033 P"“'ol’"“a“t‘i‘;i“';m‘“' Tmpo ! seyfried2017 *  neuner2017 *
Plasminogen
" activator inhibitor PAI- barker2012 1
QCYS8 | RNA-binding RBPI ! angelucci2019
protein
Q91XV3 E::l‘;:‘fd Ll Basp] ! deyon20l® i delfino2019 |
Transitional
endoplasmic L
. - cennmi2014 1
Q01853 rellcu!llm ATPase/ VCP l kaleem2007 *
Valosin-
containing protein
Coxsackievirus
P97792 and adenovirus Car t zussy2016 *  chadwick2010 1
receptor homolog
Aldehyde michel2010 1
P47T38 dehydrogenase Aldh griinblatt2014 1
. schmidt2014 i
P17183 Gamma-enolase NSE hafner2013 H
R2 Neuronal mL!raoanl]EU 1 aché
. quiroz- achén-
P35802 membrane Moba 1 1
. baez2020 montes2016
glycoprotein Mé-a chiasserini2020 |
Mitogen-activated MAP gerschutz2014 *
Sl protein kinase L ¥ du2019 il LA !
COoP9
P61202 signalosome SGN2 wang2013 *
complex subunit 2
61316 Hest shock 70 kDa Heoad . hunt2020 v componclla20l
protein 4 P silva2014 1
lu20114
R3 . tajes2014 *
pi77s1  [riosephosphate TIM - tajes2013 *
fsomerase hipkiss2019 *
Q62419 Endophilin 2 Endop2 1 zhang2017 *
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4.4 Western Blot Yontemi ValidasyonSonuclar

MALDI-MSI analizleri ile elde edilen istatistiksel olarak anlamli proteomik
sonuglarin validasyonu amaciyla, AH ile iligkilendirilen 6 protein (Stathmin, NogoA,
HSPa4, Eif3a, VCP ve EF-2) ile Western blot analizleri gergeklestirildi. Bu proteinler
R1 ve R3 bolgesinden yukarida tanimlanan 5 grubu temsil edecek sekilde segildi.
Boylelikle, MALDI-MSI analizleri 2 farkli agidan dogrulandi. Eif3a disindaki tim
proteinlerin Western blot sonuglari istatistiksel olarak anlamli ve MALDI-MSI
sonuglari ile uyumlu bulundu. elF3A validasyon sonucu da MALDI-MSI sonuglari ile

uyumlu bulunurken, istatistiksel olarak anlamlilik gozlemlenmedi.

Stathmin NogoA HSPa4
*x* * 3
15+ I 1 1.89 6.5 !
. 1.6 % 6.0 4
o - J_—f ) ()
: 10 . = e 1_41 + £ 557 j—AL
° ° . °
g % g 1.2 g 5.0+
2 57 2 —+ < .
b 1.0 © 45 i
-— os—r—F+— A0t+——
LM 5xFAD LM 5xFAD LM  5xFAD
5xFAD LM 5XFAD LM 5xFAD LM
Eif3a VCP EF-2
ns % %
10 ! 10 .' ! gq T !
84 . 8 —} 1 =
@ @ . s 7 =
(8] (8] (8]
5 o iﬂ 5§ ° 5 .
-g . g = g 47 %
24 T F 24 2 .
< < <
2
2 2-
o 0 T T 0 T T
LM  5xFAD LM  5xFAD LM  5xFAD
5xFAD LM 5xXFAD LM 5xFAD LM

Sekil 18. Stathmin, NogoA, HSPa4, Eif3a, VCP ve EF-2 proteinlerine ait Western blot
goriintiileri. Istatistiksel anlamlilik, normalite testi sonuglarina bagl olarak
independant t-test ile degerlendirilmistir (*p < 0,05, ns: not significant, anlaml1 degil).
Veriler, dagilim grafigi ve ortalama + SEM ile gosterilmistir. Grafiklerin altinda
proteinlere ait Western blot goriintiileri verilmistir.
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4.5 DESI-MSI Analizlerinin Sonuglar:

Yenidogan 5XFAD transgenik ve kontrol fare beyin doku kesitlerinde DESI-MSI
analizleri ile elde edilen lipit dagilim goriintiilerinin, SCiLS Lab yazilimiyla
gerceklestirilen otomatik segmentasyon analizi sonucunda R1, R2 ve R3 olmak iizere
3 farkli bolge tanimlandi. Bu bolgelere ait temsili segmentasyon haritasi ve

spektrumlart Sekil 19°da gosterilmistir.
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Sekil 19. R1, R2, R3 bolgelerine ait segmentasyon haritalar1 ve spektrumlari

SCiLS Lab yazilimi tarafindan pik se¢imi (peak picking) sonucunda elde edilen
her bir beyin dokusunda ait m/z degerleri, her bir bolge (R1, R2, R3) i¢in tek bir liste
altinda toplandi. R1 bdlgesi i¢in 366 adet m/z degeri, R2 bolgesi i¢in 326 adet m/z
degeri ve R3 bolgesi i¢in 278 adet m/z degeri elde edildi. Ardindan, 3 bélgeye ait m/z
ve intensite degerleri kendi iglerinde 5XFAD transgenik ve kontrol grubu (6rnegin R1-
SXFAD vs R1-LM) olarak ¢evrimi¢i MetaboAnalyst yazilimi araciligiyla istatistiksel
testler kullanilarak karsilastirildi. DESI-MSI analizlerinden elde edilen verilerin

birbirleriyle karsilastirilabilir hale getirilmesi i¢in, 6ncelikle MetaboAnalyst yazilimi
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ile total intensite normalizasyonu uygulandi ve sonrasinda normalize edilen m/z ve
intensite degerleri ile PCA analizi gerceklestirildi. PCA analizi sonucunda R1, R2 ve
R3 bolgelerinde SxFAD transgenik ve kontrol grubu arasinda belirgin bir ayrim

gozlemlenmedi.

Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyin doku kesitlerinin diisiik
agirlikli metabolit metodu kullanilarak DESI-MSI analizleri sonucunda elde edilen
goriintiilerinin SCILS Lab yazilimiyla gergeklestirilen otomatik segmentasyon analizi
sonucunda doku kesitlerinde net bir bolgesel ayrim gozlemlenmedi. Bu nedenle,
istatistiksel analizlere bolgesel ayrim goézlenmeksizin tiim doku kesiti tizerinden pik
se¢imi sonucunda elde edilen 190 m/z ve intensite degerleri ile devam edildi. Verilerin
birbirleriyle karsilastirilabilir hale getirilmesi i¢in, oncelikle MetaboAnalyst yazilimi
ile total intensite normalizasyonu uygulandi ve sonrasinda normalize edilen m/z ve
intensite degerleri ile PCA analizi gergeklestirildi. PCA analizi sonucunda 5xFAD

transgenik ve kontrol grubu arasinda belirgin bir ayrim gézlemlenmedi.

Elde edilen sonuglar, her iki grubun (5xFAD transgenik vs kontrol) metabolomik
profillerinin (hem lipit hem de diisiik agirlikli metabolitler) benzer oldugunu ve
5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokular1 arasinda yenidogan seviyesinde
metabolomik ifade farkliliklart bulunmadigini diislindiirmektedir. Lipit metodu
kullanilarak elde edilen m/z ve intensite degerlerine ait PCA analizi sonuglar1 Sekil 20
ve diistik agirlikli metabolit metodu kullanilarak elde edilen verilere ait PCA analizi

sonucu ise Sekil 21°de gosterilmistir.
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Sekil 20. R1, R2 ve R3 bolgelerine ait m/z ve intensite degerlerinin PCA analizleri
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Sekil 21. Diisiik agirlikli metabolit metodu sonucunda elde edilen m/z ve intensite

degerlerine ait PCA analizi (ALM: Kontrol, ALZ: 5xFAD transgenik)
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5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokular1 arasinda istatistiksel anlamli
farkliliklar goriilmemesine ragmen her iki metot sonucunda elde edilen m/z degerleri
cevrimi¢i LIPID MAPS (www.lipidmaps.org) ve Metabolomics Workbench
(www.metabolomicsworkbench.org) veritabanlar1 kullanilarak en diisik ppm hata
orani ile ayr1 ayri tanimlandi. R1, R2 ve R3 bdlgesine ait toplam 40 lipit tanimland1 ve
yapilan literatiir taramasi1 sonucunda bu lipitlerden 8 tanesinin AH caligmalarinda
gbzlemlendigi tespit edildi (Tablo 21). Analizler sonucunda, R1 bolgesinde 5 lipit, R2
bolgesinde 15 lipit ve R3 bolgesinde 20 lipitin goéreceli olarak arttigir gozlemlendi.
Diisiik agirlikli metabolit metodu ile gergeklestirilen DESI-MSI analizleri sonucunda
elde edilen 190 adet m/z degerinden 7 adet tanimlama gercgeklestirildi (Tablo 22).
Tanimlanan lipit ve diisiik agirlikli metabolitlerin doku kesiti iizerindeki dagilimlar

Sekil 22 ve Sekil 23°te temsili olarak gdsterilmistir.
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Tablo 21. Lipit metodu kullanilarak tanimlanan metabolitlerin listesi

DESI m/z
732.5211

738.5032
744.5589
747.5182
748.5155
751.5406
760.5119
762.568
764.5278
766.5437
773.5252
774.5314
775.5389
776.5478
778.5435
780.5183
786.5252
788.5202
792.5519
794.5357
795.5427
796.5511
806.5434
807.5388
810.5322
812.5339
816.5523
818.5689
820.5085
833.5197
834.5762
836.5537
838.5638
840.5787
858.5318
859.534
867.507
882.5276
885.5628
933.5452

LipidMaps m/z

732.5185
738.5079
744.5549
747.5182
748.5134
751.5366
760.5134
762.5655
764.5236
766.5392
773.5209
774.5291
775.5366
776.5447
778.5392
780.5185
786.5291
788.5236
792.5549
794.5342
795.5417
796.5498
806.5458
807.5393
810.5291
812.5295
816.5549
818.5705
820.5134
833.5186
834.5771
836.5543
838.5604
840.576
858.5291
859.5342
867.5029
882.5291
885.5581
933.5499

Tammlama

PS 0-33:1
PE 36:4

PE 36:1

PG 34:1

PS 33:.0
MGDG 34:3
PS 34:1

PS 0-35:0
PE 38:5

PE 38:4
MGDG 36:6
PS 35:1
MGDG 36:5
PS 35:.0

PC 36:5

PE 38:5; O
PS 36:2

PE 40:7

PE 40:5

PS 0-38:5
FA 48:10;,07
PS 0-38:4
SHexCer 36:1,02
P11 0-33:1
PS 38:4

IPC 34:0;04
PE 42:7

PE 42:6

PS 39:6

Pl 34:2
SHexCer 38:1,02

Dideoxymycobactin

PS 40:4

PS 40:3

PS 42:8
PI136:3
P137:6

PS 44:10
DGDG 32:3
P142:8

Formiil
C39H76NO9P

C41H74NO8P
C41H8ONOSP
C40H77010P
C39H76NO10P
C43H76010
C40H76NO10P
C41H82NO9P
C43H76NO8SP
C43H78NO8P
C45H74010
C41H78NO10P
C45H76010
C41HBONO10P
C44H78NOS8P
C43H76NO9P
C42H78NO10P
C45H76NO8P
C45H80NOSP
C44HT78NO9P
C48H7609
C44HBONO9P
C42H81INO11S
C42H81012P
C44H78NO10P
C40H80NO13P
C47HBONOSP
CA47H82NO8P
C45H76NO10P
C43H79013P
C44H85N0O11S
C47H75N508
C46H82NO10P
C46H84NO10P
C48H78NO10P
C45H81013P
C46H77013P
C50H78NO10P
C47H82015
C51H83013P
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Tablo 22. Diisiik agirlikli metabolit metodu ile tanimlanan metabolitlerin listesi

DESI m/z
171.1389

17/4.0383

175.0273
191.0193
255.2315
283.2613

346.0561

LipidMaps m/z
171.1391

174.0408

175.0248
191.0197
255.233
283.2612

346.0558

Tanmmmlama
FA (10:0)

2-amino-3-0xo-
hexanedioic acid
FA (6:2;04)

FA (6:2;05)

FA 16:0

Oleic acid

Adenosine

monophospate

Formiil
C10H2002

C6HINOS

C6H806
C6HBO7
C16H3202
C18H3202

C10H13N507P
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Kontrol SXFAD

m/z 744.5589
PE (36:1)

m/z 747.5182
PG (34:1)

miz 773.5252
MGDG (36:6)

m/z 810.5322
PS (38:4)

m/z 867.507
Pl (37:6)

m/z 885.5628
DGDG (32:3)

Sekil 22. SXra- = TR g asmiacs = 1nctoduyla tanimlanan m/z
degerlerinin doku iizerindeki dagilimlari
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Kontrol 5xFAD

m/z 174.0383
2-amino-3-0xo-
hexanedioic
acid

m/z 255.2315
FA 16:0

m/z 346.0561
Adenosine
monophosphat
e

0% 100%

Sekil 23. 5XFAD ve kontrol beyin doku kesitlerinde metabolit metoduyla tanimlanan

m/z degerlerinin doku tlizerindeki dagilimlari
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5 TARTISMA

Demansin en yaygin formu olan AH, beyinde atrofi ile birlikte hafiza ve biligsel
fonksiyonlarin kaybolmasi ile tanimlanan ve noropatolojik olarak ekstraseliiler SP’ler,
intraseliiler NFY’ler, noroinflamasyon, ndéron ve sinaps kaybiyla karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir (88). AH’ye yonelik tedaviler yalnizca semptomatik
iyilesme saglarken, noropatolojik durumu degistirmeye yonelik tedaviler eksik
kalmaktadir. Bu durumun en temel sebebi AH’nin molekiiler mekanizmalarinin
timiiyle anlasilamamis olmasindan kaynaklanmaktadir. Post-mortem AH beyin
dokusu kullanilarak yapilan calismalar, hastalik siirecinin sonunda mevcut olan
molekiiler degisiklikler hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Ancak bu ¢aligmalar,
hastalik patolojisinin hangi noktada basladigini ve bu baslangi¢c noktasinda meydana
gelen molekiiler degisiklikleri agiklamada sinirli kalmaktadir. AH fare modelleri,
hastalifin baslangicinda ve ilerlemesinde beyinde meydana gelen molekiiler
degisikliklerin aydinlatilmasina olanak saglamaktadir. Bu nedenle, ¢esitli AH fare
modelleri kullanilarak, hastaligin sebeplerinin ve olusum mekanizmalarinin
aydinlatilmasin1 hedef alan temel calismalar biiyilk 6dnem tasimaktadir. Bu tez
caligmasinda, yenidogan 5xFAD beyin dokusundaki proteomik ve metabolomik
degisiklikler bolgesel olarak incelenmis ve elde edilen bilgilerin erken donem
norodejenerasyon ile iliskisi arastirilmistir. Ayrica, ko-kiiltiir deneyleri ile yenidogan
5xFAD farelerde hasta ve saglikli noéron profillerinin birbiri iizerine etkisi
incelenmistir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda, yenidogan farelerde farkli beyin

bolgelerini kapsayan AH’ye yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

5.1 Primer Hiicre Kiltiirii

Tez c¢alismasinin ilk basamaginda ndrodejenerasyonda “Seyirci Etkisi”
(Bystander Effect) olarak isimlendiren faktoriin erken nérodejenerasyon kavramindaki
rolii aragtirllmigtir.  Seyirci etkisi, norodejenerasyondan etkilenen ve/veya
ndrodejenerasyonun baglangicinda olan hiicrelerin diger saglikli hiicreleri etkiledigi
gorlistinii temel alan bir hipotezdir. Yenidogan farelerde primer hiicre kiltiiri

calismalar1 transgenik (5xFAD), kontrol (non-transgenik) ve transgenik + kontrol
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(5XFAD + non-transgenik) ko-kiiltiirleri olarak ii¢ grup halinde yapilmigtir. Burada,
dogustan hasarli oldugu diisiiniilen 5XFAD beyin hiicrelerinin, kontrol yani saglikli
beyin hiicreleri {izerindeki norodejeneratif etkisi proteomik yOntemler ile
arastirtlmistir. Bu amagla, yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyinleri
korteks, serebellum ve hipokampiis olmak iizere mikroskop altinda 3 bolgeye ayrilmis
ve bu bolgelerden primer hiicre kiiltiirii yapilmistir. Arastirilmak istenen Seyirci Etkisi
kapsaminda transgenik hiicrelerin kontrol hiicreleri iizerinde protein bazinda yaptigi
degisiklikler LC-MS/MS ile tespit edilmistir. Tiim beyin doku analizleri yerine beyin
dokusunun spesifik 3 bdlgeye ayrilip incelenmesinin nedeni ¢alismanin bolgesel

protein degisikliklerini arastirmay1 hedef almasidir.

Korteks, serebellum ve hipokampiis bolgelerine ait primer hiicre kiltiirii
orneklerinin LC-MS/MS ile analizi sonucu elde edilen protein sayilar1 Tablo 10°da
verilmistir. Hipokampiis bolgesine ait toplam 712 protein tanimlanmis, ancak bu
proteinlerden higbiri istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bulunmamistir. Bunun
nedeni olarak, verilerin degisim katsayis1 (degisim katsayis1 > 1,3) esiginin altinda
kalmasidir. Protein ekspresyon seviyesinde 1,2 katlik bir degisimin biyolojik bir
etkisinin olacagi kabul edilmekle beraber, LC-MS/MS analizlerinde cihazlarin teknik
yeterliliklerinden kaynaklanan hata paylar1 bulundugundan 6tiirii, sinir deger olarak
1,3 kat degisimin altinda kalan proteinler anlamli olarak degerlendirilmemektedir. Bu
nedenle, hipokampiis bolgesinde gerceklesen potansiyel biyolojik degisiklikleri
aydinlatmak i¢in alternatif yaklagimlar veya daha biiylik 6rnek gruplar1 kullanilarak

arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Korteks bolgesinde, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren
transgenik ve Ko-kiiltiir grubu arasinda 18 ortak protein gozlemlenmistir. Bu
proteinlerin Reactome Pathways yazilimi araciligiyla yapilan yolak analizleri
sonucunda mitokondriyal yag asidi beta-oksidasyonu, demir aliimi ve tasimnimu,
noreksinler ve noroliginler, botulinum toksin tip G toksisitesi, sinapslarda protein-
protein etkilesimleri ile ilgili yolaklar tespit edilmistir (Tablo 15). Noreksinler ve
noroliginlerin sinaptik proteinler olmasindan dolayi, sinapslarda protein-protein

etkilesimleri ile birlikte tartisilmistir.
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Yag asitlerinin oksidatif yikimi, Oncelikle mitokondri, ikincil olarak ise
peroksizomda gerceklesmektedir (89). Yag asitlerinin beyin enerjisi gereksinimini
karsilamadaki yakit substratlar1 olarak rolii belirsizligini korumaktadir (90). Ancak,
ozellikle peroksitlenmis yag asitlerinin zamaninda yikimi, hiicresel fonksiyonlar
tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle beyin sagligi icin kritik 6neme sahiptir (91).
Glikozun oksidatif yikimi ile karsilastirildiginda, mitokondrilerdeki yag asidi beta-
oksidasyonu daha yiiksek miktarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretmektedir (90).
Noronlar yiiksek metabolik hiza sahip olup oksidatif hasara kars1 olduk¢a duyarlidirlar
clinkii ROS'u detoksifiye etme kapasiteleri sinirlidir (89). Noronlarin bu sinirh
antioksidan kapasitesi, artan ROS, oksidatif stres ve peroksidize olmus lipit birikimine
yol a¢cmaktadir (90,92). Artan ROS seviyesi, AH noropatolojisine yatkin beyin
bolgelerinde yliksek oksidatif strese neden olmaktadir (93). Beyin, yiiksek oksijen
ihtiyac1 ve lipit agisindan zengin yapist nedeniyle oksidatif strese karsi ozellikle
hassastir. Bu nedenle, oksidatif stresten kaynaklanan beyin hasari, merkezi sinir
sistemi iglevlerini bozabilmekte ve ilerleyici hiicre hasari, nérodejenerasyon ve hiicre
oliimiine neden olabilmektedir (94). Ayrica, noronlarda mitokondriyal ve sinaptik
disfonksiyon olarak kendini gostermektedir (93,95). Oksidatif stres kaynakli néronal
fonksiyon bozuklugu, AH nin tedavisinde yeni ilaglarin bulunmasinda giderek 6nem

kazanmaktadir (93).

Cok sayida calisma bakir, demir, ¢inko, magnezyum ve aliiminyum gibi metal
iyonlarinin, AH'nin ortaya ¢ikisi ve gelisiminde rol oynadigini gostermistir (96,97).
Ayrica yapilan klinik ¢alismalar sonucunda, Alzheimer hasta beyinlerinde bakir, demir
ve ¢inko seviyelerinin ylikseldigi tespit edilmistir (98). Bu nedenle, metal iyonlarin
noronal metabolizmay1 etkiledigi, oksidatif strese neden oldugu ve A birikimini ve
senil plaklarin olusumunu tesvik ettigi diisiiniilmektedir (99). Beyinde demir, sadece
miyelin ve norotransmitterlerin sentezinde ve metabolizmasinda yer almakla
kalmamakta, ayn1 zamanda ndronlarin yiliksek metabolik kapasitesinin korunmasinda
da 6nemli bir rol oynamaktadir (96,100). Normal fizyolojik kosullar altinda demir
metabolizmasi, beyindeki homeostazi korur. Demir alinimi, tasinmasi veya
metabolizmasindaki  bozukluklarin, beyinde norodejeneratif etkileri oldugu

bildirilmistir (96). Insan viicudunda en bol bulunan redoks-aktif metal olan demirin
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beyinde birikimi, norodejeneratif hastaliklarin 6nemli bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. AH’de demir birikimi, hiicresel hasarlara yol agcan ROS olusumundan,
AP agregasyonu ve oligomerizasyonunu artirarak A toksisitesine katkida
bulunmaktan ve tau proteininin hiperfosforilasyonu ve agregasyonundan sorumlu

olarak goriilmektedir (32).

Baglantilar, ndronlarin en belirleyici 6zelliklerinden biridir ve saglikli sinapslar
olmadan, ndronlar biligsel ve diger sinirsel siiregleri tanimlayan uyarilari iletemezler.
Sinapslarin islevleri, protein-protein etkilesimleri aracilifiyla modiile edilir (101).
Bozulmus sinaptik baglantilar, néronal islev bozukluguna yol agmaktadir. Sinaptik
dejenerasyon ve sinaptik hasarin, AH’nin gelisiminin erken evrelerinde meydana
geldigi ve ayrica AH ile diger norodejeneratif bozukluklarda gézlemlenen demans ve
biligsel bozukluklara yol a¢tig1 diisiiniilmektedir (5,101). Sinaptik baglant1 kaybi, pre-
veya post-sinaptik proteinlerdeki degisikliklerden kaynaklanabilmektedir (101).
Noreksinler ve ndroliginler, sinaptik hiicre adhezyon molekiilleridir ve sinapslarda
pre-sinaptik ve post-sinaptik néronlart birbirine baglar, sinaptik ge¢is yoluyla
sinyallesmeyi saglar ve sinaptik islevleri belirleyerek sinir aglarinin ozelliklerini
sekillendirirler (102). Cesitli arastirmalarda, noreksinler ve noroliginlerin AH’ nin
gelisiminde, ilerlemesinde ve hastaligin altinda yatan sinaptik kayipta rol

oynayabilecegi gosterilmistir (101,103).

Botulinum toksini ve AH arasinda dogrudan bir iligki bulunmamaktadir. Ancak
yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, botulinum nérotoksininin néronlarda patolojik
tau proteininin aksonal salinimini diizenledigi gosterilmistir (104). Ayrica bazi
aragtirmalar, botulinum toksininin, sinir hiicrelerinin aktivitesini diizenleyen ve sinir
iletimini  engelleyen bir mekanizma kullanarak AH’nin  semptomlarini
hafifletebilecegini one siirmektedir. Botulinum ndrotoksin enjeksiyonunun farelerde

ogrenme ve hafizayi iyilestirdigi literatiirde gosterilmistir (105).

Serebellum bolgesinde, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosteren transgenik ve ko-kiiltiir grubu arasinda 10 ortak protein gdézlemlenmistir.

Serebellum bolgesinde korteks bolgesine kiyasla daha az degisim gozlenmesinin
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sebebinin, serebellum bdlgesinin hastaliktan en geg, ve en az etkilenen beyin bolgesi

olmasindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Serebellum bolgesi transgenik ve ko-kiiltiir gruplarina ait kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren ortak proteinlerin Reactome Pathways
yazilimi aracilifiyla yapilan yolak analizleri sonucunda CRMP'lerin Sema3A
sinyalizasyonundaki rolii, semaphorin etkilesimleri ve SARS-CoV-1 ile ilgili yolaklar
tespit edilmistir. Bu yolaklara ait proteinlerin listesi ve degisim katsayilar1 Tablo 16’da
verilmistir. Sema3A'nin (semaphorin 3A) semaphorin ailesinin bir iiyesi olmasindan
dolayi, CRMP'lerin Sema3A sinyalizasyonundaki rolii ve semaphorin etkilesimleri

birlikte tartisilmistir.

Dihydropyrimidinase-related proteinler olarakta adlandirilan collapsin response
mediator proteinleri (CRMP), bes homolog sitozolik fosfoproteinden (CRMP1-5)
olusan bir ailedir (106,107). CRMP’lerin hepsi, gelismekte olan beyin ve yetiskin sSinir
sisteminde yiiksek diizeyde ifade edilirler. Bu proteinlerin, hiicre i¢i ve hiicre dig1
yolaklarda sinyal iletiminde gérevli oldugu ve fosforilasyon araciligiyla hiicre gocii,
norit uzamasi, aksonal rehberlik, dendritik diken gelisimi ve sinaptik plastisite dahil
olmak iizere ¢esitli hiicresel siire¢lerde dnemli roller oynadig: tespit edilmistir (106).
Ayrica CRMP'ler, ndronal polarite ve farklilasmanin, dendritik desenlemenin
(patterning), sinir ag1 organizasyonu ve yeniden yapilanmasiin temeli olarak kabul
edilmektedir. Yapilan calismalar CRMP'lerin 6zellikle ndropsikiyatrik, ndérolojik ve
norodejeneratif bozukluklar olmak iizere gesitli insan patolojilerinde de 6nemli rolleri
oldugunu gostermektedir (107). CRMP’lerin AH {izerindeki roliine yonelik ¢alismalar
giderek artmaktadir. Yapilan c¢alismalar CRMP’lerin (6zellikle CRMPS)
mikrotiibiillerin yeniden sekillenmesini durdurarak, GluAl yiizey expresyonunun
inhibisyonu yoluyla wuyarict iletimi (excitatory transmission) azaltarak ve
mitokondriyel islevi bozarak AH’de onemli rolleri oldugunu ortaya koymustur.
Yapilan bir ¢aligmada, ii¢ farkli AH mutasyonu tasiyan transgenik (3xTg) farelerde
CRMP5’in asirt ekspresyonu hafiza kaybini hizlandirdigr goézlemlenmistir (107).
CRMP genlerinin ifadesi serebral korteks, serebellum, dentate gyrus ve hipokampiisiin

diger bolgelerinde tespit edilmistir (108).
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CRMP’lerin Sema3A sinyalizasyonu tarafindan diizenlendigi ve bunun
muhtemelen hem belirli kalintilarin fosforilasyonuyla hem de CRMP yapisindaki
konformasyonel degisikliklerle gergeklestigi disiiniilmektedir (109). Sema3A
sinyalizasyonunun AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda bozulan sinaptogenez ve
sinaptik plastisiteyi aktif olarak diizenledigi one siiriilmiistiir (110). Sema3A'nin,
AH’de goriilen nérodejenerasyonun erken evrelerinde rol oynayabilecegi hipotezi 6ne
stiriilmiistiir. Ayrica, Sema3A ekspresyonu ve salinimindaki bir diizensizligin AH
beyinlerinde olasi bir erken gosterge olabilecegi, NFY'den yoksun ndronlarda bile
gozlendigi ve bu nedenle tau hiperfosforilasyonu ve agregasyonundan 6nce olabilecegi
one stiriilmistiir. Sema3A ile olasi bir downstream tau hiperfosforilasyonu arasindaki
iliskinin, Sema3A sinyalizasyonunda yer alan kinazlardan kaynaklanabilecegi
diistintilmektedir (110,111). Son arastirmalar, Sema3A’ya baglanarak noronlardaki
biyolojik siirecleri diizenleyen PLXNA4 geninde AH ile iliskili tek niikleotid
polimorfizmleri (single nucleotide polymorphism, SNP) tespit ederek tau
fosforilasyonunu Sema3A sinyalizasyonu ile iliskilendirmektedir. AH ile iliskili en tist
siralarda listelenen SNP’lerin ¢ogu Sema3A baglanma bolgesini kodlayan bolgede yer
almaktadir (110,112). Bunlara ek olarak, in vitro kosullarda néral progenitor
hiicrelerin, duyu ndronlarinin, serebellar graniil hiicrelerin ve sempatik ndronlarin
apoptozunu dogrudan indiikleyebilmesi nedeniyle, AH ndrodejenerasyonunda

dogrudan rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (113).

Elde edilen veriler, neonatal serebellum hiicre kiiltiiriinde CRMP ailesine tiye iki
proteinin ifadesinin transgenik grupta kontrol gruba kiyasla arttigin1 géstermektedir.
Bu bulgular, literatiirdeki bulgularla uyumlu ve destekleyici niteliktedir. AH
patogenezinde aktif olarak rol alan bu proteinlerin neonatal kadar erken dénemde
gbozlemlenmesi hastalifin baslangicinda 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Ayrica, bu proteinlerin ifadelerinin ko-kiiltiir grubunda da kontrol grubuna kiyasla
artisinin  gézlemlenmesi, bu proteinlerin diger saglikli hiicreleri etkileyici etkisi
olabilecegini Onermektedir. Distrofik aksonlar ve dendritler ile islevsiz sinapslar,
AH'de norodejenerasyona neden olan hafiza eksikliklerinin merkezinde yer
almaktadir. Bu nedenle, sinaptik yapilarin olusumunda, yeniden sekillendirilmesinde

veya onarilmasinda ve pek ¢ok ndrogelisimsel siireglerde Kilit rol oynadigi bilinen
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CRMP'ler gibi 6zgiin molekiillerin, AH'nin erken teshisi ve tedavisinde etkili

olabilecegi ¢esitli ¢alismalar tarafindan bildirilmistir (107,108).

Serebellum bolgesi transgenik ve ko-kiiltiir gruplarina ait kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren ortak proteinlerin Reactome Pathways
analizinde, bu proteinlerin SARS-CoV-1 ile ilgili yolaklarda katilim gostermesinin bir
sebebi, son yillarda SARS-CoV-1'in yogun bir sekilde arastirilmasidir. Bu grupta yer
alan proteinlere bakildiginda, aymi iki protein (40S ribosomal protein S20 ve
heterogeneous nuclear riboprotein Al) iic yolakta da gozlemlenmis ve bireysel
diizeyde bu proteinlerin ayrica AH ile iliskilendirildikleri tespit edilmistir.
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) proteininin roliiniin kanser
gibi pek c¢ok farkli hastalikta incelenmis olmasina ragmen hnRNP Al
disfonksiyonunun nérodejeneratif hastaliklarin patogenezine katkida bulundugu ancak
yakin zamanda gosterilmistir (114). Bu durum, bu proteinlerin neden nérodejeneratif

bir yolakla degil de SARS-CoV-1 yolaklariyla iliskilendirildigini aciklayabilir.

Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaligi gibi nérodejeneratif hastaliklarda
gozlemlenen ortak Ozellik, sitoplazma veya cekirdek icinde yanlis katlanmus,
¢oziinmeyen proteinlerin toksik birikimidir (115). Ancak yakin zamanda yapilan bazi
caligmalar, norodejenerasyonda anormal protein birikiminden ¢ok, norolojik
patogenezde tetikleyici bir faktér olarak muhtemel RNA bozukluklarina dogru
kaymakta ve RNA metabolizmasina (RNA transkripsiyonu, pre-mRNA splicing,
mRNA tasinmasi, translasyon, sekestrasyon ve degradasyon) onemli 6l¢iide katkida
bulunan RNA baglayict proteinler (RNA binding proteins, RBP'ler) iizerine
yogunlagmaktadir (116,117).

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP Al), ndronlarda yiiksek
diizeyde ifade edilen 6nemli bir RNA baglayici proteindir. hnRNP Al'in ana islevi,
transkripsiyon, pre-mRNA'nin alternatif kesilip eklenmesi, translasyon, miRNA
islenmesi ve mRNA stabilitesi gibi cesitli RNA metabolik siireglerini diizenlemektir
(114,118). AH risk genlerinin incelendigi bir ¢alismada, Alzheimer hastalar1 ile
kontrol grubu arasinda hnRNP A1 geninde farkliliklar tespit edilmistir (118,119).

Arastirmalar, hnRNP Al'in hem AB hem de tau agregatlarinin olusumunu
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etkileyebilecegini one siirmektedir. hnRNP Al'in AP olusumunu etkiledigi teorisi,
APP’ye ait pre-mRNA'nin alternatif kesilimi (alternatif splicing) araciligiyla
gergeklestigi diistiniilmektedir (120). Ayrica, kolinerjik sinyallesmenin hnRNP A1l
ekspresyonunu kontrol etmede de rol oynayabilecegi ve AH'de gozlemlenen kolinerjik
noron kaybimin hnRNP Al'in down-regiilasyonuna ve APP’ye ait mRNA'nin modifiye
alternatif kesilimine katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (121). Ek olarak, AH fare
modelinde yapilan bir galismada hnRNP Al'in 6nemli 6lglide azaldigi gozlemlenmistir
(118). Elde edilen veriler, neonatal serebellum hiicre kiiltiirinde hnRNP Al'in
transgenik ve ko-kiiltiir grubunda kontrol grubuna kiyasla azaldigini gostermistir ve

bu bulgu literatiirii destekler niteliktedir.

5.2 MALDI-MSI Analizleri

Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI
analizleri sonucunda, SCiLS Lab yazilimi ile gergeklestirilen unsupervised
segmentasyon analizi ile R1, R2 ve R3 olmak iizere ii¢ farkli bolge belirlendi. MALDI-
MSI yontemi ile analiz edilen lamlar, doku kesitlerinin anatomisinin belirlenmesine
yardimei olmak i¢in hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandi ve histolojik inceleme
icin kullanildi (Sekil 16). Prenatal fare beyin atlasina gére, R1 bolgesinin biiyiik 6lgiide
korteks ve kaudat putameni, R2 bdlgesinin ventrikiiler ve subventrikiiler bolgeleri, R3
bolgesinin ise korpus kallozum ve septal gekirdekleri (medial septal ¢ekirdek ve lateral
septal ¢ekirdek) temsil ettigi gozlemlendi. Belirlenen bu bolgelerin AH ile iliskisi,
literatiirde bulunan diger calismalarla uyumluluk gdstermektedir. R1, R2 ve R3
bolgelerinde toplam 35 proteinin anlamli ifade farkliligi gosterdigi istatistiksel
analizler sonucunda tespit edildi. Yapilan detayli literatiir taramasi sonucunda,
tanimlanan 35 proteinden yalnizca 26 tanesi AH ile iliskilendirildi (Tablo 17). Geriye
kalan 9 proteinin AH hastalig: ile iligkisi ilk kez bu tez calismasinda gosterilmistir.
Anlamli farklilik gosteren 26 proteinin AH ile iligkisini detayli incelemek amaciyla
proteinler 5 gruba ayrildi. Bu gruplar, sinaptik plastisite ile iligkili proteinler, aksonal
dejenerasyon, otofaji, ndrokoruyucu ozelliklere sahip proteinler ve digerleri olarak
adlandirilan proteinleri igermektedir. MALDI-MSI analizleri ile elde edilen

istatistiksel olarak anlamli proteomik sonuglarin validasyonu amaciyla, AH ile
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iligkilendirilen 6 protein se¢ilerek Western blot analizleri gergeklestirildi. Analizlerin
2 farkli agidan dogrulanmasi amaciyla, bu proteinler R1 ve R3 bolgesini ve yukarida

tanimlanan 5 grubu temsil edecek sekilde secildi.

Literatiir taramalar1 sonucunda 26 proteinden 14 tanesi (sirasiyla R1, R2 ve R3
bolgelerinde 9, 4 ve 1 protein) AH ile dogrudan veya dolayli olarak sinaptik plastisite
ile iliskilendirilmistir. Bu proteinler R1 bolgesinde Sae2, Nedd4, Tlr12, Stmn, Nogo,
EF-2, SNAP-47, PAI- RBP1, Baspl; R2 bolgesinde Car, M6a, Act, SGN2 ve R3
bolgesinde Endop2'dir (Tablo 20). Sinaptik plastisite ile iligkili proteinlerin ¢ogu (14
proteinden 9'u) biiyiik Sl¢lide korteksi temsil eden R1 bolgesinde goriilmektedir.
Siddetli AH patolojisi olan beyinlerde siklikla etkilenen korteks bolgesinin sinaptik
plastisite icin dnemli olmasi ve sinaptik plastisite ile iligkili proteinlerin ¢ogunun
kortekste (R1) goézlemlenmis olmasi, bulgularin ve MALDI-MSI sonuglarinin

bagimsiz dogrulanmasini saglamaktadir (122,123).

AH ile iliskilendirilen 26 proteinden 5 tanesinin norokoruyucu 6zellikleri oldugu
literatlir yardimiyla belirlendi (124—-128). Bu proteinler, R1 bolgesinde Rufy3; R2
bolgesinde Aldh, NSE, MAPK1 ve R3 bolgesinde Hspa4’tiir. Son zamanlarda yapilan
bir ¢caligmada, Rufy3'lin asir1 ifadesi néronal akson onarimini ve sinaptik plastisiteyi
tesvik ettigi ve norokoruyucu bir etki goOsterdigi gorilmiistiir (124). NSE;
proliferasyon, rejenerasyon, biliylime ve farklilagma gibi ndrotrofik aktivitelere
sahiptir. Noronlarin hayatta kalmasini, farklilagsmasini ve ndrit rejenerasyonunu,
mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal iletim yolu aktivasyonu araciligiyla
kontrol ederek AH gibi AP ile iliskili nérodejenerasyonda nérokoruyucu bir rol
sergiler (126). Hspa4, heat shock protein 110 (HSP) ailesinin bir iyesidir (129).
HSP'ler, intraseliiler ve ekstraseliiler alanlardaki proteinlerin agregasyonunu ve
disagregasyonunu kontrol eden saperonlardir. Kanitlar, HSP'lerin, AD gibi
norodejeneratif bozukluklarda tipik olan protein agregasyonuna karsi koruyucu
etkisini desteklemektedir (128). Rufy3, NSE, Aldh ve Hspa4 ekspresyon seviyelerinin,
neonatal 5XFAD beyinlerinde kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde

artt1g1 gozlenmistir.
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Endofilin 2 (Endo2) proteini daha 6nce AH ile iligkilendirilmis olmasina ragmen,
AH patogenezindeki rolii heniiz detayli olarak incelenmemistir. Ancak literatiirde,
Endofilin B1'in kaybinin A birikiminde artisa neden oldugu bildirilmistir, bu nedenle
Endofilin B1'in AH'de n6érokoruyucu bir rol oynadigi one siiriilmiistiir (130). Yukarida
ndrokoruyucu Ozelliklere sahip oldugu bildirilen diger proteinler gibi, Endofilin 2
ifade diizeyi de yenidogan 5xFAD grubunda kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur. Endofilin 2 ve Endofilin B1 proteinlerinin ayni1
aileye ait olmasi nedeniyle, bu artisin Endofilin 2 proteininin nérokoruyucu etkisinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Bununla birlikte, bu teorinin daha kapsamli

deneylerle desteklenmesi gerekmektedir.

Aksonal dejenerasyon, hem normal gelisim sirasinda aksonun yeniden
sekillenmesi (remodelling) gibi fizyolojik kosullarda hem de yaralanma veya
norodejeneratif bozukluklar gibi patolojik kosullarda meydana gelen yaygin bir
fenomendir (131). Normal sartlarda, yeniden sekillenme sirasinda akson
dejenerasyonu ¢ok hizli gozlemlenir, ancak AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
aksonlarin dejenerasyonu c¢ok daha wuzun slirmektedir. Bazi ndrodejeneratif
bozukluklarin baslangicinda goriilen progresif aksonal dejenerasyonu AP ve tau
birikimi ile baglantili bulunmus ve AH'nin erken evreleriyle iliskilendirilmistir (132).
MALDI-MSI analizleri sonucunda, R1 bolgesinde aksonal dejenerasyon ve AH ile
iligkili ti¢ protein (Rufy3, Nogo ve Baspl) tespit edilmistir. Buna ek olarak, R2
bolgesinde gozlenen IgSF3 proteininin detayl literatlir taramas1 sonucunda, IgSF3
proteini ile AH veya diger norodejeneratif hastaliklar arasinda herhangi bir iligki
bulunamamistir. Ancak, IgSF3 proteininin serebral hiicre kiiltiiriinde aksonal
biiylimeyi Ve dallanmay1 inhibe ettigi yaymlanmistir (133). Aksonal bityiimenin 6nemi
ve aksonal dejenerasyonun AH'deki rolii géz Oniine alindiginda, bu proteinin ifade
seviyesindeki artis ilk defa bu ¢alismada AH ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte,
[gSF3 ve AH arasindaki iliskinin daha detayli arastirilmas1 gerekmektedir.

AH'de gbzlenen AP ve tau proteinlerinin metabolizmasi otofajiden dnemli 6l¢iide
etkilenmektedir (134). Otofaji, organel ve proteinlerin parcalandigr ve enerjiye
doniistiiriildiigli lizozoma bagimli, homeostatik bir siirectir. Bu nedenle, otofajideki

islev bozuklugunun AH beyninde zararli proteinlerin birikimine yol agabilecegi 6ne
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stiriilmektedir (135). MALDI-MSI analizlerinin sonucunda, otofaji ve AH ile iliskili
R1 boélgesinde iki protein (Matr3 ve VCP) tanimlanmis ve bu proteinlerin ifade
seviyelerinin yenidogan 5xFAD transgenik grubunda kontrole kiyasla azaldigi
gbézlemlenmistir. Literatlirde ayrica otofajide gézlemlenen artisin, AH patogenezinin

seyrinde koruyucu bir rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (135).

AH ile iliskilendirilen 26 proteinden 5 tanesi (Fgb, Des, eIF3A, Tmpo ve TIM),
yukarida tanimlanan kategorilerden herhangi birine uymadigi igin diger grubu altinda
simiflandirilmistir. Des ve TIM proteinleri daha 6nce AH ile iliskilendirilmis, ancak
yenidogan 5xFAD beynindeki ifade seviyelerindeki artis ilk kez bu c¢alismada
gosterilmistir (Tablo 20). Kan pihtilasmasinda rol oynayan Fgb proteininin Alzheimer
hastalarinin plazmalarinda arttig1 bildirilmistir (136). Ancak, bu proteinin yenidogan
5xFAD fare beynindeki bdlgesel dagilimi ilk kez bu calismada MALDI-MSI

analizleriyle gosterilmistir.

AH ile iliskilendirilen proteinlerin ifade seviyelerindeki degisiklikler, korteks
bolgesini temsil eden R1 bolgesinde gézlemlenen 3 protein disinda (Stmn, PAI-RBP1
ve elF3A), literatiir ile uyumlu bulunmustur. Literatiire gore, Alzheimer hasta
dokularinin hipokampiisiinde Stmn protein seviyelerinde diisiis gbzlenirken, AH fare
modelinin korteks bolgesinde Stmn ifade seviyesinde artis gézlenmistir ki bu sonug
tez calismasindaki bulgular ile uyumludur (1,137-139). Literatiir ile bu ¢alismada
gozlemlenen farkliligin nedeninin, farkli beyin bolgelerinin (hipokampiis vs korteks)
incelenmis olmasindan kaynaklandig: diigiiniilebilir. Literatiir ile farklilik gosteren
proteinlerden biri de PAI-RBP1 proteinidir. Alzheimer hastalarinin post-mortem beyin
dokularinda immiinohistokimyasal boyama (IHC) yontemi ile PAI-RBP1 proteininin
ifade seviyelerinde artig bildirilmistir (140,141). Fakat, yenidogan 5xFAD beyin
dokusunda bu proteinin ifadesinde azalma gézlemlenmistir. Ancak, yapilan ¢alismada
[HC boyama icin alinan kesitlerin hangi bdlge veya bdlgelere ait oldugu hakkinda
detayl bilgi verilmedigi i¢in, gozlemlenen bu farkin nedeninin ¢aligmalar arasindaki
bolgesel farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Son olarak, yenidogan
5xFAD fare modelinde elF3A proteininin ifade seviyesinde azalma gozlemlenirken,
Alzheimer hastalarinin kaninda 6énemli bir artis bildirilmistir (142). Bu proteinin ifade

seviyesindeki farkliligin, incelenen 6rnek tiirlerinin (5XFAD fare beyin dokusu vs
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Alzheimer hasta kani) farkliligindan kaynaklandig1 diistiniilebilir. Tiim bu bulgular,
biitiin doku ve bolgesel doku kesiti ¢alismalarinin 6nemli 6l¢iide farkliliklar gosterdigi

fikrini desteklemektedir.

Sonug olarak literatiire gore, 26 proteinden 14"l beyinde bilgi depolama, hafiza
olusumu ve O6grenme siireclerinin altinda yatan hiicresel mekanizmay1 olusturan
sinaptik plastisite ile dogrudan veya dolayli olarak iliskilendirilmistir. Sinaptik
plastisite ve sinaps kaybi, bilissel gerileme ile paralel olarak, AH’nin klinik
belirtilerinin merkezinde yer almaktadir. AH nin ilk klinik belirtisi, hafiza olusumu ve
depolanmasinda yasanan aksakliklardir. Hastalifin erken evrelerinde, sinapslarin ve
sinaptik reseptorlerin sayisinda global degisiklikler meydana gelir ve bu degisiklikler
biligsel gerileme ile en iyi korelasyonu gostermektedir (143,144). Uzun yillar boyunca,
AH ile iliskili bilissel gerilemenin birincil sebebinin néron kayb1 oldugu diisiiniilse de,
artik sinaptik plastisitenin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarindaki dengenin
bozulmasinin bu gerilemeden sorumlu oldugu teorisi yaygin olarak kabul gérmektedir
(145). Tim bu bilgiler géz Oniine alindiginda, AH’nin bir sinaptopati olarak da
degerlendirilebilecegi son zamanlarda onerilmektedir ve bu da sinaptik plastisitenin

AH’deki 6nemli roliinii daha da vurgulamaktadir (146).

Amiloid kaskad hipotezi, yillardir AH arastirmalarinin ana odagi olmustur.
Beyindeki A birikimi, amiloid goriintilleme ile gozlemlenebilmektedir. Bu yeni
teknoloji sayesinde, bilinen biligsel veya demans semptomlar: olmayan birgok saglikli
yash bireyin AH patolojisine sahip oldugu ve ayrica klinik olarak teshis edilmis AH
olan hastalarin hi¢ veya ¢ok az AP birikimine sahip oldugu kesfedilmistir (147). Bu
bulgular g6z oniline alindiginda, amiloid kaskad hipotezi tutarli degildir ve A
plaklarinin varligi, AH’ nin klinik 6zellikleriyle dogrusal bir iliski gdstermemektedir.
Ayrica, basarisiz klinik ¢aligmalar ve etkili bir tedavinin gelistirilememesi, hastaligi
anlamamizda 6nemli bir bosluk olduguna isaret etmekte ve alternatif bir bakis agisinin
gelistirilmesinin gerekli oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar,
AH'nin patogenezinde rol oynayan diger faktorleri veya olaylari bulmaya yonelmistir
(148). AH'nin ayirt edici Ozelliklerinin &tesinde, hastaligin klinik 6zellikleriyle,
ozellikle de demans ve bilissel bozuklukla daha yakindan iliskili bagka patolojik

olaylar da bulunmaktadir. Sinaptik dejenerasyon, erken patojenik bir olaydir ve AH’de
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goriilen biligsel bozulmanin en iyi patolojik gdstergesidir (149,150). Bu nedenle,
sinaptik plastisite, AH’nin biyolojik fenotipi ile klinik 6zellikleri arasindaki en 6nemli

biyolojik baglanti olarak gériinmektedir.

5.3 DESI-MSI Analizleri

Kiitle spektrometresi goriintiileme teknigine dayanan bir¢ok metabolik temelli
calisma AH’nin beyindeki metabolit degisiklikleriyle yakindan iligkili oldugunu
gostermistir (151-154). Artan kanitlar, beyinde goriilen metabolik disfonksiyonun AH
patolojisine ve norodejenerasyonuna katkida bulunabilecegini 6ne siirmektedir
(155,156). AH hastalar1 ile yapilan c¢aligmalarda, diisiik agirliklt metabolitlerin ve
lipitlerin metabolizmasinda degisiklikler bulundugu tespit edilmistir (156—158).
Ancak, hastaligin erken evresinde gozlemlenen metabolomik degisiklikler heniiz
bilinmemektedir. Fare modelleri kullanarak yapilan calismalarin artmasi, AH’nin
erken evresindeki metabolik degisikliklerin daha iyi anlasilmasma olanak

saglamaktadir.

Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin doku kesitlerinin lipit analiz
metodu ile gergeklestirilen DESI-MSI analizleri sonucunda, SCiLS Lab yazilimi ile
yapilan segmentasyon analizinde R1, R2 ve R3 olmak iizere MALDI-MSI proteomik
analizleri ile benzer olarak {i¢ farkli bolge belirlenmistir. Ancak, diisiik molekiiler
agirlikli metabolit metodu kullanilarak yapilan analizlerden elde edilen goriintiilerin
segmentasyon analizi sonucunda doku kesitlerinde net bir bdlgesel ayrim
gozlemlenmemistir. Bu durum, diisiik agirlikli metabolitlerin bdlgesel dagiliminin,

lipitlerin dagilimi1 kadar belirgin olmadigin1 gostermektedir.

Her iki metot ile elde edilen verilerin PCA analizleri sonucunda 5xFAD
transgenik ve kontrol grubu arasinda belirgin bir ayrim tespit edilememistir. Bu bulgu,
5xFAD transgenik ve kontrol gruplarinin yenidogan seviyesinde benzer metabolomik
profillere sahip olduguna isaret edebilir. Lipit profilleme iizerine yapilan birgok
calisma, doku homojenizatlari, hiicre lizatlar1 ya da biyolojik sivilar tlizerinde
gergeklestirildiginde hedefsiz olarak binlerce metabolit tanimi yapilabilmekte ve

diistik konsantrasyona sahip olan metabolitlerin tespiti yapilabilmektedir. Ancak doku
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iizerinde yapilan ¢aligmalar, entstriimentasyon, 6rnek hazirligi ve veri edinimi gibi
kisimlardaki mevcut teknik kapasite sebebiyle daha zorlayici olmaktadir. Temel
olarak, doku iizerinde iyonize edilebilen molekiiller arasinda, i¢lerinde en yiiksek
konsantrasyonda bulunanlarin tanimlamalar1 daha yiliksek olasiliklidir. Yapilan
analizde de fonksiyonel olanlara oranla yapisal lipitlerin tanimlanmasi, bu lipitlerde
istatistiksel olarak anlamli degisimler olmamasini agiklayabilir. Ancak tanimlanan
bazi metabolitlerin literatiirde AH ile iliskilendirilmis olmasi, yenidogan 5xFAD
transgenik fare modeli beyin dokularinda AH ile iligkili metabolitlerin varligini
gostermektedir. Bu metabolitler, hastaligin ilerleyen evrelerinde ortaya ¢ikabilecek
daha belirgin metabolik degisikliklerin habercisi olabilir. Dolayisiyla, AH ile
iliskilendirilen ve yenidogan seviyesinde gozlemlenen bu metabolitlerin erken
donemde belirgin olmayan, ancak zamanla gelisip AH’ye iliskin patolojik

degisikliklerde rol alabilecegi diistiniilmektedir.

2 ve 3 aylik APP/PS1 AH fare modeli kullanilarak yapilan bir ¢alismada, PCA
analizleri sonucunda AH ve kontrol grubu arasinda belirgin bir ayrim gézlemlenmistir
(153). Ancak, hiyerarsik kiimeleme analizi sonuglari, gruplanmanin genotip yerine
yasa gore oldugunu gostermistir. HC analizi ile elde edilen 1s1 haritasinda, 2 aylik AH
ve kontrol fareleri birlikte gruplanirken, 3 aylik AH ve kontrol farelerinin birlikte
gruplandig1 gozlemlenmistir. Bu durum, farkli evreleri ve farkli yas gruplarini iceren

karsilastirma ¢aligmalarinin 6nemini vurgulamaktadir.

APP23 AH fare modelinde yapilan bir calismada, 3, 6 ve 18 aylik farelerin beyin
doku kesitleri kullanilarak DESI-MSI analizleri gergeklestirilmistir (156). Bu
analizlerde AH ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik gosteren metabolitler
tanimlanmis ve bu metabolitlerin 12 beyin bolgesindeki degisiklikleri incelenmistir.
Bu c¢alismada elde edilen metabolit tanimlamalariyla, yenidogan beyin doku
kesitlerinden tanimlanan metabolitler arasinda ortak metabolitler (PE 36:4, PE 36:1,
PE 38:4 ve PE 38:5) oldugu gézlemlenmistir. Calismada, 3 aylik farelere ait beyin
doku kesitleri ile yapilan DESI-MSI analizleri sonucunda tanimlanan metabolitler
arasinda, AH ve kontrol grubu arasinda anlamli farkliliklar gosteren metabolit
gozlemlenmemistir. AH ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

metabolitler daha ¢ok 18. ayda goriilmektedir (156). Bu bulgular, AH’nin yenidogan
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kadar erken evrelerinde metabolit seviyelerinde belirgin degisikliklerin olmamasini
destekleyici niteliktedir. Metabolik degisikliklerin AH’nin ilerleyen evrelerinde daha
belirgin hale geldigini diisiindiirmektedir.

Noronal hiicre membranlar1 genellikle kolesterol, gliserofosfolipitler ve
sfingolipitlerden olusur (159). Noronal hiicre membranlarinin asimetrik lipit c¢ift
tabakast kompozisyonu, hiicresel sinyal iletimi, hiicresel tagima ve enerji
metabolizmast gibi siireglerde anahtar rol oynayarak beyin fonksiyonunu
etkilemektedir (160). Yenidogan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokularinin
DESI-MSI  analizleri  sonucunda tanimlanan  metabolitlerin  ¢ogunlukla
gliserofosfolipit grubuna ait olan fosfatidilserin (PS), fosfatidiletanolamin (PE) ve
fosfatidilinositol (PI) (sirasiyla 15, 9 ve 5 tane) ve serbest yag asitleri (FA, 5 tane)
oldugu gozlemlenmistir. PS ve diger fosfolipidlerin degisimi hiicre membraninin
viskozitesini degistirmekte ve enzim aktivitesi, sinyal iletim etkinligi ve zar tasiyiciligi
gibi bir¢ok biyolojik siireci engellemektedir (161). AH hastalarinin beyin dokularinda
PS'nin degisimi konusunda tartismalar bulunmaktadir. Bazi ¢alismalar, PS'nin AH
hastalarinin beyinlerinde azaldigin1 gostermistir (161-166). Bununla birlikte, diger
caligmalar da PS'nin Alzheimer hastalarin beyinlerinde arttigini veya degismeden
kaldigim1 bulmustur (167-170). Alzheimer hastalar1 ile benzer sekilde, AH fare
modellerine ait beyin dokularinda gozlemlenen PS degisiklikleri tutarlilik
gostermemektedir (171-176). Bu tutarsizlifin nedenleri, literatiirde caligmalarda
kullanilan beyin bolgeleri, AH evreleri ve yas gibi faktorlerle agiklanmistir (166). Bu
cesitli sonuglar, AH'nin patolojisindeki lipit metabolizmasinin karmasikligini
vurgulamakta, hastaligin farkli evrelerinde degisen lipit profilleri oldugunu
diisiindiirmekte ve tez calismasinda elde edilen verileri desteklemektedir. Ayrica,
AH’de PS'lerin islevi heniiz tam olarak agikliga kavusmamis olsa da, klinik ¢alismalar
PS'nin Alzheimer hastalarina fayda sagladigini gostermistir (166,177). Klinik
caligmalar, PS takviyesinin Alzheimer hastalarinda bilissel fonksiyonlar1 ve hafiza

kaybini 6nemli dlgiide iyilestirdigini gostermektedir (166).
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6 SONUC

Bu tez ¢aligmasinda, yenidogan 5xFAD AH fare modeli beynindeki proteomik
degisiklikler MALDI-MSI analizleri ile, metabolomik degisimler ise DESI-MSI
analizleri ile bolgesel olarak incelenmistir. Ayrica, yenidogan 5xFAD transgenik ve
kontrol fare beyinleri korteks, serebellum ve hipokampiis bolgelerine ayrilmis ve bu
bolgelerden primer hiicre kiiltiirii yapilarak dogustan hasarli oldugu diisiiniilen 5XxFAD
beyin hiicrelerinin, kontrol beyin hiicreleri ilizerindeki norodejeneratif etkisi LC-
MS/MS yontemi ile proteomik agidan aragtirilmistir. Analizler sonucunda elde edilen
protein ve metabolitler literatiir yardimiyla AH ile iligkilendirilmistir. Ttim bu verilerin
beraber degerlendirilmesi ile AH olusum mekanizmasi yeni bir bakis agisiyla

incelenmis ve bu mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglanmistir.

Sonug olarak elde edilen veriler, AH’ nin patogenezini daha iyi anlamak i¢in erken
molekiiler mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasinin  biiyiilk O6nem tasidigini
gostermektedir. Yenidogan 5xFAD beyin dokusunda gézlemlenen ve AH beyniyle
benzerlik gosteren molekiiler degisikliklerin uzun siire boyunca herhangi bir patolojiye
neden olmamasi veya herhangi bir semptom gdstermemesinin nedeni, noroprotektif ve
yikict  mekanizmalarin  eszamanli olarak etkili olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Elde edilen bulgular, AH’nin dogum kadar erken dénemde var
olabilecegi ve beynin hasara kars1 daha savunmasiz oldugu yaslilik doneminde ortaya
cikabilecegi fikrini ve bazi proteinlerin yenidogan AH beyninde ndrodejeneratif

onciiler oldugu fikrini desteklemektedir.
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Korteks Bolgesine Ait Proteinlerin Listesi

Tablo 23. Korteks bolgesi ko-kiiltiir grubu istatistiksel olarak anlamli protein listesi

Accession
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P53026
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0.01754498
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Max fold

change
2.118820582

2.022324962
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1.80996738
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1.749144127
1.655401725

1.62260942
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1.584320217
1.581416812
1.559664383

1.501232858
1.498833818
1.497414388
1.474333438
1.468367847
1.45989002
1.45565113
1.429386777
1.413807644
1.409868958
1.404198338
1.398738553
1.391331106
1.379761241
1.370340086
1.367722862
1.365922772
1.364048434
1.35775958
1.351906833
1.342447132
1.328190867
1.315992909
1.315181895
1.313800111
1.3106079
1.307599931
1.304634301
1.304569448

Protein

Core histone macro-H2A.2

Ester hydrolase C11orf54 homolog
Synaptotagmin-1

Membrane-associated progesterone receptor
component 2

Sulfide:quinone oxidoreductase

Very-long-chain enoyl-CoA reductase

cAMP-dependent protein kinase type I1-beta
regulatory subunit
Fermitin family homolog 2

60S ribosomal protein L22
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il
Plastin-2

Electron transfer flavoprotein-ubiquinone
oxidoreductase
2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase
V-type proton ATPase 116 kDa subunita 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B subunit
Protein quaking

ATP-dependent RNA helicase DDX1
Thioredoxin-dependent peroxide reductase
Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform
Calcium-regulated heat stable protein 1

Rapl GTPase-GDP dissociation stimulator 1
60S ribosomal protein L10a
2-3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase
Proteasome subunit alpha type-6

Cofilin-2

Neuromodulin

Syntaxin-binding protein 1

Polyubiquitin-B

S-phase kinase-associated protein 1

Band 4.1-like protein 2

Acyl-CoA-binding protein

Microtubule-actin cross-linking factor 1

Desmin

Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase
Electron transfer flavoprotein subunit beta
Matrin-3

ATP synthase F(0) complex subunit B1
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K
60S ribosomal protein L18

Prenylcysteine oxidase 1

Peroxiredoxin-4
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P02301
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Q3ULJ0
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Q9Z1G4
P14231
008599
P46096
Q91V12
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Q61233
QICRS86
P62911
P51880
035887
P28652
Q8CIB5
Q9ERD7
P21279
Q8K1M6
P97792
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A2AQ07
Q971Q9
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P51655
088809
P50580
Q62188
Q5FWK3
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P97427
P54227
Q62465
P62717
Q922F4
QICQW1
Q922Q8
P48722
P51863
054901

Anova (p)

0.02851737
0.02738022
0.02778407
1.61E-05
0.00045103
0.02104209
1.08E-05
0.00033099
0.00399434
0.00057504
0.04394073
0.01288592
0.02052006
0.00125339
0.01585885
0.03515728
0.00359696
0.01983789
0.00083454
0.02643636
0.00330456
0.04265077
0.00484293
0.01808133
0.01014738
0.00344684
0.03688223
0.03165935
0.02475401
0.03246059
0.03731079
0.0007392
0.02781868
0.0349555
0.02203979
0.01272475
0.00176012
0.00066584
0.00713518
0.02072094
0.02998834
0.00252208
0.01056728
0.00898074
0.01174509
0.00546742

Max fold
change
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2.802538944
2.530232281
2.325347838
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2.098159273
2.061035185
2.053414897
1.982714451
1.850215975
1.816441309
1.796774726
1.789832835

1.78809433
1.767683732

1.74693918
1.712784985
1.701203181

1.67038852
1.662338135
1.642953911
1.640551371

1.62352011
1.621362313
1.611268393
1.592317375
1.587849468

1.57840629
1.549374804

1.54644186
1.518436099
1.517070167

1.51275297
1.511460707
1.506609686
1.505980013
1.503959994
1.486375582
1.482489264
1.460318607
1.454762773
1.448282266
1.445204463

1.43831907
1.437827252

Protein

Lipoprotein lipase

Kinesin heavy chain isoform 5C

Histone H3.3C

Core histone macro-H2A.2
cAMP-dependent protein kinase type Il
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1
Platelet-activating factor acetylhydrolase 1B
V-type proton ATPase 116 kDa subunita 1
Sodium/potassium-transporting ATPase
Syntaxin-binding protein 1
Synaptotagmin-1

Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase
Microtubule-associated protein RP/
Plastin-2

Calcium-regulated heat stable protein 1
60S ribosomal protein L32

Fatty acid-binding protein

Calumenin

Calcium/calmodulin-dependent protein kinasell
Fermitin family homolog 2

Tubulin beta-3 chain

Guanine nucleotide-binding protein G(q)
Dynamin-1-like protein

Coxsackievirus and adenovirus receptor
Palmitoyl-protein thioesterase 1

Tubulin beta-1 chain

Valine--tRNA ligase

S-phase kinase-associated protein 1
Glypican-4

Neuronal migration protein doublecortin
Proliferation-associated protein 2G4
Dihydropyrimidinase-related protein 3
Rho GTPase-activating protein 1

Desmin

CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1
Tubulin beta-4A chain
Dihydropyrimidinase-related protein 1
Stathmin

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1
60S ribosomal protein L18a

Tubulin beta-6 chain

Synaptobrevin homolog YKT6
Leucine-rich repeat-containing protein 59
Heat shock 70 kDa protein 4L

V-type proton ATPase subunitd 1

V-type proton ATPase subunit
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Tablo 24. Korteks bolgesi transgenik grup istatistiksel olarak anlamli protein listesi

(devam)

Accession

054901
Q9DOF9
Q91235
P70372
Q8BFZ9
P50396
P63323
P16627
P08556
P05063
P14094
P18572
P23927
055022
P53026
P20060
Q8BK64
P62960
P40240
QIWUA3
Q9ROHO
Q9EQF6
Q99LB6
P37804
Q99L04
Q9CZ30
P16125
P57776
P03995
P14873
P31786
QICQF9
Q99JY9
POCGA49
035685
Q01405
P21107

Q91VR5
Q91VC3
P02088
P61164

Anova (p)

0.00546742
0.01720014
0.01893936
0.04336252
0.00864462
0.00173679
0.04171965
0.01561308
0.00330465
0.00045999
0.02499574
0.00643768
0.00840019
0.00449704
0.04942214
0.0087781
0.04076777
0.02475999
0.01233314
4.72E-05
0.00497425
0.01377406
0.02482386
0.01315372
0.00290196
0.0034778
0.00064299
0.02574507
0.00082952
0.00640219
0.00135133
0.00282833
0.0011662
0.00580499
0.01697914
0.04728115
0.01719999

0.01555342
0.03501261
0.01895346
0.02697568

Max fold
change

1.437827252
1.433154298
1.424388984
1.420375209
1.4181807
1.415101545
1.414477939
1.414207446
1.414074828
1.412189918
1.40886496
1.407648951
1.402910139
1.398112283
1.394995705
1.382814284
1.374651909
1.374583417
1.373432777
1.366336291
1.356604151
1.356160766
1.354668394
1.354667025
1.351427256
1.349030899
1.345630927
1.342133918
1.338921203
1.336271306
1.334869907
1.333548662
1.327277201
1.326176941
1.323877195
1.319522504
1.312997475

1.312193766
1.302881608
1.302323166
1.300862319

Protein

V-type proton ATPase subunit
Phosphoglucomutase-1
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
ELAV-like protein

Erlin-2

Rab GDP dissociation inhibitor alpha

40S ribosomal protein S12

Heat shock 70 kDa protein 1-like

GTPase NRas

Fructose-bisphosphate aldolase C
Sodium/potassium-transporting ATPase
Basigin

Alpha-crystallin B chain
Membrane-associated progesterone receptor
60S ribosomal protein L10a
Beta-hexosaminidase subunit beta

Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase
Y-box-binding protein 1

CD?9 antigen

ATP-dependent 6-phosphofructokinase
Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1
Dihydropyrimidinase-related protein 5
Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta
Transgelin

Dehydrogenase/reductase SDR family member
Obg-like ATPase 1

L-lactate dehydrogenase B chain

Elongation factor 1-delta

Glial fibrillary acidic protein
Microtubule-associated protein 1B
Acyl-CoA-binding protein

Prenylcysteine oxidase 1

Actin-related protein 3

Polyubiquitin-B

Nuclear migration protein nudC

Protein transport protein Sec23A
Tropomyosin alpha-3 chain

ATP-dependent RNA helicase DDX1
Eukaryotic initiation factor 4A-111
Hemoglobin subunit beta-1

Alpha-centractin
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EK3

Serebellum Bolgesine Ait Proteinlerin Listesi

Tablo 25. Serebellum ko-kiiltiir grubu istatistiksel olarak anlamli protein listesi

Accession

P33175
P28656
Q99K CS8

QIDBH5
QIWVSE0
P97825
P31001
008997
Q80YV3

P63011
P37804
Q8VBV7
P27600

P49312
Q9CQUO
P50580

Q9IDCH4

P60867
Q8CGC7
P97427
P17156
Q7TPR4
P31786
Q05816
Q9EQF6
088990

Anova (p)

0.03189573
0.008814
0.0453793

0.00089895
0.00655635
0.02219487
0.02124844
0.02237808
0.00702359

0.03047402

0.0022531
0.02522947
0.00838707

0.02175645
0.04450027
0.03324509
0.02826744

0.02641477
0.02013825
0.02330402
0.01148509
0.04187767
0.03567149
0.00639778
0.02131136
0.02144167

Max fold
change

1.927405192
1.798589702
1.794916532

1.711172045
1.698100954
1.629507635
1.615720429
1.530563882
1.528036524

1.496236752
1.481756023
1.462888542
1.447943339

1.446010739
1.428590321
1.418636172
1.414097608

1.385051902
1.381176424
1.338395057
1.336364443
1.327437735
1.322865094

1.32004867
1.309045932
1.308104246

Protein

Kinesin heavy chain isoform 5A
Nucleosome assembly protein 1-like 1

von Willebrand factor A domain-containing
protein 5A

Vesicular integral-membrane protein VIP36
Sorting nexin-1

Jupiter microtubule associated homolog 1
Desmin

Copper transport protein AT

Transformation/transcription domain-associated
protein
Ras-related protein Rab-3A

Transgelin
C

Guanine nucleotide-binding protein subunit
alpha-12
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al

Thioredoxin domain-containing protein 12
Proliferation-associated protein 2G4

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit
F

40S ribosomal protein S20

Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase
Dihydropyrimidinase-related protein 1

Heat shock-related 70 kDa protein 2
Alpha-actinin-1

Acyl-CoA-binding protein

Fatty acid-binding protein 5
Dihydropyrimidinase-related protein 5
Alpha-actinin-3
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Tablo 26. Serebellum transgenik grup istatistiksel olarak anlamli protein listesi

Accession

P55258
QIDBH5
Q99LC3

P15105
P61264
Q6Q477
Q9JLF6
P63011
P48455

QIWV80
P37804
P68372
P31254
P97427
P60867
P84084
P51655
Q9ERD7
Q9ICQUO
P06837
P21107
P70372
054983
P16110
Q6PIC6
Q9EQF6
Q91XV3
QICR67
P62761
P50580
Q99L04
P62855
P49312
Q62188

Anova (p)

0.03999262
1.28E-05
0.00915784

0.02553693
0.0248044
0.02404143
0.0197502
0.02209162
0.02614112

0.00397715
0.00094406
0.02047821
0.04426142
0.00070335
0.00692275
0.04186219
0.03432129
0.0455927
0.03489129
0.0021626
0.01650762
0.01695649
0.01967958
0.03882233
0.01578399
0.00804328
0.00758446
0.02355226
0.022484
0.02452259
0.01694222
0.02050317
0.02908062
0.01485084

Max fold
change

3.131082688
2.955446302
1.858382721

1.805689404
1.795164215
1.783380312
1.740706363
1.729494798
1.723655305

1.687189411
1.662933841
1.643262119
1.546138527
1.538704831
1.522158734
1.497375271
1.484603276
1.480118111
1.443343211
1.432679274
1.430907403
1.427050891
1.426781335
1.417693675
1.413557884
1.399020436
1.397229868
1.396971542

1.39353999
1.387827877
1.381010278
1.376856091

1.34043752
1.300032039

Protein

Ras-related protein Rab-8A
Vesicular integral-membrane protein VIP36

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 10

Glutamine synthetase

Syntaxin-1B

Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K
Ras-related protein Rab-3A

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic
subunit gamma isoform

Sorting nexin-1

Transgelin

Tubulin beta-4B chain

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Y
Dihydropyrimidinase-related protein 1

40S ribosomal protein S20
ADP-ribosylation factor 5

Glypican-4

Tubulin beta-3 chain

Thioredoxin domain-containing protein 12
Neuromodulin

Tropomyosin alpha-3 chain

ELAV-like protein 1

Ketimine reductase mu-crystallin

Galectin-3

Sodium/potassium-transporting ATPase
Dihydropyrimidinase-related protein 5

Brain acid soluble protein 1

Transmembrane protein 33

Visinin-like protein 1
Proliferation-associated protein 2G4
Dehydrogenase/reductase SDR family member 1
40S ribosomal protein S26

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
Dihydropyrimidinase-related protein 3
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9 OZGECMIS

117






