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1  

ÖZET 

 
Nörodejeneratif Mekanizmaların Başlangıcının 5xFAD Transgenik Alzheimer 

Hastalığı Fare Modelinde Proteomik Yöntemlerle Araştırılması 

 

Alzheimer hastalığı (AH), belirgin hafıza eksikliği ile unutkanlığa neden olan, çeşitli 

moleküler patolojilerle karakterize ve yaşlı nüfusunda en sık görülen ilerleyici bir 

hastalıktır. Hastalık tanısından önce mevcut olan patoloji, klinik semptomlarla oldukça 

ilişkilidir. Bu ilişki, hastalığın çeşitli evrelerinde, özellikle beyin dokusu üzerinde 

proteomik ve metabolomik temelli çalışmalarla incelenmiştir. Ancak hastalığın 

yenidoğan evresi kadar erken dönemini hedefleyen ve başlangıç noktasında moleküler 

seviyede ne gibi değişimler olduğunu aydınlatmaya yönelik çalışmalar literatürde 

bulunmamaktadır. Bu tez çalışmasında, yenidoğan 5xFAD AH fare modeli beynindeki 

proteomik ve ayrıca metabolomik değişimlerin bölgesel olarak incelenmesi ve 

hastalığın erken evredeki moleküler izlerinin ortaya çıkarılması amaçlanmıştır. Bu 

amaçla, yenidoğan 5xFAD beyin dokusundaki proteomik değişiklikler MALDI-MSI, 

metabolomik değişiklikler ise DESI-MSI yöntemi ile incelenmiştir. MALDI-MSI ve 

DESI-MSI analizleri sonucunda tanımlanan protein ve metabolitler literatür 

yardımıyla AH ile ilişkilendirilmiştir. Çalışmanın diğer bir basamağında, 

nörodejenerasyonda “Seyirci Etkisi” olarak isimlendiren faktörün erken 

nörodejenerasyon kavramındaki rolünün araştırılması amaçlanmıştır. Bu amaçla, 

yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyinleri korteks, serebellum ve 

hipokampüs bölgelerine ayrılarak ko-kültür çalışmaları yapılmış ve doğuştan hasarlı 

olduğu düşünülen 5xFAD hücrelerinin, kontrol hücreleri üzerindeki nörodejeneratif 

etkisi LC-MS/MS proteomik analizler ile araştırılmıştır. Sonuç olarak elde edilen 

bulgular, hastalığın erken moleküler mekanizmalarının ortaya çıkarılmasının AH’nin 

patogenezini daha iyi anlamak için büyük önem taşıdığını göstermektedir. Ayrıca, 

AH’nin doğum kadar erken dönemde var olabileceği ve beynin hasara karşı daha 

savunmasız olduğu yaşlılık döneminde ortaya çıkabileceği ve bazı moleküllerin 

yenidoğan AH beyninde nörodejeneratif öncüler olabileceği fikrini desteklemektedir. 

 

Anahtar Sözcükler: Alzheimer hastalığı, nörodejenerasyon, MALDI-MSI, DESI- 

MSI, LC-MS/MS. 
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ABSTRACT 

 
Proteomic Investigation of Neurodegenerative Mechanisms in Neonatal 5xFAD 

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 5xFAD 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. 
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1 GİRİŞ VE AMAÇ 

 
Alzheimer hastalığı (AH), belirgin hafıza kaybı ve unutkanlığa neden olan, yaşlı 

nüfusunda en sık görülen ilerleyici nörodejeneratif bir hastalıktır (1). AH, amiloid-beta 

plaklarının (Aβ) hücre dışında, tau proteininin ise hücre içinde nörofibriler yumaklar 

(NFY'ler) şeklinde birikmesi ile karakterize edilen çeşitli moleküler patolojiler ile 

tanımlanmaktadır (2). Bunlar hastalığın iki ana patolojik belirteci olmasına rağmen, 

AH aksonal dejenerasyon, otofajik süreçler ve sinaptik kayıp ve işlev bozukluğu gibi 

farklı önemli süreçlerin de rol oynadığı multifaktöriyel bir hastalık olarak kabul 

edilmektedir. Bu agregatların aşırı birikimi sinapsların, aksonların ve dendritlerin 

kaybına yol açmaktadır (3). Bu nedenle, sinaptik kaybın bilişsel gerilemenin önemli 

bir yapısal belirleyicisi olduğu ve AH'nin ilerleyici demansının altında yatan etken 

olabileceği düşünülmektedir (4,5). Dünya çapında 47 milyon kişi demans hastasıdır ve 

bu sayının 2030 yılına kadar 76 milyona ulaşacağı tahmin edilmektedir (6). AH olan 

bireylerin sayısı hızla artmaktadır, bu nedenle AH'nin erken mekanizmalarına ışık 

tutmayı amaçlayan çalışmalar büyük önem taşımaktadır. 

 

AH’nin altında yatan mekanizmaları ve hastalığın patogenezini anlamaya yönelik 

önemli ilerlemeler kaydedilmiştir (1). Post-mortem beyin dokusu kullanılarak yapılan 

çalışmalar birçok bilinmezi aydınlatsa da, deneysel fare modelleri, AH'nin altta yatan 

mekanizmasını ve patofizyolojisini çözmek için paha biçilmez varlıklardır. Mevcut 

fare modelleri, Aβ plakları veya NFY’ler olmak üzere hastalığın sadece belirli 

yönlerini yansıtmaktadır ve AH’nin tüm özellikleri aynı modelde bir arada 

sunulamamaktadır (7). 5 mutasyonlu AH transgenik fare modeli olan 5xFAD, erken 

başlangıçlı AH fare modeli olması nedeniyle literatürde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Bu AH fare modeli, Aβ plakları, nöroinflamasyon, gliozis, sinaptik 

dejenerasyon ve nöronal kayıp gibi insan AH'nin birçok özelliğini yansıtmaktadır 

(8,9). 5xFAD fare modeli herhangi bir tau patolojisi sergilemese de, sahip olduğu diğer 

özellikleri ve bölgeye özgü nörodejenerasyon göstermesi nedeniyle AH araştırmaları 

için uygun bir deneysel hayvan modelidir (8,10). 

 

Son zamanlarda ortaya çıkan sistem biyolojisi yaklaşımları, nörodejeneratif 

hastalıkların patogenezine yeni bir ışık tutmak için proteom, genom, metabolom ve 
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çevre arasındaki etkileşimlerin bütünsel olarak incelenmesine olanak sağlamıştır (11). 

Bu tür çalışmaları kolaylaştırmak amacıyla ortaya çıkan yeni teknolojilerden biri de 

kütle spektrometresi görüntüleme (Mass Spectrometry Imaging, MSI) yöntemidir. 

Geleneksel kütle spektrometresi (MS) analiz yöntemleri, vücut sıvıları veya 

dokulardan elde edilen analitlerin incelenmesine olanak sağlar. Fakat, biyolojik 

örnekler her zaman homojen olmadığından ve dokular aynı tip hücrelerden 

oluşmadığından bu analiz yöntemleri ile konumsal (spatial) biyokimyasal farklılıklar 

gözlemlenemez (11,12). AH’de, bazı beyin bölgelerinin nörodejeneratif süreçlere daha 

duyarlı olduğu ve nörolojik ve davranışsal anormalliklerin bölgeye özgü nöronal 

fonksiyon bozukluklarından kaynaklanabileceği öne sürülmüştür (13). Bu nedenle, 

proteinlerin bölgesel ifade değişimlerini incelemek onların AH'deki rolünü ve 

hastalığın ilerleyişini anlamak için büyük öneme sahiptir. Ayrıca, yakın zamana kadar 

olan çalışmalarda, tüm hücrelerin hayatta kalmak için enerji metabolizmasına bağlı 

olmasından dolayı beyin, metabolitlerin dağılımı açısından homojen bir yapı olarak 

kabul edilmekteydi. Bu nedenle, metabolitlerin bölgesel özgüllüğü hesaba katılmadan 

tanımlanmaları ve kantifikasyonları, hastalık patolojisini anlamak için önemli 

olabilecek konumsal olarak farklı metabolik değişiklikleri saptamada başarısız 

olmaktaydı (11). Bu eksikliklerin tanınmasıyla, yüzlerce biyomolekülün aynı anda 

görüntülenmesine olanak sağlayan MSI analizleri nörodejeneratif hastalıklardaki 

konumsal metabolik değişiklikleri saptamak, profillemek ve potansiyel biyobelirteç 

geliştirmek amacıyla yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır (14,15). MS temelli 

kütle spektrometresi görüntüleme (MSI) yöntemleri ile protein, peptit, lipit ve 

metabolit gibi biyomoleküller homojenizasyon işlemi olmadan, doğrudan doku kesiti 

üzerinde görselleştirilip incelenebilmektedir (16,17). Bu nedenle, bu yöntem sayesinde 

dokunun homojenizasyon işlemi ile kaybedilecek olan kimyasal ve konumsal 

bütünlüğü korunur. Proteinlerin, peptitlerin, lipitlerin ve metabolitlerin konumsal 

(spatial) dağılımlarının analizi, patolojik süreçlerdeki rolleri hakkında değerli bilgiler 

sağlamaktadır ve ayrıca AH'de olduğu gibi patofizyolojisi bilinmeyen nörodejeneratif 

hastalıkların ilerlemesi sırasında oluşan moleküler değişikliklerde rehberlik 

etmektedirler (18). 
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Hastalık tanısından önce mevcut olan patoloji, klinik semptomlarla oldukça 

ilişkilidir. Bu ilişki, hastalığın çeşitli evrelerinde, özellikle beyin dokusu üzerinde 

genomik, proteomik ve metabolomik temelli çalışmalarla açıklanmaya çalışılmıştır 

(15,19–24). AH’nin ileri dönemlerini ele alarak yapılan çalışmalar birçok bilinmezi 

aydınlatsa da, hastalığın yenidoğan evresi kadar erken dönemini hedefleyen, hastalık 

patolojisinin hangi noktada başladığını ve bu başlangıç noktasında moleküler seviyede 

nasıl değişimler olduğunu aydınlatmaya yönelik çalışmalar literatürde 

bulunmamaktadır. 

 

Ekibimizde yapılan önceki çalışmalarda, AH’nin farklı evrelerinde beyin 

proteomundaki değişimleri araştırmak amacıyla yenidoğan (1 günlük) ve 3-6-12 aylık 

5xFAD beyin dokuları kullanılarak proteomik analizler gerçekleştirilmiştir (13,25). 

Özellikle yenidoğan 5xFAD fare modeline ait verilerin, diğer evrelere kıyasla, post- 

mortem insan AH proteom profilleriyle benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir (25). 

Yenidoğan döneminde ciddi değişimlerin görülmesi ve 3 ve 6 aylık dönemlerde 

değişimin azalmış olması, AH beynindeki moleküler değişikliklerin doğumda bile var 

olabileceğini ve bazı proteinlerin yenidoğan AH beyninde nörodejeneratif öncüler 

olabileceğini göstermiştir. Buradan yola çıkarak, bu tez çalışmasında yenidoğan 

5xFAD AH fare modeli beynindeki proteomik ve metabolomik değişimlerin bölgesel 

olarak incelenmesi ve AH patolojisinin erken evredeki moleküler izlerinin ortaya 

çıkarılması amaçlanmıştır. Bu amaçla, yenidoğan 5xFAD beyin dokusundaki 

proteomik değişiklikler MALDI kütle spektrometresi görüntüleme (Matrix-Assisted 

Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry Imaging, MALDI-MSI) analizleri ile, 

metabolomik değişiklikler ise DESI kütle spektrometresi görüntüleme (Desorption 

Electrospray Ionization Mass Spectrometry Imaging, DESI-MSI) analizleri 

aracılığıyla incelenmiştir. 

 

Tez çalışmasının diğer bir basamağında nörodejenerasyonda “Seyirci Etkisi” 

(Bystander Effect) olarak isimlendiren faktörün erken nörodejenerasyon kavramındaki 

rolünün araştırılması amaçlanmıştır. Seyirci etkisi, nörodejenerasyondan etkilenen 

ve/veya nörodejenerasyonun başlangıcında olan hücrelerin diğer sağlıklı hücreleri 

etkilediğine dair, üzerinde çeşitli çalışmalar yapılan bir hipotezdir. Yapılan bir 

çalışmada, 3 aylık farelerden alınan kan plazmasının 18 aylık farelere enjekte edilmesi 
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sonucunda, enjekte edilen genç̧ fare kanının yaşlı farelerde bilişsel fonksiyonları 

olumlu yönde değiştirdiği gözlemlenmiştir (26). Bu amaçla, yenidoğan 5xFAD 

transgenik ve kontrol fare beyinleri korteks, serebellum ve hipokampüs olmak üzere 3 

bölgeye ayrılmış ve bu bölgelerden primer hücre kültürleri yapılmıştır. Yenidoğan 

farelerde primer hücre kültürü çalışmaları transgenik (5xFAD), kontrol (non- 

transgenik) ve transgenik+kontrol (5xFAD+non-transgenik) ko-kültürleri olarak üç 

grup halinde çalışılmıştır. Burada, doğuştan hasarlı olduğu düşünülen 5xFAD beyin 

hücrelerinin, kontrol beyin hücreleri üzerindeki nörodejeneratif etkisi araştırılmıştır. 

Araştırılmak istenen Seyirci Etkisi kapsamında transgenik hücrelerin kontrol hücreleri 

üzerinde gerçekleştirdiği proteomik değişiklikler nano LC-MS/MS yöntemi ile tespit 

edilmiştir. 
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2 GENEL BİLGİLER 

 
2.1 Alzheimer Hastalığı 

 

Demans, günlük aktiviteleri yerine getirmeyi engelleyen hafıza kaybı, unutkanlık, 

dil, problem çözme ve diğer düşünme yeteneklerinin kaybı için kullanılan genel bir 

terimdir. Demansın en yaygın formu olan Alzheimer hastalığı (AH) ise hafıza kaybı 

ile başlayan, sonrasında davranış, konuşma, oryantasyon bozukluğu ile devam eden ve 

motor sistemi etkileyebilen bilişsel fonksiyonlardaki kayıp ile karakterize ilerleyici 

nörodejeneratif bir hastalıktır (27). 

 

2.1.1 Tarihçe 

 

Hafıza kaybı ve azalan sosyal etkileşimlerle kendini gösteren bilişsel 

bozukluklar, antik çağlardan beri insanların dikkatini çekmiştir. Demans, AH’nin 

keşfedilmesinden uzun zaman önce, hastaların psikolojik ve sosyal yönlerini etkileyen 

bütün bilişsel bozukluklar için kullanılan yaygın bir terimdir. Latince kökenli olan 

demans terimi, eksik anlamına gelen “de-” öneki ile akıl veya düşünce anlamına gelen 

“-mens” ekinin birleştirilmesiyle, aklı eksik/akılsız anlamına gelen “demens” 

kelimesinden türetilmiştir (28,29). 

 

AH, Alman psikiyatrist ve nöropatolog Alois Alzheimer tarafından 20. yüzyılın 

başlarında, 1901 yılında başlayan bir çalışmanın ardından keşfedilmiştir. Dr. Alois 

Alzheimer, akıl hastanesinde tedavi gören ve normal demans vakalarına kıyasla farklı 

semptomatolojiye sahip 51 yaşındaki Auguste Deter isimli hasta ile ilgilenmeye 

başlamıştır. 5 yıl boyunca gözlemlediği ve semptomları giderek kötüleşen hastanın 

ölümünden sonra yaptığı otopside beyinde nöritik plaklar ve nörofibriler yumakların 

varlığını keşfetmiş ve bunu hastalığın nöropatolojik temeli olarak tanımlamıştır (28). 

Demansın bu yeni formu, 1910 yılında Emil Kraepelin tarafından Alzheimer Hastalığı 

olarak adlandırılmıştır (30). 
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2.1.2 Etiyoloji ve epidemiyoloji 

 

Demansın en yaygın formu olan AH, tanı konulan tüm bilişsel bozukluk 

vakalarının yaklaşık %60 ile %80'ini temsil etmektedir (28). Dünya çapında yaklaşık 

50 milyon AH hastası bulunmakta ve bu sayının her 5 yılda bir ikiye katlanarak 2050 

yılına kadar 152 milyona ulaşacağı öngörülmektedir (31). AH’nin küresel maliyetinin 

yıllık 1 trilyon dolar olduğu tahmin edilmektedir. Bu nedenle, AH Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) tarafından halk sağlığı açısından öncelikli bir hastalık olarak 

kategorize edilmiştir (32). 

 

AH’nin ortaya çıkmasında hem genetik hem de çevresel risk faktörleri rol 

oynamaktadır. Hastalığın en büyük risk faktörü ise yaşlılıktır. 65 yaşında AH olma 

olasılığı yaklaşık %3 iken, 85 yaşına gelindiğinde bu oran %30'un üzerine çıkmaktadır. 

65 yaş altında hastalığın görülme insidansı kesin olmamakla birlikte, bu yaş grubunun 

AH vakalarının yaklaşık %3'ünü oluşturduğu tahmin edilmektedir. Genel nüfusun 

yaşlanmasıyla birlikte, bazı ülkelerde yaşa özgü insidansın düştüğü görülmektedir 

(33). 

 

AH genel olarak ailesel erken başlangıçlı AH ve sporadik geç başlangıçlı AH 

olmak üzere iki gruba ayrılmıştır. Erken başlangıçlı AH (early-onset Alzheimer’s 

disease, EOAD) 65 yaşından önce ortaya çıkarken, vakaların %95’ini oluşturan geç 

başlangıçlı AH (late-onset Alzheimer’s disease, LOAD) 65 yaşından sonra ortaya 

çıkmaktadır (34,35). Ailesel AH, mendelyen (genellikle dominant) kalıtım 

gösterirken, sporadik AH ailevi bağlantı göstermez (36). Çoğu LOAD vakası sporadik 

formdayken, neredeyse tüm EOAD vakaları aileseldir çünkü bu vakalar APP, PSEN1 

veya PSEN2 genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. Genom çapında 

ilişkilendirme (GWAS) çalışmaları ve sekanslama, sporadik vakalara katkıda bulunan 

20’den fazla risk lokusu belirlemiştir (33). 
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2.1.3 Tanı kriterleri 

 

1984 yılında The National Institute of Neurological and Communicative 

Disorders and Stroke ve Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association 

tarafından AH klinik tanı kriterlerini belirlemek için bir komite oluşturulmuştur. 

AH’nin klinik tanısı üç farklı kategoride tanımlanmıştır: 1) nöropsikolojik testler ile 

doğrulanan demans, ilerleyici hafıza kaybı, günlük yaşam aktivitelerinde bozulma ve 

afazi (dil bozukluğu), apraksi (motor beceri bozukluğu) ve agnozi (algı kaybı) gibi 

semptomlarla teşhis edilebilen olası AH. Belirtiler herhangi bir sistemik veya beyin 

hastalığı olmaksızın 40-90 yaş arasında başlayabilir. 2) nörolojik, psikiyatrik 

bozuklukların yokluğunda ve sistemik veya beyin hastalığı gibi başka bir hastalığın 

varlığında (ancak bunların demansın başlıca nedeni olmaması durumunda) teşhis 

edilebilen muhtemel AH ve 3) biyopsi veya otopsi ile elde edilen histopatolojik 

doğrulama ile teyit edilen kesinleşmiş AH (31,37). 

 

2011 yılında The National Institute on Aging-Alzheimer’s Association, AH’nin 

tanısında daha yüksek özgüllük ve duyarlılık için 1984 yılında tanımlanan kriterlere 

çeşitli değişiklikler yapmış ve kriterleri güncellemiştir (31). Yeni kriterler, Alzheimer 

hastalığının üç aşamalı bir spektrumda ilerlediğini kabul etmektedir. Bu aşamalar 

hiçbir belirti göstermeyen erken, klinik öncesi dönem; hafif bilişsel bozukluğun 

olduğu orta dönem ve demans belirtilerinin görüldüğü son dönem olarak 

tanımlanmıştır. 1984 tanı kriterleri hafıza kaybını demansın ilk ve tek başlıca kriteri 

olarak kabul ederken, yeni kriterler bunu genişleterek kelime bulma yeteneği veya 

muhakeme gibi diğer bilişsel yeteneklerin önce bozulabileceğini göz önüne 

almaktadır. Ayrıca yeni kriterler, AH ve diğer demans çeşitlerinin arasındaki 

farklılıkların ve benzerliklerin daha iyi anlaşılmasına olanak sağlamaktadır. 

Güncellenmiş kriterler, AH’yi teşhis etmek için altta yatan nörolojik hastalıkların 

göstergeleri olan biyobelirteçlerin potansiyel kullanımını kabul etmektedir (38). 
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2.1.4 Alzheimer hastalığı evreleri 

 

Alzheimer hastalığının klinik evreleri 4 kategoride sınıflandırılmaktadır (31,39). 

 

1. Klinik öncesi dönem (pre-clinical/pre-symptomatic): Bu evre, korteks ve 

hipokampüste gelişen erken patolojik değişiklikler ve hafif hafıza kaybı ile 

karakterize olmakta, günlük aktivitelerde işlevsel bozulma ve AH'nin klinik 

belirti ve semptomları bulunmamaktadır. 

2. Hafif/erken dönem (mild or early): Hastalarda konsantrasyon ve hafıza kaybı, 

oryantasyon bozukluğu, ruh halinde değişiklik ve depresyon gelişimi ile 

hastanın günlük yaşamında sorunlar gibi çeşitli belirtilerin ortaya çıkmaya 

başladığı evredir. 

3. Orta dönem (moderate): Hastalığın serebral korteks bölgelerine yayıldığı ve 

bunun sonucunda hafıza kaybının arttığı, aile ve arkadaşları tanımada güçlük 

çekildiği, dürtü kontrolünün kaybedildiği ve okuma, yazma ve konuşmada 

güçlük çekildiği orta derecede AH evresidir. 

4. Şiddetli dönem (severe or late): Hastalığın nöritik plakların ve nörofibriler 

yumakların yoğun birikimi ile tüm korteks alanına yayılmasını içeren, 

hastaların ailelerini hiç tanıyamadığı, yutma ve idrar yapma güçlükleri ile 

yatalak hale gelebildiği ve sonunda bu komplikasyonlar nedeniyle hastanın 

ölümüne yol açan ilerleyici işlevsel ve bilişsel bozuklukla sonuçlanan son 

evredir. 

 

2.1.5 Hastalığın patofizyolojisi 

 

AH, serebral kortekste nöronların atrofisi ve sinaps kaybı ile karakterizedir. 

Medial temporal lob en şiddetli etkilenen bölgedir (33,40). Patolojinin hipokampüs ve 

entorinal bölgelerde başladığı ve daha sonra fronto-temporal korteksler boyunca 

yayıldığı görülmektedir. Genellikle serebellum bölgesi korunarak striatum ve talamusa 

kadar ulaşır. Manyetik rezonans görüntüleme (MRI) taramaları bu bölgelerin 

küçüldüğünü göstermektedir. Özellikle, hipokampüsün CA1 piramidal hücreleri, 

hafıza kaybının ana belirtileri ile uyumlu olarak morfolojik değişikliklere ve hücre 

ölümüne karşı savunmasızdır (33). 
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Hastalığın ilerleyişini ve belirtilerini açıklayan nöropatolojik değişiklikler 

“birikimler” ve “kayıplar” olarak 2 kategori altında sınıflandırılabilir: 1) Alzheimer 

hastalarının beyinlerinde oluşan nörofibriler yumaklar (NFY), amiloid plaklar (Aβ 

plaklar), distrofik nöritler ve nöropil ipliklerin birikimi ve 2) nöral, nöropil ve sinaptik 

kayba bağlı atrofi. Bunların yanı sıra, nöroinflamasyon, mitokondriyal disfonksiyon, 

oksidatif stres, metal iyonlarının aşırı birikimi ve kolinerjik nöronların hasarı gibi 

başka etkenlerin de nörodejenerasyona neden olabileceği tartışılmaktadır (31,32,41). 

 

2.1.5.1 Nöropatoloji 

 

AH'nin başlıca nöropatolojik özellikleri Aβ plaklarının aşırı birikimi, nörofibriler 

yumakların oluşumu ve nöron kaybıdır (32). 

 

Amiloid 

 

 

 

 

 

 

Tau 

 

 

 

 

 

Şekil 1. Alzheimer hastalığı sırasında beyinde amiloid ve tau patolojisinin yayılımı 

Aβ plaklar, degradasyona dirençli Aβ tabakaları oluşturmak üzere fibrilizasyona 

uğrayan 36-43 kalıntı uzunluğunda çeşitli amiloid peptitlerden oluşmaktadır (42). 

Genellikle nöronal kalıntılar, aktive olmuş mikroglialar ve astrositler ile birlikte 

lokalize olurlar ve ilk olarak neokorteksin frontal, temporal ve oksipital loblarında 

ortaya çıkarlar. Neokortikal alanların yanı sıra önce hipokampal formasyon ve 

entorhinal bölgeye, ardından serebral korteksin striatum ve talamus gibi daha geniş 

alanlarına yayılırlar (Şekil 1). Amiloid patolojisinin, tau patolojisinden önce ortaya 
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çıktığı ve NFY'lerin yalnızca amiloidin zaten mevcut olduğu bölgelerde bulunduğu 

saptanmıştır (33). 

 

NFY’ler mikrotübül ilişkili protein tau (microtubule associated protein tau, 

MAPT) geni tarafından kodlanan hiperfosforile tau proteinin intranöronal 

birikimleridir (43). Nöralperikaryal sitoplazmada, aksonlarda ve dendritlerde birikerek 

hücre iskeleti mikrotübüllerinin ve tübülinle ilişkili proteinlerin kaybına neden olurlar 

(31). Yaklaşık 20 nm çapındaki tau fibrillerinin sarmal parçalarından (paired helical 

fragments, PHF) oluşmaktadırlar (Şekil 2). Aβ plakları gibi hastalık ilerledikçe 

entorhinal korteks yakınında başlayarak beyin boyunca yayılırlar. NFY’ler önce trans- 

entorhinal bölgede görülür, ardından limbik sisteme yayılır ve neokortekste görülürler, 

en son evrede ise patoloji tüm neokortekste gözlemlenir (Şekil 1). AH'ye ek olarak, 

diğer bazı nörodejeneratif hastalıklar NFY'lerin varlığı nedeniyle tauopatiler olarak 

sınıflandırılmaktadır (33). 

 

 

Tau 

mikrotübüllere 

bağlanarak 

destek sağlar 

Tau 

monomerleri 

Tau 

oligomerleri 
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Yumaklar 

(NFY) 

 

 

Şekil 2. Nörofibriler yumakların (NFY) oluşumu (33) 

 

Amiloid ve tau birikimlerinin her ikisi de nöronal kayıp ve toksisite ile 

ilişkilendirilmiş olsa da AH ilerledikçe bilişsel gerileme ile zayıf bir korelasyona 

sahiptirler. Aksine, sinaptik kayıp, AH'de bilişsel gerilemenin en güçlü 

göstergelerinden biridir (5). Neokorteks ve limbik sistemdeki sinaptik kayıp, hafıza 

kaybına yol açmaktadır. Sinaptik kayıp mekanizmaları, aksonal taşımadaki 

bozuklukları, mitokondriyal hasarı, oksidatif stresi ve sinaptik bölgelerdeki amiloid ve 

tau birikimine katkıda bulunabilecek çeşitli süreçleri içermektedir. Bu süreçler 
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sinaptik öncesi terminallerin ve dendritik dikenlerin kaybıyla birlikte aksonal 

distrofiye yol açmaktadır (31). 

 

2.1.5.2 Hastalığın moleküler genetiği 

 

AH, karmaşık ve multigenik bir hastalıktır. Ailesel AH, Aβ peptidinin fizyolojik 

olarak işlenmesine müdahale eden PSEN1, PSEN2 ve APP'yi kodlayan genlerle 

ilişkilendirilmiştir (44). 

 

Ailesel AH’nin ortaya çıkması ile ilişkilendirilen, PSEN1 geninde 300'den fazla 

mutasyon (221 patojenik) ve PSEN2 geninde ise 80 mutasyon (19 patojenik) 

tanımlanmıştır. PSEN genlerinin spektrumu, özellikle PSEN1'de olmak üzere missense 

mutasyonları, küçük eklemeleri ve genomik silmeleri içermektedir (44). PSEN1 

mutasyonları, tam penetrans ile AH'nin en şiddetli formlarına neden olmakta ve 

hastalığın başlangıcı 25 yaş gibi erken bir yaşta ortaya çıkabilmektedir. PSEN2 

genindeki missense mutasyonları eksik penetrans gösterebilmekte ve taşıyıcılar 

PSEN1 mutasyonu olanlara göre daha ileri bir hastalık başlangıç yaşı göstermektedir 

(45). 

 

APP geni toplam 17 ekzondan oluşmakta ve ekzon 7 ve 8'in alternatif eklenmesi 

sonucu oluşan çeşitli izoformları kodlamaktadır. Sadece merkezi sinir sisteminde ifade 

edilen bu izoformların üçü (izoform 695,751, 770) AH ile ilişkilendirilmiştir. Ekzon 

16 ve 17, APP’nin proteolitik işlemden sonra oluşturduğu Aβ fragmanını 

kodlamaktadır. En yaygın olanı Val717Ile/Londra mutasyonu olan 73 mutasyon (32 

patojenik) tanımlanmıştır. APP genindeki mutasyonlar, Aβ42/Aβ40 oranında ve 

nöronlarda toplam tau ve fosforile tau seviyelerinde artışa neden olmaktadır. Trizomi 

21'li hastaların çoğunda AH'dekine benzer erken patolojik değişiklikler görülmekte, 

fakat hepsinde hastalık gelişmemektedir. Bu durum, ailesel AH vakalarında da 

gözlenen APP'nin genetik yükündeki artışın, tüm vakalarda hastalığın gelişmesine 

neden olmadığını ortaya koymaktadır (45). 

 

Sporadik AH ile sıkça ilişkilendirilen ve AH riskini üç ila sekiz kat arttıran başlıca 

gen, APOE genidir (46). Fizyolojik izoform olan ApoE-ε3 (Cis112Arg158), sağlıklı 
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nüfusun %50-90'ında bulunmaktadır. APOE geninin ana polimorfizmleri, 112 ve 158 

pozisyonlarında tek bir amino asitle farklılık gösteren protein izoformlarını ifade eden 

alellerden oluşmaktadır. Bunlar, ApoE-ε2 izoformu (Cis112Cis158) ve ApoE-ε4 

izoformu (Arg112Arg158)’dur ve bu alelin en az bir kopyası AH'li hastaların %40- 

65'inde tespit edilmiştir (47). Ancak, bu alelin kopyalarına sahip tüm kişilerde hastalık 

gelişmemekte ve bu sadece bir yatkınlık risk faktörünü temsil etmektedir. APOE, 

yüzeyindeki Aβ reseptörlerine rekabetçi bir şekilde bağlanarak AB’nin alımını ve 

temizlenmesini engellemekte ve fibriller Aβ birikiminin başlangıcını 

desteklemektedir. Yapılan çalışmalar, APOE'nin tau aracılı nörodejenerasyonu ve AH 

ile ilişkili patolojilere olan mikroglial yanıtları etkilediğini göstermektedir (45,47). 

 

2.1.6 Hipotezler 

 

Alzheimer hastalığı; genetik faktörler, beyin travmaları, artan yaş, vasküler 

hastalıklar, enfeksiyonlar ve çevresel faktörler (ağır metaller, eser metaller ve 

diğerleri) gibi çeşitli risk faktörleri ile ilişkilendirilmiş multifaktöriyel bir hastalıktır. 

AH patogenezi ve hastalığın altında yatan mekanizmalar hala bilinmemekle birlikte, 

çeşitli hipotezler öne sürülmüştür (31). 

 

2.1.6.1 Amiloid hipotezi 

 

Amiloid hipotezi ilk olarak 1991 yılında John Hardy ve David Allsop tarafından 

ortaya atılmıştır (48). Senil plak oluşumunu ve hastalığın en önemli özelliği olan Aβ 

oligomerlerinin birikimini açıklaması nedeniyle en çok kabul gören hipotezdir (49). 

APP bölünmesinin ana proteolitik parçası olan Aβ'nın, AH patogenezinde ana etken 

olduğunu vurgulamaktadır. Nöronların somatodendritik ve aksonal 

kompartmanlarında bulunan APP, büyük ekstraselüler domain ve kısa bir sitoplazmik 

kuyruğa sahip tek bir transmembran domainle tanımlanan tek geçişli bir tip I membran 

proteinidir (32). APP'nin ekstrasellüler domain içinde bölünmesi iki farklı mekanizma 

ile gerçekleşebilir: amiloidojenik olmayan ve amiloidojenik yollak (Şekil 3). İlk 

olarak, α-sekretaz veya β-sekretaz APP'nin ekstrasellüler domainde kesilmesinden 

sorumludur. Kesilme sonucunda membrana bağlı C-terminal fragmanları oluşur. Daha 

sonra, her iki yolakta da γ-sekretaz, oluşan membrana bağlı C-terminal fragmanlarının, 



15  

transmembran kesilmesinden ve APP intrasellüler domain (AICD) olarak adlandırılan 

sitozolik polipeptitlerin üretilmesinden sorumludur (32,50). 

 

(A) (B) 

Amiloidojenik Olmayan Amiloidojenik 

 

Şekil 3. APP'nin ekstrasellüler domain içinde bölünmesi 

 

Amiloidojenik olmayan yolakta, APP'nin işlenmesi α-sekretaz enziminin 

ardından γ-sekretaz ile kesilme işlemini içerir. APP’nin α-sekretaz ile kesilmesi 

çözünür olan APPα’yı ve C-terminal fragmanı α'yı (CTF-α) üretir. Ardından, CTF- 

α'nın γ-sekretaz tarafından kesilmesi, patolojik etkilere sahip olmayan bir peptit olarak 

sınıflandırılan, amiloidojenik olmayan ve p3 adı verilen bir APP fragmanının 

oluşmasıyla sonuçlanır (Şekil 3A). Amiloidojenik yolak ise, BACE-1 (β-sekretaz) ve 

ardından γ-sekretaz kesilmesini içerir. APP'nin β-sekretaz tarafından kesilmesi 

çözünür olan APPβ’yı ve C-terminal fragmanı β'yı (CTF-β) üretir. Ardından, CTF- 

β’nın γ-sekretaz tarafından kesilmesi Aβ peptitlerinin üretilmesine neden olur (Şekil 

3B). Aβ peptitleri, kendi kendilerini oligomerize etme yetenekleri nedeniyle 

nörotoksisiteye neden olurlar. Oligomerize olmaya yatkın Aβ monomerleri, 

protofiberler ve fiberler oluşturarak agregat haline gelirler. Bu agregatların 

toksisiteleri oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon, membran geçirgenliğinde 



16  

değişiklikler, inflamasyon, sinaptik disfonksiyon ve ekzitotoksisiteyi indükleyebilme 

yetenekleri ile açıklanmaktadır. Ayrıca, Aβ peptitleri kanallara, membran proteinlerine 

ve reseptörlere de müdahale ederek hücre sinyalizasyonunu bozabilmektedir (32,50). 

 

2.1.6.2 Tau ilişkili hipotez 

 

Nöronların içinde bulunan tau proteini agregatlarını içeren nörofibriler 

yumakların oluşumu, AH'nin ikinci en yaygın histopatolojik özelliğini temsil 

etmektedir. Fosfoprotein tau, mikrotübülle ilişkili proteinler ailesine aittir ve ağırlıklı 

olarak aksonlarda ve daha az oranda somatodendritik bölmelerde ve glial hücrelerde 

bulunmaktadır (32,51). Tau proteini, mikrotübüllerin stabilizasyonundan ve bir araya 

getirilmesinden sorumludur ve aksonal taşınmayı ve dendrit yapısını destekler. 

Biyolojik aktivitesi, birden fazla bölgede fosforilasyon da dahil olmak üzere, post- 

translasyonel modifikasyonlar tarafından düzenlenmektedir. Anormal tau 

fosforilasyonu, proteinin mikrotübüllere olan affinitesini azaltır ve proteini agregat 

oluşumuna daha yatkın hale getirir. Bu nedenle, tau hiperfosforilasyonu, proteinin 

doğal işlevinin kaybına yol açarak, mikrotübüllerin bir araya getirilmesinde, aksonal 

trafikte ve dendritik yapıda bozulmalara, sinaps kaybına, nöronal ölüme ve sonunda 

demansa neden olmaktadır. Aβ agregatlarında gözlemlendiği gibi bu prefibriller 

agregatlar da tau aracılı nörotoksisiteden sorumludur. Fosforile tau, daha sonra sarmal 

ve düz filamentler halinde olgunlaşan oligomerleri oluşturmak üzere bir araya toplanır 

(Şekil 2) (51). 

 

Tau aracılı toksisite ile ilişkilendirilen birçok faktör bulunmasına rağmen, bu 

proteinin anormal hiperfosforilasyonu ile en çok ilişkilendirilen iki ana neden 

bulunmaktadır. Birincisi, AH'den etkilenen beyinde tau'yu defosforilasyondan daha 

çok fosforilasyon için daha uygun bir substrat haline getiren konformasyonel 

değişiklik(ler)dir. İkincisi ise, normal fosforilasyon durumunun düzenlenmesinden 

sorumlu olan protein kinazlar ile protein fosfataz 1 ve 2A (PP1 ve PP2A) aktiviteleri 

arasındaki dengesizliktir. PP1 ve PP2A tarafından katalize edilen defosforilasyon, 

anormal tau proteininin normal durumuna geri döndürülmesinden sorumludur (51,52). 

Tau proteini, AH'de glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), siklin bağımlı protein kinaz-5 

(cdk5), protein kinaz A (PKA) ve kalsiyum ve kalmodulin bağımlı protein kinaz-II 
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(CaMKII) gibi birkaç farklı kinaz tarafından 30'dan fazla serin/treonin kalıntısında 

fosforile edilmektedir (32,52). 

 

2.1.6.3 Kolinerjik hipotez 

 

Kolinerjik hipotez, bugün piyasada bulunan ilaçların çoğunun temelini oluşturan 

bilinen en eski hipotezdir (49). 1970'lerde, neokortikal ve presinaptik kolinerjik 

bozuklukların asetilkolin (ACh) sentezinden sorumlu olan kolin asetiltransferaz 

(ChAT) enzimiyle ilişkili olduğu bildirilmiştir. Bazal ön beyindeki kolinerjik nöronlar, 

AH'den en erken etkilenenlerdir ve kalan nöronlarda ChAT transkripsiyonu ve 

aktivitesinde azalma görülmektedir (49). ACh'nin bilişsel işlevdeki temel rolü 

nedeniyle, AH'nin kolinerjik hipotezi önerilmiştir. ACh, kolinerjik nöronların 

sitoplazmasında, ChAT enzimi tarafından kolin ve asetil-koenzim A'dan sentezlenir 

ve veziküler asetilkolin taşıyıcı (VAChT) tarafından sinaptik veziküllere taşınır (Şekil 

4). ACh beyinde hafıza, dikkat, duyusal bilgi, öğrenme ve diğer önemli işlevler gibi 

çeşitli fizyolojik süreçlerde rol oynar. AH'de kolinerjik nöronların dejenerasyonunun 

gerçekleştiği ve bilişsel fonksiyon ve hafıza kaybına neden olduğu bulunmuştur. 

Aβ’nın kolinerjik nörotransmisyonu etkilediği, kolin alımında azalma ve ACh 

salınımına neden olduğu düşünülmektedir. Araştırmalar, kolinerjik sinaptik kaybın ve 

amiloid fibril oluşmasının, Aβ oligomerlerinin nörotoksisitesi ve ACh yıkımında 

görevli asetilkolinesteraz ile Aβ peptidi arasındaki etkileşimlerle bağlantılı olduğunu 

göstermektedir (31). 

 

Şekil 4. Asetilkolinin (ACh) presinaptik ve postsinaptik sinir uçları arasındaki sentez 
ve taşınma yolu (31) 
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2.1.7 Tedavi 

 

Günümüzde, AH için bir tedavi olmasa da hastalığın ilerlemesini yavaşlatabilen 

ve hastaların yaşam kalitesini artırabilen çeşitli tedavi seçenekleri bulunmaktadır (53). 

Farmakolojik olarak, AH belirtilerini yavaşlatan iki ilaç sınıfı bulunmaktadır. Bunlar, 

asetilkolinin enzimatik parçalanmasını engelleyen asetilkolinesteraz inhibitörleri ve 

hücre ölümünü önlemek için glutamatın NMDA reseptörlerine bağlanmasını 

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

 

Donepezil, Galantamine ve Rivastigmine FDA (U.S. Food and Drug 

Administration) tarafından kullanımı onaylanmış asetilkolinesteraz inhibitörleridir. Bu 

ilaçların geliştirilmesi hafıza kaybı, öğrenme, dikkat ve diğer bilişsel işlevlerin 

bozulmasında önemli rol oynadığı öne sürülen kolinerjik hipotezine dayanmaktadır. 

Asetilkolinesteraz inhibitörlerin sinapslarda asetilkolinin kullanılabilirliğini artırdığı 

ve AH ile ilişkili belirtileri geciktirmede klinik olarak yararlı olduğu kanıtlanmıştır 

(54). 

 

Glutamatın neden olduğu NMDA reseptörlerinin aşırı aktivasyonu, uyarıcı sinyal 

iletimini artırarak, eksitotoksiteye ve nöral bozulmaya neden olmaktadır. Bu durum, 

sinyalizasyon bozukluklarına ve nöronların kademeli olarak dejenerasyonuna yol 

açmaktadır. Bu nedenle, NMDA reseptör antagonisti olan FDA onaylı Memantine, 

nörotransmisyon sırasında fizyolojik sinyallerin normal iletimini eski haline getirmek 

amacıyla, fazla glutamatın sonuçlarını önlemek için geliştirilmiştir (55). 

 

Ancak, bu ilaçlar hastalığı tedavi edememekte veya önleyememektedir. Bu 

nedenle, AH'nin patofizyolojik gelişimini önleme veya yavaşlatma işlevi görebilecek, 

hastalığın seyrini değiştirici tedavilerin keşfine artan bir ilgi bulunmaktadır. Bunların 

çoğu, Aβ'yi hedef alan monoklonal antikorlardır. Lecanemab, erken AH tedavisi ve 

Aducanumab ise AH tedavisi için FDA onayı almıştır. Klinik çalışmalarda, bu iki 

tedavi de AH hastalarında bilişsel bozulma hızında orta düzeyde azalmalara neden 

olmuştur (53). 
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2.2 Alzheimer Hastalığı Fare Modelleri 

 

Deneysel fare modelleri, AH'nin altta yatan mekanizmasını ve patofizyolojisini 

çözmede kullanılan çok değerli araçlardır. AH araştırmalarında kullanılan deneysel 

modellerin büyük çoğunluğu, EOAD ile ilişkilendirilen insan genlerini aşırı ifade eden 

transgenik farelerdir (34,35). Mevcut fare modelleri hastalığın yalnızca belirli 

yönlerini (Aβ plakları veya NFY'ler) yansıtmaktadır ve AH'nin tüm özellikleri aynı 

modelde bir arada bulunamamaktadır (7). Bu nedenle, hiçbir ideal fare modeli insan 

AH semptomatolojisini doğru bir şekilde temsil etmemekte ve tam olarak 

yansıtmamaktadır. 5 mutasyonlu AH transgenik fare modeli (5xFAD), erken 

dönemden itibaren AH patolojisini göstermesinden dolayı çalışmalarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır (56). Bu transgenik fareler, İsveç̧̧ (K670N, M671L), Florida (I716V), 

ve Londra (V717I) mutasyonlu insan APP genlerine ek olarak M146L ve L286V insan 

PSEN1 mutasyonlarını taşımaktadır. Literatürde yaygın olarak kullanılan (tüm AH 

çalışmalarının ∼%10'u) erken başlangıçlı bir AH fare modeli olan 5xFAD, Aβ plaklar, 

nöroinflamasyon, gliozis, sinaptik dejenerasyon ve nöron kaybı gibi insan AH'sinin 

çok sayıda özelliğini taşımaktadır. 5xFAD fare modeli herhangi bir tau patolojisi 

sergilemese de taşıdığı diğer özellikler ve bölgeye özgü nörodejenerasyon sergilemesi, 

onu AH araştırmaları için uygun bir fare modeli haline getirmektedir (8,10). 

 

2.3 Kütle Spektrometresi (MS) 

 

Kütle spektrometresi (MS), bir örneğin moleküler bileşimini analiz etmek için 

fizik, kimya ve biyolojiyi birleştiren disiplinler arası bir tekniktir. Bu teknik, hücre 

düzeyinden başlayarak biyolojik süreçleri ve bütün biyolojik sistemleri inceleme 

imkanı sunmaktadır. Kütle spektrometresi, analitleri iyonlaştıran iyon kaynağı, 

analitleri molekül ağırlıklarına göre ayıran kütle analizörleri ve farklı analitlerin 

varlığını kaydeden dedektör olmak üzere 3 temel bileşenden oluşmaktadır (16,57). 

MS'nin hem kalitatif hem de kantitatif analizlerde kullanılabilirliği, çok çeşitli 

uygulama alanlarını kapsamaktadır. Bu uygulamalar arasında bilinmeyen bileşikleri 

tanımlama, bir moleküldeki elementlerin izotopik kompozisyonunu veya yapısını 

belirleme, bir örnekteki bileşiğin miktarını ölçme ve gaz fazı iyon kimyasının 

temellerini inceleme yer almaktadır. MS, fiziksel, kimyasal veya biyolojik birçok 
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bileşiğin özelliklerini inceleyen analitik laboratuvarlarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır (58). 

 

İyon kaynağı, kütle spektrometresinin analiz edilen materyali (analit) iyonlaştıran 

bölümüdür. İyonlaştırma yöntemleri arasında atmosferik basınç kimyasal 

iyonizasyonu (atmospheric pressure chemical ionization, APCI), kimyasal 

iyonizasyon (chemical ionization, CI), elektron iyonizasyonu (electron ionization, EI), 

elektrosprey iyonizasyonu (electrospray ionization, ESI), hızlı atom/iyon 

bombardımanı (fast atom/ion bormbardment, FAB), alan desorpsiyonu/alan 

iyonizasyonu (field desorption/field ionization, FD/FI), MALDI, termospray 

iyonizasyonu (thermospray ionization, TSP) bulunmaktadır. Çoğu iyonlaştırma 

yöntemi ile analiz edilen örneğin proton bağlılığına bağlı olarak hem pozitif hem de 

negatif yüklü iyonlar oluşturulabilmektedir (58). ESI ve MALDI, günümüzde 

biyomoleküler kütle spektrometresi için en yaygın kullanılan iyonizasyon 

kaynaklarıdır. Bu teknikler, geniş kütle aralığı ve yüksek duyarlılık sunarak biyolojik 

moleküllerin analizinde önemli bir rol oynamaktadır. 

 

Kütle analizörünün görevi, iyonları kütle-yük oranlarına (m/z) göre ayırmaktır 

(59). Kütle spektrometre analizlerinde kullanılan birkaç farklı türde kütle analizörü 

bulunmaktadır. Bu analizörler arasında yaygın olarak kullanılan kuadrupol 

(quadrupole), kuadrupol iyon tuzağı (quadrupole ion trap, QIT), lineer iyon tuzağı 

(linear ion trap, LIT) uçuş süresi (time-of-flight, TOF) ve orbitrap bulunmaktadır (60). 

 

Kütle analizörleri, tandem kütle spektrometresi (MS/MS) gerçekleştirmek için bir 

araya getirilebilmektedir. Bu, genellikle iki kütle analizinin seri olarak gerçekleştiği 

görece basit bir kavramdır. MS/MS için yaygın bir yaklaşım, üçlü kuadrupol analizör 

veya bir TOF/TOF analizörü gibi iki veya daha fazla aynı kütle analizörünü seri olarak 

birleştirilmesidir. Alternatif olarak, MS/MS için hibrit cihazlar oluşturmak üzere iki 

veya daha fazla türde kütle analizörü de bir araya getirilebilmektedir. Örnek olarak, 

bir kuadrupol ve TOF'un bir araya getirilmesiyle Q-TOF cihazı oluşturulabilir. Bu 

eşleşmelerle kütle spektrometresi analizi, ilk kütle analizinin veya filtrelemenin 

uygulanması, seçilen iyonların parçalanmanın meydana geldiği çarpışma hücresine 

geçirilmesi ve ardından ikinci kütle analizinin yapılmasıyla gerçekleştirilmektedir. 
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MS/MS, yapısal karakterizasyon veya tanımlamanın yanı sıra hedefli kantitatif 

analizler için de kullanılmaktadır (60). 

 

2.3.1 LC-MS/MS 

 

Sıvı kromatografi (liquid chromatography, LC), analitlerin sabit bir faz 

(kromatografi kolonu) ile sıvı fazlar arasındaki etkileşime dayanarak ayrılmasını 

sağlayan bir tekniktir. Bu etkileşimler, polarite, iyonik etkileşimler ve boyut dışlama 

(size exclusion) gibi farklı mekanizmalara dayanmaktadır (60). Sıvı kromatografi- 

kütle spektrometrisi (LC-MS), sıvı kromatografisinin (veya HPLC) fiziksel ayırma 

özelliklerini kütle spektrometresinin (MS) kütle analizi özellikleriyle birleştiren bir 

analitik kimya tekniğidir. LC-MS/MS, biyokimya, farmakoloji, gıda ve içecek 

endüstrisi, çevre bilimleri, klinik araştırmalar ve biyoteknoloji dahil olmak üzere 

birçok alanda kullanılmaktadır (61). 

 

LC-MS tabanlı proteomikste, karmaşık protein karışımları önce enzimatik olarak 

parçalanır ve ardından ortaya çıkan peptitler MS kullanılarak analiz edilir. Bu 

yaklaşım, karmaşık protein karışımlarının analizinde yaygın olarak kullanılan bottom- 

up proteomiks analizidir. Bu yöntem, örnekten proteinlerin ekstraksiyonu, 

fraksiyonlama, proteinlerin peptitlere enzimatik parçalanması, parçalanma sonrası 

ayırma işlemleri ile daha homojen peptit karışımı elde edilmesi ve MS analizi olmak 

üzere 5 farklı aşama içermektedir (62). Literatürde, AH fare modelleri ve Alzheimer 

hasta dokuları ve biyolojik örneklerini içeren birçok LC-MS/MS tabanlı proteomik ve 

metabolomik çalışma bulunmaktadır (63–65). 

 

2.3.2 Kütle spektrometresi görüntüleme (MSI) 

 

Kütle spektrometresi görüntüleme tekniği (MSI), biyolojik doku kesitlerinde 

proteinler, peptitler, lipitler, ilaçlar ve metabolitler gibi biyomoleküllerin mekansal 

dağılımını görselleştirmek ve incelemek için geliştirilen nispeten yeni bir teknik olarak 

geliştirilmiştir (18,66–69). 
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Yüzlerce biyomolekülün etiketsiz (label-free) ve multipleks görüntülenmesine 

olanak sağlayan MSI analizlerinde moleküler kütle kullanılmaktadır. Bu teknikte, 

örnekte bulunan bileşiklerin miktarları, tespit edilen sinyalin yoğunluğuyla 

ilişkilendirilmektedir. Her kütle spektrumu, belirli bir x ve y koordinat çiftindeki yerel 

moleküler kompozisyonu yansıtır. Dokudan yerel olarak alınan tüm kütle 

spektrumları, dijital bir fotoğraftaki piksellere benzer şekilde bir görüntü veri seti 

oluşturur. Görüntüler, belirli bir m/z değerinin tüm toplanan spektrumlardan çıkarılan 

yoğunluk dağılımına göre doku kesiti içindeki bileşiğin dağılımını göstermektedir. O 

iyonun her pikseldeki göreceli bolluğu, iki boyutlu (2D) harita içinde bir renk 

yoğunluk ölçeği ile görselleştirilebilmekte ve elde edilen görüntüler, mekansal olarak 

edinilen MS veri dosyalarından karşılık gelen m/z aralıkları için veri çıkarılarak 

oluşturulmaktadır. 

 

MSI çalışmaları, yüzlerce biyomolekülün etiketsiz (label-free) ve multipleks 

görüntülenmesine olanak sağlamasından dolayı nörobilim çalışmaları ve 

nörodejeneratif hastalıkların araştırması için çeşitli avantajlara sahiptir (17,70). MSI 

tekniği kullanılarak biyomoleküller, doku kesiti üzerinde homojenizasyon işlemi 

olmaksızın doğrudan mekansal olarak görselleştirilebilmekte ve incelenebilmektedir. 

Bu nedenle, homojenizasyon sırasında kaybolacak olan bölgesel değişiklikler ve 

dokunun kimyasal ve mekansal bütünlüğü, bu yöntem kullanılarak korunmaktadır. 

MALDI görüntüleme kütle spektrometresi (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Mass Spectrometry Imaging, MALDI-MSI) ve DESI 

görüntüleme kütle spektrometresi (Desorption Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry Imaging, DESI-MSI) yaygın olarak kullanılan kütle spektrometresi 

görüntüleme yöntemleridir. 

 

MALDI-MSI, hassasiyeti, hızı, geniş moleküler kütle aralığı ve çözünürlüğü 

nedeniyle farklı biyomedikal alanlarda geniş uygulamalara sahip en yaygın kullanılan 

MSI tekniğidir (71,72). Biyolojik doku örneklerinin görüntülenmesi, genellikle 8-16 

μm kalınlığında ince doku kesitleriyle gerçekleştirilir (16). Analiz edilecek örnek ve 

analitlere göre farklı örnek hazırlıkları gerçekleştirilir. MALDI-MSI'da, lazer önceden 

matriksle kaplanmış doku yüzeyine ateşlenir. Enerji, matriks molekülleri tarafından 

emilir, bu moleküller, çalışılan biyomoleküllerle birlikte iyonlaşır ve bir kütle 
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analizörü kullanılarak ölçülür (68). Her kütle pikinin yoğunluk dağılımı görüntüleme 

verisi olarak elde edilir. MALDI-MSI deneyleri beş adımda özetlenebilir: (1) örnek 

hazırlığı/matriks kaplama, (2) lazer iyonizasyonu, (3) kütle analizi, (4) görüntü ve (5) 

veri analizi (73). Yüksek kaliteli görüntüler oluşturmak için, her adım, çalışılan dokuya 

bağlı olarak çeşitli optimizasyon adımlarını gerektirir. MALDI-MSI kullanılarak 

proteinlerin analizi, örnek karmaşıklığı ve elde edilen sinyallerin tanımlanamaması 

nedeniyle zorlu olabilmektedir. Peptitlerin moleküler ağırlığının daha düşük olması 

nedeniyle, peptitlerin tespiti ve tanımlanması proteinlere göre daha kolaydır. Bu 

nedenle, proteinler genellikle tripsin enzimi kullanılarak parçalanır ve oluşan 

peptitlerinin dağılımı MALDI-MSI tekniği kullanılarak görüntülenir. Bu yaklaşımı 

kullanarak, bir doku kesiti MALDI-MSI ile analiz edilir ve ardışık olarak doku 

üzerinde sindirilmiş kesit veya ardışık doku lizatı, protein tanımlaması için LC- 

MS/MS ile analiz edilir. 

 

MALDI-MSI yöntemi 2000’li yılların başından beri kullanılırken DESI-MSI 

nispeten daha yeni kullanılmaya başlanılan bir tekniktir (12). MALDI-MSI 

analizlerinde, çalışılan örneğin üzerinin uygun matriks ile kaplanması gerekmektedir. 

Doku kesiti üzerine uygulanan matriks eşit düzeyde dağılmazsa, görüntü artefaktlarına 

neden olmaktadır (74,75). Ayrıca, MSI analizleri sonucunda elde edilen spektrumda 

görülen yoğun matriks pikleri araştırılmak istenen pikleri baskılayabilmektedir. 

MALDI-MSI analizleri, doku kesitinin yüksek vakum altında olmasını gerektirir ve 

doku üzerine lazer uygulanması ile doku zarar gördüğünden, aynı doku başka analizler 

için efektif olarak tekrardan kullanılamamaktadır. Buna karşılık, DESI-MSI analizleri 

atmosferik basınç altında gerçekleştirilir ve çalışılan doku zarar görmediği için 

yeniden analiz edilebilir (12,16). DESI-MSI analizleri, matriks uygulaması 

gerektirmemesi sayesinde örnek hazırlığı aşamasının daha kolay olması ve metabolit 

piklerini baskılayabilecek matriks piklerinin bulunmamasından dolayı metabolomik 

çalışmalarda daha avantajlı kabul edilmektedir. 



24  

3 GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1 Gereçler 

 

Bu tez çalışmasında kullanılan cihazlar, laboratuvar aletleri, malzemeler ve 

kimyasallar Tablo 1 ve Tablo 2’de listelenmiştir. 

 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan cihaz, alet ve laboratuvar malzemelerinin listesi 

 
Kullanılan Cihaz, Alet, Malzeme Marka, Model 

0,5, 1,5 ve 5 mL Hacimli Kapaklı Tüpler Eppendorf 

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik Pipetler Isolab 

Azot Tankı Thermo 30, Thermo Scientific 

ChemiDoc MP System Bio-RAD 

Cryostat Thermo Scientific ve Leica Biosystems 

Çalkalıyıcılı Isı Bloğu Witeg Wisd Laboratory Instruments 

Çeşitli Hacimlerde Otomatik Pipetler Thermo Scientific 

Çeşitli Hacimlerde Pipet Uçları (0,1-1000 μL) Eppendorf 

Derin dondurucu (-80C) Haier Biomedical 

Derin Donduruculu Buzdolabı (+4C ve - 20C) Kirsch Medical 

Etüv (37C - Proteomiks) Hera Term Oven, Thermo Scientific 

DESI Kütle Spektrometresi Waters 

ITO Kaplı Lam Bruker 

Jel Görüntüleme Cihazı Chemidoc Imaging System, Bio-RAD 

Lo-bind tüp Eppendorf 

LoBind Microcentrifuge Tube (1,5 mL) Eppendorf 

MALDI TOF/TOF Kütle Spektrometresi RapifleX MALDI Tissuetyper, Bruker 

Mikroskop Axio Vert. A1, Carl Zeiss 

Mini-PROTEON Tetra Cell nanoACQUITY UPLC 

BEH C18 Column 
Waters 

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap Column Waters 

nLC-MS/MS Kütle Spektrometresi 
nanoACQUITY UPLC M Class ile bağlı 

SYNAPT Xevo G2-XS, Waters 

PCR Cihazı CFX Connect Real-Time PCR Bio-RAD 

PCR tüp (0,2 ve 0,5 μL) Isolab 

pH Metre Thermo Scientific 

Poly-L-lizin Kaplı Lam Thermo Scientific 

Thermo-çalkalayıcı Biosan 

Tripsin ve Matriks Uygulama İstasyonu SunCollect, SunChrom GmbH 

Ultrasonik işleyici VialTweeter, HielScher 
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Tablo 2. Çalışmada kullanılan kimyasalların listesi 

Kullanılan Kimyasal Maddeler Marka/Kodu 
 

Agaroz Sigma, 9539 

APS Sigma, A3678 

Asetonitril (LC-MS saflığında) Merck,100030 

BSA Bruker, 8217498 

Clarity Western ECL Blotting Substrate Bio-RAD, 170-5060 

Formik Asit Fluka, 94318 

Glu1-Fibrinopeptide B Standart Waters, 700004729 

KCl Sigma, P9333 

Laemmli Örnek Tampon Çözeltisi Bio-RAD, 1610737 

Leucine-Enkephalin Waters, 186006013 

NaCl Sigma, S7653 

Neurobasal Medium Stemcell Technologies, 05700 

NeuroCult Enzymatic Dissociation Kit Stemcell Technologies, 05715 

Paraformaldehit (PFA) Sigma, 158127 

PCR Primerleri Sentromer DNA Teknolojileri 

Peptit Standardı Bruker, 8222570 

Potasyum Fosfat, Monobazik Merck, 529568 

Proteaz inhibitör Kokteyli Thermo Scientific, 78440 

Renkli Protein Markerı Bio-RAD, 1610374 

Renksiz Protein Markerı Bio-RAD, 1610363 

SafeView DNA boyası ABM, JK7947 

SDS Sigma, L3771 

Su (LC-MS saflığında LiChrosolve) Merck, 115333 

Taq PCR kit Biolabs, E5000S 

TEMED Sigma, T9281 

TGX Stain-Free Fastcast %12 Akrilamit Jel Kiti Bio-RAD, 161-085 

Trans-Blot Turbo RTA Mini PVDF Transfer Kit Bio-RAD 161-0175 

Tripsin Thermo Scientific, 90057 

Tripsin Gold Promega, V5280 

Tris/HCl Sigma, T5941 

Trypan Blue Stemcell Technologies, 07050 

Tween20 Sigma, P1339 

UPX Universal Protein Extraction Kit Expedeon 

Üre Merck, 818710 

Yükleme Boyası Biolabs, 95502 
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3.2 Yöntem 

 

3.2.1 Deney hayvanları 

 

Bu tez çalışması, Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK) tarafından 20.09.2018 tarihli ve HDK-2018/49 

sayılı etik kurul izni (Ek 1) kapsamında yürütülmüş ve hayvan kullanım ve bakım 

yönergelerine uygun olarak gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.1.1 Deney hayvanlarının bakımı 

 

Deney hayvanları, Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi, Deney 

Hayvanları Uygulama ve Araştırma Merkezi (ACU-DEHAM) tarafından Jackson 

Laboratuvarı’ndan (Bar Harbor, Maine, USA) temin edilmiştir. AH fare modeli olan 

5xFAD transgenik fareleri ve hem cins hem de yaş uyumlu kontrol farelerinin 

üretimleri ve bakımları bulundukları ortamdan izole olacak şekilde ayrı ayrı 

havalandırılan IVC (Individually Ventilated Cages) kafeslerde ve kontrollü ortamda 

(12:12 aydınlık/karanlık döngüsü ve sabit sıcaklık: 22 ± 2◦C) gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.1.2 Deney hayvanlarının üretimi 

 

Çalışmada kullanılan yenidoğan farelerin üretilmesi amacıyla 5xFAD (B6SJL-Tg 

(APPSwFlLon, PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/J)) transgenik fareler ile hibrid 

B6SJL fareler (B6SJLF1/J) çiftleştirilmiştir. Her bir 5xFAD erkek fare, 3-4 adet dişi 

B6SJL fare ile; dişi 5xFAD fareler de erkek B6SJL fareler ile üreme kafesine 

bırakılmıştır. 

 

3.2.2 Genotipleme 

 

Hem heterozigot transgenik (5xFAD) hem de transgenik olmayan (ALM- 

Littermate) yavruların tek batında bulunması nedeniyle, yeni doğan yavrulardan 

kuyruk doku örneği alınarak genotipleme analizleri gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.2.1 DNA izolasyonu 

 

DNA izolasyonu için, genotipleme analizlerinde de yaygın olarak kullanılan 

“kirli” DNA izolasyonu yöntemi kullanıldı. Bunun için, tüplere alınan ve işaretlenen 

doku örnekleri üzerine 75 μl 25 mM NaOH/0,2 mM EDTA eklendi ve PZR cihazı 

içerisinde 1 saat boyunca 98°C’de inkübe edildikten sonra 15°C’ye soğutuldu. 

İnkübasyon sonrası, nötralizasyon amacıyla tüplere 75 μl 40 mM Tris/HCl (pH 5,5) 

eklendi. 4000 rpm’de 3 dk santrifüj edilen örneklerin süpernatantından 4 μl alınarak, 

PZR analizinde template DNA olarak kullanıldı. 

 

3.2.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

 

İzole edilen total DNA’larda hedef genlerin amplifikasyonu için standart PZR 

yöntemi kullanıldı. Kontrol gruplarından farklı olarak 5xFAD fareler, ailevi AH’ye 

neden olduğu bilinen APP (Amyloid Precursor Protein) geni üzerinde 3 adet ve PS1 

(Presenilin) geni üzerinde 2 adet mutasyon taşımaktadır. PZR reaksiyonunda 

kullanılmak üzere, kontrol ve 5xFAD farelerde amplifiye olması beklenen internal 

pozitif kontrol ve yukarıda belirtilen mutasyonları taşıyan genlerin amplifikasyonunu 

sağlamak amacıyla kullanılan primerler Tablo 3’te gösterildiği gibi sentezlettirildi 

(Sentromer DNA Teknolojileri Ltd. Şti.,İstanbul). 

 

Tablo 3. Genotipleme analizinde kullanılan primer dizileri 
 

Primer Adı Baz Dizisi (5’ -> 3’) 
Baz 

Sayısı 

Tm 

(°C) 

Beklenen 

Baz 

Sayısı 

Kontrol_Forward CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT 24 59,3 324 

Kontrol_Reverse GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C 25 61,3 324 

APP_Forward AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG 20 61,4 377 

APP_Reverse CGG GGG TCT AGT TCT GCA T 19 58,8 377 

PS1_Forward AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA 20 57,3 608 

PS1_Reverse GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT 20 57,3 608 
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Liyofilize halde gelen primerler, önerilen miktarda ddH2O ile çözülerek 100 μM 

stok solüsyonlar elde edildi ve PZR reaksiyonu öncesinde 20 μM solüsyonlar elde 

edecek şekilde dilue edildi. PZR reaksiyon karışımı, Taq PCR kiti kullanılarak (NEB, 

E5000S) Tablo 4’te belirtilen şekilde hazırlandı. 

 

Tablo 4. PZR reaksiyonu bileşenleri 

 

Reaksiyon Bileşeni 
Test Grubu 

(1 örnek için) 
Final 

Konsantrasyon 

ddH2O 9,2 μl 25 μl 

10X Reaction Buffer 2,4 μl 1X 

10 mM dNTP 0,5 μl 200 μM 

Kontrol-Forward 1,2 μl 1 μM 

Kontrol-Reverse 1,2 μl 1 μM 

APP-Forward 1,6 μl 1.3 μM 

APP-Reverse 1,6 μl 1.3 μM 

PS1-Forward 1,6 μl 1.3 μM 

PS1-Reverse 1,6 μl 1.3 μM 

Taq DNA polimeraz 0.125 μl 0,125 U 

Template DNA 4 μl - 

Toplam 25 μl - 

 

Tablo 4’te belirtilen oranlarda birleştirilerek hazırlanan örneklerin PZR 

reaksiyonu aşamaları Tablo 5’te gösterilmiştir. 

 

Tablo 5. PZR reaksiyon aşamaları 

 

Derece (°C) Süre (dk) Döngü 

94 3:00 1 

94 00:30  

57,3 1:00 35 

72 1:00  

72 2:00 1 

10 ∞ - 
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3.2.2.3 Agaroz jel elektroforezi 

 

PZR sonuçlarının görüntülenmesi, agaroz jel elektroforezi yöntemi ile yapıldı. Bu 

amaçla kullanılacak olan her bir jel için, 3 gr agaroz, 100 ml TAE tampon çözeltisi 

içerisinde (%3’lük jel), mikrodalga fırında 5 dk kaynatıldı. Jel polimerize olmadan 

önce içerisine nükleik asitleri UV ışık altında görünür hale getiren DNA boyasından 

(Safeview, ABM) 5 μl eklendi. Boya jel içerisine homojen olarak dağıtıldıktan sonra 

jel yürütme kasetine dökülerek, oda sıcaklığında polimerize olması beklenildi. PZR 

ürünleri, yükleme boyası ile (6X Gel Loading Dye, NEB B7021-S) ile 1:5 oranında 

karıştırılarak jele yüklenmeye hazır hale getirildi. Polimerize olan jele, DNA standardı 

(Quickload 2-log DNA Ladder, NEB N0496), pozitif ve negatif kontrol örnekleri ve 

test edilecek örneklerden 10 μl yüklendi. 80V’da 45 dk yürütüldü ve ChemiDoc 

Görüntüleme Sistemi (BioRad) kullanılarak görüntülemesi yapıldı. 

 

3.2.3 Primer Hücre Kültürü Çalışması 

 

Nörodejenerasyonun başlangıç mekanizmalarını erken dönemde incelemek ve 

ayrıca sağlıklı ile hasta kökenli hücrelerin birbirlerini etkileyip etkilemediğini 

(Bystander effect) görmek için 5xFAD ve kontrol yenidoğan fare beyni korteks, 

hipokampüs ve serebellum bölgelerine ait primer hücre kültürü ve ko-kültür 

çalışmaları yapıldı. 

 

Primer hücre kültüründe örnek hazırlığından hücrelerin toplanmasına kadar olan 

süreç Şekil 5’te gösterilmiştir. 
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Şekil 5. Primer hücre kültürü çalışma planı 

 

 

3.2.3.1 Primer hücre kültürü 
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Üretilen yenidoğan fareler (0-24 saat) genotipleme analizi yapıldıktan sonra 

hipotermi yöntemi ile anestezi altına alınıp sakrifiye edilerek beyinler mikroskop 

altında korteks, hipokampüs ve serebellum bölgelerine ayrıldı. Korteks, hipokampüs 

ve serebellum bölgelerine ait primer hücre kültürü için NeuroCult Enzymatic 

Dissociation Kit (Stemcell Technologies, 05715) kullanıldı. Kullanılan kit protokolü 

Şekil 6’da özetlenmiştir. 
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Şekil 6. NeuroCult Enzymatic Dissociation Kit Protokolü 

 

Disekte edilen beyin bölgeleri buz üzerinde Tissue Collection Solution içeren 

petrilere aktarıldı. Ardından, Tissue Collection Solution pipet yardımıyla petriden 

alındı ve doku steril bir neşter yardımıyla 1 dk boyunca hızlı bir şekilde dikine ve 

boyuna kesikler atılarak olabildiğince küçük parçalara ayrıldı. Küçük parçalara 

ayrılmış olan doku üzerine, dokunun boyutuna uygun olarak (300-500 μl) Dissociation 

Solution eklendi. Doku parçaları resüspanse edildi ve 15 ml’lik falkon tüpe pipet 

yardımıyla hava kabarcıkları olmayacak şekilde aktarıldı. Petride kalan doku parçaları 

üzerine tekrardan aynı miktarda Dissociation Solution eklendi ve falkona aynı şekilde 

hava kabarcıkları olmayacak şekilde aktarıldı. Dokular 37oC’lik su banyosunda 

(minimum 7 dk) parçalar dibe çökene kadar inkübe edildi. Ardından su banyosundan 

alındı, üzerlerine eklenen toplam Dissociation Solution miktarı kadar (600-1000 μl) 
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Inhibition Solution eklendi ve hava kabarcığı oluşturmadan yavaşça pipetaj yaparak 

karıştırıldı. 100 g’de 7 dk oda sıcaklığında santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve elde 

edilen pellet 150 μl Resuspension Solution ile resüspanse edildi. Pellet, 180 μl’e 

ayarlanmış 200 μl’lik pipet yardımıyla kremsi bir süspansiyon haline gelip pipet ucuna 

takılmadan geçebilecek duruma gelene kadar 5-10 kez yavaşça pipetaj yaparak yukarı 

aşağı pipetlendi. Üzerine 100 μl Resuspension Solution eklendi ve hacim 300 μl’e 

çıkartıldı. Elde edilen süspansiyon, 280 μl’e ayarlanmış 1000 μl’lik pipet yardımıyla 

homojen bir süspansiyon elde etmek için 5 kez daha hava kabarcığı oluşturmadan 

yavaşça pipetaj yaparak karıştırıldı. Hücre süspansiyonuna son hacim 5 ml olacak 

şekilde Resuspension Solution eklendi ve iyice karıştırıldı. 100 g’de 7 dk oda 

sıcaklığında santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Pellet üzerine 200 μl Resuspension 

Solution eklenerek 200 μl’e ayarlanmış pipet yardımıyla 5 kez yavaşça pipetaj yaparak 

yukarı aşağı pipetlendi. Hücre süspansiyonuna son hacim 5 ml olacak şekilde 

Resuspension Solution eklendi ve iyice karıştırıldı. 100 g’de 7 dk oda sıcaklığında 

santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 200 μl Resuspension Solution kullanılarak yapılan 

yıkama işlemi toplamda 3 yıkama olacak şekilde tekrar edildi. Santrifüjden sonra elde 

edilen hücre pelleti, büyüklüğüne göre 0,5-1 ml Neurobasal Medium (Stemcell 

Technologies, 05700) içinde resüspanse edildi. 50 ml’lik steril falkon tüpün ağzına 40 

μm Cell Strainer yerleştirildi, strainer üzerine elde edilen süspansiyon yavaşça pipet 

yardımıyla bırakıldı ve hücre süspansiyonunun müdahale edilmeden kendi halinde 

aşağı akması beklendi. Hücrelerin hacmi ölçülerek Trypan Blue (Stemcell 

Technologies, 07050) ve hemositometre yardımıyla hücrelerin sayımı yapıldı. 

Hücreler, her kuyuda eşit sayıda hücre olacak şekilde poli-D-lizin kaplı plate’lere 

(Thermo Fisher Scientific, NC-152035 ve Corning, 354470) ekildi. 

 

3.2.3.2 Hücrelerin toplanması ve homojenize edilmesi 

 

Ko-kültür çalışmalarından elde edilen hücreler 200 μl 1X PBS ile 3 kez yıkandı. 

Ardından, hücreler üzerine içerisinde proteaz inhibitörü bulunan 200 μl UPX 

(Universal Protein Extraction Kit Buffer, Expedon) tampon çözeltisi eklendi ve hücre 

sıyırıcı (İsolab, I.121.01.013) kullanılarak hücreler dikkatlice poli-D-lizin kaplı 
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kuyucuktan kazındı. Elde edilen hücre süspansiyonu mikro pipet yardımıyla Lo-Bind 

(Eppendorf) tüplere alındı. 

 

Homojenizasyon işlemi için Lo-Bind tüpler buz kalıbı üzerine alındı ve içerisinde 

bulunan hücre süspansiyonuna 1 μl proteaz inhibitör kokteyli (PIC, Thermo Scientific) 

eklendi. 5 kere 10 saniye boyunca ultrasonikatör (VialTweeter, HielScher) 

kullanılarak hücre lizisi gerçekleştirildi. Ardından hücreler, termo-çalkalayıcıda 

(Biosan) 15 dk 95oC’de 1000 rpm’de çalkalanarak kaynatıldı ve kaynama işlemini 

takiben 30 dk 4oC’de inkübe edildi. Hücreler, 10 dk 16000 g’de santrifüj edildi ve 

süpernatant yeni Lo-Bind tüpe alındı. 

 

3.2.3.3 FASP protokolü ile triptik peptitlerin hazırlanması 

 

Hücre kültürü çalışmalarından elde edilen proteinlerden triptik peptitlerin 

hazırlanması için FASP (Filter Aided Sample Preparation) protokolü uygulandı (76). 

Homojenizasyon işleminin ardından elde edilen proteinler filtreli tüplere alınarak 

toplam hacim 230 μl olacak şekilde üzerine 8 M üre eklendi ve 15 dk 14000 g’de 

santrifüj edildi. Santrifüj ardından 200 μl üre eklendi ve tekrar 15 dk 14000 g’de 

santrifüj edildi. Toplama tüpünde biriken tüm sıvılar atıldı. 8 M üre kullanılarak 10X 

iyodoasetamit (IAA) solüsyonu hazırlandı. 10 μl 10X IAA ve 90 μl üre solüsyonu filtre 

üzerine eklendi ve 1 dk çalkalayıcı ile karıştırıldı. Ardından 20 dk boyunca karanlıkta, 

oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında filtreli tüpler 10 dk 14000 g’de 

santrifüj edildi. Örneklerdeki SDS’i uzaklaştırmak için tüm örnekler 3 kere 100 μl üre 

solüsyonu eklenerek 15 dk 14000 g’de santrifüj edildi ve toplama tüpünde biriken sıvı 

atıldı. Bu aşamadan sonra üreyi uzaklaştırmak için örnekler 3 kere 100 μl amonyum 

bikarbonat solüsyonu (50 mM, AmBic) eklenerek 10 dk 14000 g’de santrifüj edildi. 

Triptik peptit eldesi için 50mM AmBic solüsyonu içinde olan örneklerin üzerine 

1μg/75μl tripsin solüsyonu eklendi ve tüp kapakları parafilmlenerek gece boyu 

(maksimum 18 saat) 37oC’de inkübasyona bırakıldı. Triptik peptitleri içeren filtreler 

yeni tüplere alındı, üzerlerine 40 μl 50 mM AmBic solüsyonu eklendi ve 10 dk 14000 

g’de santrifüj edildi. Filtrelere 50 μl 0.5 M sodyum klorit solüsyonu (NaCl) eklendi ve 

tekrar 10 dk 14000 g’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası filtreden geçerek tüpte 

toplanan triptik peptitler LC-MS/MS cihazına verilmek üzere viale alındı. 
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3.2.3.4 LC-MS/MS analizi 

 

Primer hücre kültürü çalışmalarından elde edilen peptitlerin analizleri için 

Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi’nde bulunan nanoLC-ESI-QTOF (Xevo 

G2-XS, Waters) cihazı kullanıldı. Analiz öncesinde kolon, %0,1 formik asit içeren 

%97 mobil faz A ile dengelendi. Sonrasında, MassLynx yazılımı kullanılarak 200 

pg/μl Leucine Enkephalin (LeuEnk) ile dedektör ayarı ve 100 fmol/μl Glu-1- 

fibrinopeptit B (Glu-fib) ile cihazın kalibrasyonu yapıldı. Bağımsız veri toplama (data 

independent acquisation, DIA) metodu olan SONAR sensitivity modunda kullanıldı. 

FASP protokolü uygulanarak elde edilen ve enjeksiyonu yapılacak olan triptik 

peptitler cihaza verildi. Örnekler, önce nanoACQUITY UPLC M Class kromatografi 

sistemi üzerinde yer alan trap kolonundan (ZENFIT-nanoEase MZ Symmetry C18 

Trap Column, 100 Å, 5 μm 180 μm x 20 mm, Waters-186008821) geçirildi. Ardından, 

hidrofobiklik özelliklerine göre ayrılacakları analitik kolona (ZENFIT- nanoEase MZ 

HSS T3 Column, 100 Å, 1.8 μm, 75 μm x 250 mm, Waters-186008818) yönlendirildi. 

0.300 μl/dk akış hızında, %4-40 aralığında ACN gradienti uygulanarak peptitlerin 

kolondan ayrılması sağlandı. Pozitif ion modunda, ESI sonucunda kütle 

spektrometresinde analiz edildi. Analiz sırasında, 50-1950 m/z aralığındaki tüm 

peptitler için veri toplandı. MS/MS analiziyle peptitler parçalanarak sekans bilgisinin 

elde edilmesi sağlandı. 

 

3.2.3.5 LC-MS/MS datalarının işlenmesi 

 

Proteinlerin tanımlanması ve peptitlerin kantitatif analizi için Progenesis QI 

(V.2.0, Waters) yazılımı kullanıldı. UniProt/SwissProt protein veri bankasındaki en 

güncel mus musculus veritabanı (Uniprot, Eylül 2022) kullanarak protein 

tanımlamaları gerçekleştirildi. Kütle spektrometresindeki kütle ölçümlerinin 

doğruluğunu artırmak için kalibrant (lockmass calibration) olarak 785,8426 m/z 

değeri (Glu-fib peptidi) kullanıldı ve örnek setleri toplam iyon yoğunluğuna göre 

normalize edildi. 

 

Karbamidometil-sistein, metiyonin oksidasyonu fixed modifikasyon olarak, asetil 

N-TERM, asparajin  ve glutamin  deaminasyonu modifikasyonları  ise  variable 
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modifikasyon olarak yazılım üzerinde seçildi. Tanımlama kriterleri olarak yanlış keşif 

oranı (false discovery rate, FDR ≤ %1) %1’den küçük olacak şekilde ayarlandı. Elde 

edilen proteinler, en az 2 ve üzeri benzersiz peptit (unique peptide), p < 0,05 ve değişim 

katsayısı ≥ 1.3 olacak şekilde filtrelendi. 

 

3.2.3.6 Biyoinformatik analizler 

 

Primer hücre kültürü örneklerinden tanımlanan ve anlamlı ifade farklılıkları 

gösteren proteinlerin biyoinformatik analizlerini gerçekleştirmek için çeşitli çevrimiçi 

yazılımlar kullanıldı. Kontrol, transgenik ve ko-kültür gruplarının protein ifade 

profillerini analiz etmek ve gruplar arasındaki benzerlikleri ve farklılıkları 

gözlemlemek amacıyla hem temel bileşenler analizi (Principal Component Analysis, 

PCA) hem de hiyerarşik kümeleme (hierarchical clustering, HC) analizi 

gerçekleştirildi. Analizler çevrimiçi Clustvis yazılımı ile gerçekleştirildi. PCA 

analizinde, satır bazında birim varyans ölçeklendirmesi (unit variance scaling) ve 

temel bileşenleri hesaplamak için tekil değer ayrışımı (singular value decomposition, 

SVD) kullanıldı. Örnek gruplarının etrafında bulunan elipsler %95 güven aralığını 

kapsayacak şekilde yazılım tarafından çizildi. HC analizinde, satırlar ortalandıktan 

(centered) sonra satırlara birim varyans ölçeklemesi uygulandı. Hem satırlar hem de 

sütunlar, korelasyon mesafesi (correlation distance) ve ortalama bağlantı (average 

linkage) kullanılarak kümelendirildi. Anlamlı ifade farklılıkları gösteren proteinlerin 

yolak analizleri Reactome Pathways yazılımı aracılığıyla gerçekleştirildi. 

 

3.2.4 MALDI kütle spektrometresi görüntüleme çalışması 

 

Çalışmanın bu basamağında, yenidoğan 5xFAD beyin dokusundaki proteomik 

değişiklikler bölgesel olarak MALDI-MSI analizleri ile incelendi. Literatürde 

yenidoğana ait hiçbir MALDI-MSI görüntüleme çalışmasına rastlanmadı. Bu nedenle, 

MALDI-MSI deneyleri için alınabilecek bir referans noktası bulunmamasından ve 

yenidoğan farelerden disekte edilen beyin dokularının yapısından dolayı MALDI-MSI 

analizinde örnek hazırlığı zorlu bir optimizasyon süreci gerektirdi. Tamamlanan 

optimizasyon deneylerinin ardından tekrarlanabilir görüntüler elde edildikten sonra 

çalışmalara devam edildi. Yenidoğan 5xFAD ve kontrol beyin dokusu üzerinde 
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yapılan MALDI-MSI analizleri aşağıda açıklanan, optimize edilmiş yöntemler 

kullanılarak gerçekleştirildi. 

 

MALDI-MSI analizlerinde örnek hazırlığından veri işlenmesine kadar olan süreç 

Şekil 7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 7. MALDI-MSI çalışma planı 

 

3.2.4.1 Beyin dokusu diseksiyonu 

 

Yenidoğan farelerden, doğum gerçekleştikten 24 saat içerisinde total beyin 

diseksiyonu gerçekleştirildi. Hayvanlar 3 dakika buz üzerinde bekletilerek 

hipotermiye sokuldu ve dekapite edildi. Beyin steril mikrocerrahi aletler yardımıyla, 

bütünlüğü bozulmadan 2 dk içerisinde çıkartıldı. Toplanan beyin dokuları, moleküler 

bütünlüğünün ve anatomik şeklinin korunması için sıvı azot üzerinde yüzen 

alüminyum folyoya yerleştirilerek donduruldu (77,78). Dondurulan beyin dokusu 

örnekleri, deney zamanına kadar -800C’ de muhafaza edildi. 
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3.2.4.2 Beyin doku kesitlerinin alınması ve hazırlanması 

 

Analizden önce, kesit alınacak yenidoğan fare beyinleri -80oC'den çıkartıldı ve 

dokunun termal dengeye ulaşması için yaklaşık 30 dk boyunca -35oC cryostat 

(Cryotome FE, Thermo Fisher Scientific) içerisinde bekletildi. 10 μm kalınlığında seri 

koronal kesitler -12oC'de cryostat yardımıyla alındı. LC-MS/MS analizleri ve Western 

blot validasyonları için ardışık doku kesitleri kullanıldı. MALDI-MSI analizleri için 

doku kesitleri soğutulmuş, poli-L-lizin kaplı indium-tin-oxide (ITO) lamlara (Bruker) 

fırçalar yardımıyla (25 mm x 25 mm alana) alındı ve lamlar, doku kesitlerinin 

kuruması için 1 saat boyunca desikatöre yerleştirildi. Ardından, hücre lipitleri, 

inorganik tuzları ve istenmeyen kalıntıları uzaklaştırmak için lamlar sırasıyla +4oC’de 

soğutulmuş %70 etanol içerisinde 30 saniye, %100 etanol içerisinde 30 saniye, 

Carnoy’s solüsyonu (%10 glasiyal asetik asit, %30 kloroform, %60 etanol) içerisinde 

2 dk, %100 etanol içerisinde 30 saniye, %40 etanol içerisinde 30 saniye ve son olarak 

%100 etanol içerisinde 5 saniye bekletilerek yıkama protokolü uygulandı (79). 1 μl 

Bovin serum albumin (BSA) proteini ITO lamlarda bulunan doku kesitlerinin yanına 

damlatıldı ve lamlar desikatör içerisinde tekrar 30 dk boyunca kurumaya bırakıldı. 

Kurutma işleminin ardından, lamların köşeleri su bazlı beyaz bir kalemle işaretlendi 

(X) ve dokunun konumunu cihaza tanıtılması amacıyla Epson tarayıcı kullanılarak 

yüksek çözünürlükte (2400 dpi) tarandı (Resim 1). 

 

Resim 1. Yenidoğan beyin doku kesitlerine ait temsili ITO lam görüntüsü. Lokasyon 

işaretleri (X) ve damlatılan BSA proteini görülmektedir. 
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3.2.4.3 Doku üzeri tripsinizasyon işlemi 

 

Tripsin enzimi (Trypsin Gold, MS Grade, Promega), 50 mM asetik asit içinde 

çözüldü. 50 mM AmBic tamponu ve %5 asetonitril (ACN) içeren 100 ng/μl tripsin 

çözeltisi, SunCollect Automatic Sprayer (SunChrom) kullanılarak 2 bar basınç ve 10 

μl/dk akış hızında, doku kesitlerinin üzerine 8 katman olacak şekilde püskürtüldü 

(Resim 1). Tripsinizasyon işleminin gerçekleşmesi için lamlar nemin kontrolüne 

olanak sağlayan SunDigest Incubation Chamber (SunChrom) içerisinde 45oC’de 2 saat 

boyunca smart modda inkübasyona bırakıldı. Doku üzeri tripsinizasyon işlemini 

takiben lamlar 30 dk boyunca desikatörde kurutuldu. 

 

3.2.4.4 Matriks uygulaması 

 

Matriks kaplama işlemi için peptit analizlerinde yaygın olarak kullanılan 2,5- 

dihidroksibenzoik asit (DHB, Bruker) MALDI matriksi kullanıldı. Matriks çözeltisi, 

%50 ACN ve %0,2 trifloroasetik asit (TFA) içerisinde 30 mg/mL DHB içerecek 

şekilde her analizden önce taze olarak hazırlandı ve 30 dk boyunca su banyosu içinde 

sonike edildi. Sonikasyon işlemini takiben, matriks uygulaması öncesinde 10 dk 

18,000 g’de santrifüj edildi. Matriks çözeltisi, SunCollect Automatic Sprayer 

(SunChrom) kullanılarak 2 bar basınçta beş katman olacak şekilde dokuların üzerine 

püskürtüldü. İlk katman için akış hızı 10 μl/dk, diğer dört katman için ise 35 μl/dk 

olarak ayarlandı. Matriks kaplama işlemi tamamlandıktan sonra, cihazın kalibrasyonu 

için kullanılacak olan peptit standardı (Peptide Calibration Standard II, Bruker), 

matriks çözeltisi ile 1:1 (v/v) oranında karıştırıldı ve lam üzerine damlatıldı. 

 

3.2.4.5 MALDI kütle spektrometresi görüntüleme analizleri 

 

MALDI kütle spektrometresi görüntüleme analizi öncesinde doku kesitlerinin 

konumunun cihaza tanıtılması gerekmektedir. Bu amaçla, tripsinizasyon işlemi 

öncesinde işaretlenen ve taranan lam görüntüsünün üzerinde bulunan beyaz işaretler 

(X) kullanıldı. Doku kesitlerinin bulunduğu lamlar “MTP Slide Adapter II” içerisine 

yerleştirilerek cihaza verildi. FlexControl programı (V3.4, Bruker) aracılığıyla doku 
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kesitlerinin konumu, seçilen dokular üzerine lazer atışı yapılabilmesi için cihaza 

tanıtıldı. 

 

Yenidoğan fare beyin dokularının (6 tane 5xFAD ve 6 tane kontrol) MALDI-MSI 

analizleri için Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi’nde bulunan RapiFlex 

MALDI-TOF/TOF (Bruker) cihazı kullanıldı. Analiz önce ve sonrasında cihazın 

temizliği, dedektör ayarı ve kalibrasyonu yapıldı. Kalibrasyon işlemi için lam üzerine 

damlatılan, 700 ile 3200 Da kütle aralığında 9 adet peptit içeren peptit kalibrasyon 

standardı II (Bruker) kullanıldı (Tablo 6). Her analiz öncesinde cihaz 1,5 ppm hata 

oranının altında kalibre edildi. Doku analizlerinden önce tripsinizasyon işleminin 

verimliliği lam üzerine yerleştirilen BSA örneği ile kontrol edildi. Temsili BSA 

kromatogram görüntüleri ile elde edilen BSA görüntüsü karşılaştırıldı ve benzer 

kromatogram görüntüleri elde edildiğinde tripsinizasyon işlemi başarılı kabul edilerek 

yeni doğan beyin doku kesitlerinin analizlerine başlandı (80). Ayrıca, cihazın ve 

analizlerin doğruluğunu ve tutarlılığını kontrol etmek amacıyla her bir lama 

yerleştirilen yetişkin fare beyin dokusunun yarısı analiz edildi. Doku kesitlerinin 

analizleri pozitif iyon reflektör modunda, 700 ile 3200 Da kütle aralığında, 

gerçekleştirildi. FlexControl programı (V3.4, Bruker) ile çözünürlük nokta (spot) 

başına 1000 lazer vuruşu ile 35 μm'ye ayarlandı. Veri toplama, işleme ve 

görselleştirme işlemleri Bruker Flex yazılım paketleri (sırasıyla flexControl V3.4, 

flexAnalysis V3.4, flexImaging V5.0) kullanılarak gerçekleştirildi. 

 

Tablo 6. Bruker peptit kalibrasyon standardı II peptit listesi ve m/z değerleri 

 

Pept;t Adı [M+H]+ Mono;sotop;k [M+H]+ Ortalama 

Bradykinin 1-7 757,3992 757,86 

Angiotensin II 1046,5418 1047,19 

Angiotensin I 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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• RapiFlex MALDI Time of Flight 
(TOF)/TOF 

MALDI-MSI Tissuetyper 

 

• Segmentasyon Analizi (SCiLS 
Lab) 

 

• İntensite 
Normalizasyonu 

 

• İnternal Kalibrasyon 
(mMass) 

 

• Dataların Gruplandırılması (Data 
Binning) 

 

• Cohen’s d 
test 

İstatikse
l 
Analiz 

• Shapiro Wilk Normal Dağılım Testi 

• Independent t test / Mann Whitney U 
test 

3.2.4.6 MALDI-MSI görüntülerine ait verilerin işlenmesi 

 

MALDI-MSI analizlerinden elde edilen yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol 

beyin dokularına ait veriler MALDI-MSI görüntülerinin istatistiksel analizi için 

yaygın olarak kullanılan SCiLS Lab (Versiyon 2016b, Bruker) yazılımı kullanılarak 

analiz edildi. MALDI-MSI verilerinin işlenmesinde kullanılan yöntemler ve genel iş 

akışı Şekil 8’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 8. MALDI-MSI görüntülerine ait verilerin işlenmesindeki iş akışı 

 

3.2.4.6.1 SCiLS Lab ile yenidoğan dokularının segmentasyon analizi 

 

Yenidoğan beyin doku kesitlerine ait veri setleri, tek tek SCiLS Lab yazılıma 

yüklendi ve analiz edildi. Analizlerde, literatürde yapılan çalışmalarda ve yazılımın 

kullanma kılavuzunda belirtilen parametreler kullanıldı (61). Verilere “convolution 

baseline removal” (width:20) ve total iyon normalizasyonu (TIC) uygulandı. Elde 

edilen m/z değerleri arasındaki yanlış hizalanmanın (misalignment) etkisini ortadan 
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kaldırmak için pik seçimi (peak picking) ve pik hizalama (peak alignment) yapıldı 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 gerçekleştirildi. Segmentasyon analizi 

sonucunda R1, R2 ve R3 olmak üzere 3 farklı bölge tanımlandı. 

 

3.2.4.6.2 İntensite değerlerinin normalize edilmesi 

 

Segmentasyon analizleri sonucunda elde edilen, bölgelere özgü m/z değerleri ve 

intensiteler Excel programına aktarıldı. Doku kesitlerinden elde edilen intensitelere, 

kütle spektralarını etkileyebilecek sistematik artifaktları gidermek, cihazdaki günlük 

dalgalanmalardan kaynaklanabilecek deneysel varyasyonları minimuma indirmek ve 

kesitlere ait bireysel kütle spektralarını birbirleriyle karşılaştırılabilir hale getirmek 

için normalizasyon faktörü kullanılarak total intensite normalizasyonu uygulandı (81). 

Özetle, bölgelere özgü intensiteler kendi içlerinde toplanarak en küçük toplama 

bölündü ve kullanılacak olan normalizasyon faktörü hesaplandı. Mevcut intensite 

değerleri bu normalizasyon faktörüne bölünerek normalize edilmiş intensite değerleri 

elde edildi. Total intensite normalizasyonu aşamaları Tablo 7’de örnek olarak 

gösterildi. 

 

Tablo 7. Total intensite normalizasyonu aşamaları ve hesaplama örneği 

 

R3 Bölges* ALM1 ALM2 ALM3 ALZ1 ALZ2 ALZ3 

İntens*teler Toplamı 614.7039 224.2181 140.3262 611.8482 103.7313 66.81924 

Normal*zasyon 

Faktörü 
9.199505 3.355592 2.100086 9.156768 1.552416 1 

m/z 712.02 712.318 712.016 712.045 735.37 712.042 

İntens*te 1.08891 0.443641 0.443843 0.760841 0.226741 0.115871 

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

 

MALDI-MSI analizleri öncesinde peptit standardı kullanılarak cihazın eksternal 

kalibrasyonu yapılmasına rağmen, verilerin güvenilirliğinin arttırılması ve farklı gün 

ve zamanlarda yapılan analizler arasındaki varyasyonların ortadan kaldırılması için 

m/z değerlerinin internal kalibrasyonunun da yapılması gerekmektedir (82). Yapılan 

literatür taramalarında, MALDI-MSI çalışmalarında Myelin Basic Protein (MBP) 

kullanılarak internal kalibrasyon yapıldığı gözlemlendi. Fakat, yenidoğan fare 

beyninde myelin yapısı daha zayıf olduğu için MBP’ye ait olan m/z değerlerinden 

belirgin bir görüntü elde edilemedi. Bu nedenle, yenidoğanda MBP ile internal 

kalibrasyon yapılamayacağına karar verilip, yapılan literatür araştırmaları sonucunda 

mMass yazılımı (Versiyon 5.5.0, www.mmass.org) ile tripsin enziminin triptik otoliz 

peptitleri kullanılarak internal kalibrasyon gerçekleştirildi (83–85). Önceden 

normalize edilmiş intensite değerleri csv dosya formatında mMass yazılımına 

aktarıldı. Savitzky-Golay metodu kullanılarak “smoothing” (window size: 0.2 m/z in 

two cycles) işlemi ve “baseline correction” (precision: 15, relative offset: 25) yazılım 

tarafından gerçekleştirildi. Pikler, sinyal-gürültü oranı (S/N ratio) 3,0 kullanılarak 

otomatik olarak seçildi ve omuz pikleri (peak shoulders) yazılım tarafından kaldırıldı. 

 

3.2.4.6.4 Verilerin gruplandırılması 

 

Pik seçimi sonucunda SCiLS Lab yazılımının belirlediği m/z (700-3200 

aralığında) ve intensite değerleri arasında istatistiksel testler yapılabilmesi ve 

spektrumların boyutunun azaltılarak birbirleriyle karşılaştırılabilmesi için m/z 

değerleri 0.04 Da aralıklarda gruplandırıldı (86). Gruplandırma işleminin (data 

binning) mMass yazılımı ile belirlenen 0.04 Da aralıklarda yapılmasının nedeni, 

internal kalibrasyon sonucu tripsin enziminin bilinen triptik otoliz peptitlerine ait m/z 

değerlerinin, analizler sonucunda belirlenen m/z değerleri ile 0.04 Da’dan küçük hata 

oranında eşleşmesidir (Şekil 9). m/z ve intensite değerlerinin gruplandırılması 12 farklı 

doku kesitinin (6 tane 5xFAD ve 6 tane kontrol) birbiriyle karşılaştırılmasına olanak 

sağladı. 5xFAD veya kontrol grubunda en az üç intensite değeri olan m/z değerleri 

istatistiksel analizler için kullanıldı. 

http://www.mmass.org/
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Şekil 9. Tripsin enziminin triptik otoliz peptitlerine ait m/z değerleri ve hata oranları 

 

 

3.2.4.6.5 İstatistiksel analizler 

 

Tüm istatistiksel analizler SPSS yazılımı (Versiyon 25.0, IBM Corp) kullanılarak 

gerçekleştirildi. MALDI-MSI analiz sonuçlarında 1000’den fazla piksel noktası 

bulunması nedeniyle veri büyüklüğünden bağımsız olan Cohen’s d-testi gruplar 

arasında (5xFAD ve kontrol) karşılaştırma yapmak için kullanıldı. Cohen’s değeri 0,8 

den büyük (d > 0,8) olan intensite değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi ve 

Shapiro-Wilk normal dağılım testi yapıldı. İstatistiksel anlamlılık, normalite testi 

sonuçlarına bağlı olarak parametrik independant t-test veya parametrik olmayan Mann 

Whitney-U testi ile değerlendirildi. p < 0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. 

 

3.2.4.7 LC-MS/MS analizleri ile protein tanımlama 

 

MALDI-MSI analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamlı m/z 

değerlerinin tanımlanması için yenidoğan beyin doku kesiti üzerinden ve direk doku 

kesitinden elde edilen peptitler ile LC-MS/MS analizleri gerçekleştirildi. LC-MS/MS 
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analizleri için MALDI-MSI analizlerinde her bir beyin dokusu için kullanılan kesitlere 

ardışık doku kesitleri kullanıldı. 

 

3.2.4.7.1 Doku üzeri tripsinizasyon ile LC-MS/MS analizi için örnek 

hazırlanması 

 

Tanımlamalarda kullanılacak protein bilgisini elde etmek amacıyla yapılan doku 

üzeri tripsinizasyon işlemi için MALDI-MSI analizinde kullanılan örnek hazırlığı 

protokolünün matriks uygulamasına kadar olan kısımların aynısı izlendi. Kısaca, 

MALDI-MSI analizi için kullanılan doku kesitine ardışık kesitler poli-L-lizin kaplı 

lam üzerine cryostat yardımıyla alındı ve ardından desikatöre kondu. Desikatörden 

alınan lamlara, tripsinizasyon işleminden önce hücre lipitlerini ve diğer kalıntıları 

uzaklaştırmak amacıyla yıkama protokolü uygulandı. Tripsin enzimi 100 ng/μl 

konsantrasyonda olacak şekilde 50 mM AmBic ile çözüldü ve doku kesitlerinin 

üzerine SunCollect Sprayer (SunCrom) yardımı ile püskürtüldü. Tripsin uygulamasını 

takiben, SunDigest (SunCrom) cihazında 45°C’de 2 saat inkübasyon gerçekleştirildi. 

Tripsinizasyon işlemi sonrasında doku kesitleri, %10 ACN ve %0,1 FA içeren bir 

çözelti ile tamamen kaplandı ve oda sıcaklığında hafifçe çalkalanarak 3 dk boyunca 

inkübe edildi. İnkübasyonun ardından, peptitleri içeren çözelti dokunun kenarından 

pipet yardımıyla Lo-Bind tüplere toplandı. İlk olarak %25 ACN ve %0,1 FA içeren bir 

çözelti ile ve ardından %45 ACN ve %0,1 FA içeren bir çözelti ile toplama işlemi 

tekrarlandı (84). 

 

3.2.4.7.2 Direk doku kesitinden LC-MS/MS analizi için örnek hazırlama 

 

MALDI-MSI analizlerinde kullanılan kesitlere ardışık 50 μm kalınlığında 10 tane 

doku kesiti Lo-Bind tüpe alındı. Lo-Bind tüpler buz kalıbı üzerine alındı, doku 

kesitlerine %1 PIC içeren 50 μl UPX tampon çözeltisi eklendi ve 7 kere 10 saniye 

boyunca ultrasonikatör kullanılarak homojenize edildi. Sonrasında, termo- 

çalkalayıcıda (Biosan) 15 dk 95oC’de 1400 rpm’de çalkalanarak kaynatıldı ve 

kaynama işlemini takiben 1,5 saat 4oC’de inkübe edildi. 15 dk 18000 g’de santrifüj 

edildi ve süpernatant yeni Lo-Bind tüpe alındı. 
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3.2.4.7.3 FASP Protokolü ile triptik peptitlerin hazırlanması 

 

Homojenizasyon sonrası direk doku kesitinden elde edilen proteinlerden triptik 

peptitlerin hazırlanması için 3.2.3.3 başlığı altında detaylıca anlatılan FASP protokolü 

kullanıldı. 

 

3.2.4.7.4 LC-MS/MS analizi 

 

Doku üzeri tripsinizasyon işleminden elde edilen peptitler ile direk doku 

kesitlerine FASP protokolü uygulanarak elde edilen peptitlerin analizleri için 

Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi’nde bulunan nanoLC-ESI-QTOF (Xevo 

G2-XS, Waters) cihazı kullanıldı. LC-MS/MS analizi ve LC-MS/MS datalarının 

işlenmesi detaylı olarak sırasıyla 3.2.3.4 ve 3.2.3.5 başlıkları altında anlatıldı. 

 

3.2.4.8 MALDI-MSI ve LC-MS/MS datalarının eşleştirilmesi ve proteinlerin 

tanımlanması 

 

MALDI-MSI analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamlı m/z 

değerlerine karşılık gelen proteinleri tanımlayabilmek için hem doku üzeri hem de 

direk doku kesitleriyle gerçekleştirilen LC-MS/MS analizlerinden elde edilen 

proteinlerin sekans bilgileri kullanıldı. MALDI-MSI analizinden elde edilen m/z 

değerleri ile LC-MS/MS datasının eşleştirilmesinde, yani proteinlerin 

tanımlanmasında en düşük ppm hata oranı ile tanımlama kuralı uygulandı (87). 

Eşleştirmede, MALDI-MSI analizinde, doku yüzeyindeki peptitler daha kolay 

iyonlaşabildiği için, protein tanımlaması için doku üzeri tripsinizasyon ile elde edilen 

bilgilere öncelik verildi. Eğer doku üzeri tripsinizasyon yöntemi ile düşük ppm hata 

oranı ile eşleştirilme yapılamazsa, direk doku kesitlerinden elde edilen protein bilgisi 

ile eşleştirme gerçekleştirildi. Eşleştirilme sonrasında tanımlanan proteinlerin literatür 

taraması gerçekleştirildi. 
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3.2.5 Western Blot Yöntemi ile MALDI-MSI Sonuçlarının Validasyonu 

 

MALDI-MSI analizleri ile elde edilen istatistiksel olarak anlamlı proteomik 

sonuçların doğrulanması amacıyla Western blot validasyon analizleri gerçekleştirildi. 

MALDI-MSI ve LC-MS/MS analizleri sonucunda tanımlanan proteinlerin varlığı ve 

miktarı Western blot analizi ile farklı ve bağımsız bir yöntemle doğrulandı. 

 

3.2.5.1 Western Blot Analizi için Protein Örneklerinin Hazırlanması 

 

Protein ekstraksiyonu için MALDI-MSI analizlerinde kullanılan beyin doku 

kesitlerine ardışık kesitlerden prenatal fare beyin atlasına göre R1 bölgesine karşılık 

gelen korteks bölgesi ve R3 bölgesine karşılık gelen korpus kallozum bölgesi 

dikkatlice mikrodisekte edildi. 50 μm kalınlığında 10 adet ardışık kesit kullanıldı. 

Mikrodisekte edilen doku kesitleri, ultrasonikatör (VialTweeter, HielScher) 

kullanılarak %1 PIC içeren UPX tamponunda homojenize edildi, ardından termo- 

çalkalayıcıda (Biosan) 95oC'de 15 dk 1400 rpm’de çalkalanarak kaynatıldı ve kaynama 

işlemini takiben 1,5 saat boyunca 4oC’de inkübe edildi. Ardından, 15 dk 18000 g'de 

santrifüj edildi ve ekstrakte edilen proteinleri içeren süpernatant yeni Lo-Bind tüplere 

alındı. Bradford yöntemi ile konsantrasyon tayini yapıldıktan sonra -80oC’ye 

kaldırıldı. 

 

3.2.5.2 Western Blot Yöntemi 

 

Jel dökme sistemi 0,75 mm aralıklı cam plakalar (Biorad) kullanılarak kuruldu ve 

Western blot analizlerinde kullanılmak üzere %12’lik jeller, TGX Stain-Free FastCast 

Acrylamide Kit (Biorad) protokolünde belirtilen şekilde taze olarak hazırlandı. İlk 

olarak, kit içinde bulunan resolver A ve resolver B solüsyonları 1:1 (v/v) oranında 

karıştırıldı ve karışımın içerisine %10 APS ve TEMED eklenerek resolver solüsyonu 

hazırlandı. Ardından, stacker solüsyonu aynı şekilde stacker A ve stacker B 

solüsyonları 1:1 (v/v) oranında karıştırılarak ve karışıma %10 APS ve TEMED 

eklenerek hazırlandı. Baloncuk oluşumuna dikkat edilerek hazırlanan cam plakaların 

arasına, önce resolver solüsyonu kuyucukların yaklaşık 1 cm altında kalacak şekilde 

döküldü ve üzeri hazırlanan stacker solüsyonu ile tamamlandı. Örneklerin yükleneceği 
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kuyucukların oluşturulması için tarak yerleştirilerek oda sıcaklığında 45 dk polimerize 

olmak üzere bırakıldı. 

 

Her örnekten 10 μg protein, %5 β-merkaptoetanol içeren 4X Laemmli tamponu 

(BioRad) ile toplam hacim 20 μl olacak şekilde karıştırıldı ve ardından 5 dk boyunca 

95oC'de kaynatıldı. Hazırlanan jel, içerisi 1X TGS tamponu (25 mM Tris, 192 mM 

Glisin, %0,1 SDS, pH 8,3; BioRad) ile doldurulmuş yürütme tankına yerleştirildi. 

Hazırlanan protein örnekleri ile 5’er μl renkli ve renksiz moleküler standartlar jelin 

kuyucuklarına yüklendi. Proteinlerin jele yavaş giriş yapması için önce 20 dk 100V’da, 

ardından mavi boya jel tabanına ulaşana kadar 200V’da (~25 dk) yürütüldü. 

 

Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra, jel dikkatlice 1X PBST (PBS’de çözülmüş 

%0,1 Tween-20) solüsyonuna alındı ve ChemiDoc görüntüleme sistemi (BioRad) 

kullanılarak jel aktivasyonu gerçekleştirildi. Proteinlerin jelden PVDF membrana 

transfer işlemi semi-dry transfer sistemiyle TransBlot Turbo RTA Transfer Kit’i 

(BioRad) kullanılarak gerçekleştirildi. Transfer işleminden önce PVDF membran 

%100 metanol içerisinde 2 dk bekletilerek aktif hale getirildi. Transfer işleminde 

kullanılacak olan kurutma kağıtları, aktifleştirilmiş membran ve transfer edilecek 

proteinleri içeren jel, kit içerisinde bulunan 1X Towbin transfer tamponu (25 mM Tris, 

192 mM Glisin, %20 metanol, pH 8,3; BioRad) içerisinde ıslatıldı. Transfer kasetinin 

içerisine, sırasıyla kurutma kağıdı, PVDF membran, proteinleri içeren jel ve tekrardan 

kurutma kağıdı sandviç şeklinde yerleştirildi ve kaset TransBlot Turbo cihazına 

(BioRad) konuldu. Proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre Tablo 8’de belirtilen 

parametreler kullanılarak transfer işlemi gerçekleştirildi. 

 

Tablo 8. Western blot için transfer parametreleri 

 

1 M*n* Jel 

 

25V’a kadar 

sab7t 1,3 A 

Protokol Moleküler Ağırlık Süre 

H*gh MW > 150 kD 10 dk 

Low MW < 30 kD 5 dk 

M*xed MW 5-150 kD 7 dk 
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Bloklama işleminden önce, transfer olmuş proteinleri taşıyan PVDF membran 

ChemiDoc görüntüleme sistemi kullanılarak görüntülendi ve %5 süt tozu içeren 1X 

PBST solüsyonunda (bloklama solüsyonu) 1 saat boyunca inkübasyona bırakıldı. 

Ardından PVDF membran, birincil antikor içerisinde 2 saat boyunca inkübe edildi. 

PVDF membran, 3 kez 5’er dk 1X PBST ile yıkandı ve ardından ikincil antikor ve 

renksiz moleküler standardın görüntülenmesi için kullanılan StrepActin-HRP 

(BioRad) içeren bloklama solüsyonu içerisinde 1 saat boyunca inkübe edildi. Bütün 

inkübasyonlar oda sıcaklığında çalkalanarak gerçekleştirildi. Birincil ve ikincil 

antikolar Tablo 9’da gösterilen miktarlarda %5 bloklama solüsyonu içerisinde taze 

olarak hazırlandı. PVDF membran, 3 kez 5’er dk 1X PBST ile yıkandı ve Clarity 

Western ECL Substrate (BioRad) kullanılarak ChemiDoc Görüntüleme sistemi ile 

zayıf sinyallerin tespitinde kullanılan yüksek duyarlılık (high sensitivity) modunda 

görüntülendi. 

 

Tablo 9. Western blot analizlerinde kullanılan birincil ve ikincil antikorlar 

 

Antikor Dilüsyon Moleküler Ağırlık 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 

eIF3a 1:2000 167 kDa Abcam, ab86146 

NogoA 1:1000 180 kDa Abcam, ab62024 

Keçi anti-tavşan IgG-HRP 1:4000 - Abcam, ab6721 

StrepActin-HRP 1:10,000 - BioRad, 1610381 

 

 

3.2.5.3 Western blot yöntemi ile elde edilen dataların istatistiksel analizi 

 

Densitometrik analizler ve toplam protein normalizasyonu, ImageLab yazılımı 

(Versiyon 6.1, BioRad) ve GraphPad Prism (Versiyon 8.0) yazılımı kullanılarak 

yapıldı. Yükleme miktarındaki değişkenlikleri düzeltmek ve Western blot analiz 

sonuçlarını doğru yorumlayabilmek amacıyla toplam protein normalizasyonu; transfer 

işlemi sonrası görüntülenen toplam protein bantlarının yoğunluğunun antikor ile 
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hedeflenen proteine ait bandın yoğunluğuna oranlanmasıyla gerçekleştirildi. Verilere, 

Shapiro-Wilk normal dağılım testi yapıldı. Bütün veriler normal dağılım gösterdiği için 

istatistiksel anlamlılık independant t-test ile değerlendirildi. p < 0,05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

 

3.2.6 DESI kütle spektrometresi görüntüleme çalışması 

 

Tez çalışmasının bu basamağında, yenidoğan 5xFAD beyin dokusundaki 

metabolomik değişiklikler bölgesel olarak DESI-MSI analizleri ile incelendi. Yapılan 

literatür taraması sonucunda, AH fare modellerine ait MS görüntüleme temelli 

metabolomik çalışmalar bulunurken, yenidoğan AH fare modelini içeren herhangi bir 

metabolomik çalışmaya rastlanmadı. DESI-MSI deneyleri için alınabilecek bir 

referans noktası bulunmamasından dolayı, çalışmalara başlamadan önce örnek 

hazırlığı ve kullanılan metotların parametreleri optimize edildi. Optimizasyon 

işlemleri tamamlandıktan sonra, deney protokolünün tekrarlanabilirliğini test etmek 

için önce yetişkin fare beyin dokusu kullanılarak DESI-MSI deneyleri gerçekleştirildi. 

Görüntülerin tekrarlanabilir olduğu gösterildikten sonra, yenidoğan fare beyin dokusu 

kesitlerinde metabolitlerin görüntülenmesi için uygun metodu seçmek amacıyla farklı 

parametrelere sahip metotlar test edildi. Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol fare 

beyin dokularında düşük ağırlıklı metabolitlerin (< 500 m/z) ve lipitlerin (> 500 m/z) 

görüntülenmesi için DESI-MSI analizleri 2 farklı metot kullanılarak gerçekleştirildi. 

DESI-MSI analizlerinde örnek hazırlığından verilerin işlenmesine kadar olan süreç 

Şekil 10’da gösterilmiştir. 
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Beyin 

Dokularının 
Toplanması 

Beyin Dokularından 
Cryostat ile Kesit Alınması 

 
Elde Edilen 

Verilerin İşlenmesi 

 

Şekil 10. DESI-MSI çalışma planı 

 

 

3.2.6.1 Beyin dokusu diseksiyonu 

Waters Select Series MRT 
DESI-MSI Analizleri 

 
Çalışmada kullanılan yenidoğan beyin dokuları, Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar 

Üniversitesi'nden temin edildi. Kısaca, transgenik 5xFAD ve kontrol yenidoğan fareler 

(1 günlük) hızlı bir şekilde dekapite edildi ve beyin dokuları diseksiyon sonrasında 2 

dk içerisinde toplandı. Toplanan beyin dokuları, sıvı azot üzerinde yüzen alüminyum 

folyoya yerleştirilerek donduruldu. Dondurulan beyin doku örnekleri deney sürecine 

kadar −80°C'de saklandı. 

 

3.2.6.2 Beyin doku kesitlerinin alınması ve saklanması 

 

Analizden önce, kesit alınacak yenidoğan fare beyinleri -80oC’den çıkartıldı ve 

dokunun termal dengeye ulaşması için yaklaşık 30 dk boyunca -35oC cryostat 

(CM1950, Leica Biosystems) içerisinde bekletildi. Yenidoğan beyin dokusu önce 

küçük bir su damlası kullanılarak mantar diske monte edildi ve ardından mantar disk 

OCT bileşiği kullanılarak numune diskine yerleştirildi. Cryostat yardımıyla −12°C’de 
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10 μm kalınlığında seri koronal kesitler alındı. Doku kesitleri, önceden soğutulmuş X- 

tra Adhesive (Leica Biosystems) lamlara fırçalar yardımıyla alındı. Kesit alma işlemi 

tamamlandıktan sonra kesitler, hava kompresörü kullanılarak nazikçe kurutuldu ve 

tekli lam saklama kutularına yerleştirildi. Ardından vakumlanarak görüntüleme 

analizlerine kadar -80oC’de muhafaza edildi. 

 

3.2.6.3 DESI kütle spektrometresi görüntüleme analizleri 

 

DESI-MSI analizlerinde kullanılmadan önce, kesitler üzerinde oluşabilecek 

kondensasyonu önlemek amacıyla lamlar vakumlu paketlerden çıkarılmadan oda 

sıcaklığında yaklaşık 30 dk boyunca çözdürüldü. Lamlar siyah Staedtler kalemi (m/z 

666,06) ile işaretlendi. Bu işaretler ile analiz öncesinde intensite yoğunluğu kontrol 

edildi ve doku kesitlerinin konumu cihaza tanıtıldı. 

 

Yenidoğan fare beyin dokularının (6 tane 5xFAD ve 6 tane kontrol) DESI-MSI 

analizleri Sheffield Hallam Üniversitesi’nde bulunan Waters Select Series MRT, DESI 

XS sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. Cihazın kütle çözünürlüğü 200,000 

FWHM’dir. Cihaz, her analizden önce manuel olarak polialanin ile 0,10 ppm hata 

oranının altında kalibre edildi. Yenidoğan doku kesitlerinin analizi negatif iyon 

modunda 50 ile 2400 Da kütle aralığında, 30 μm çözünürlükte gerçekleştirildi. Sprey 

solventi olarak içerisinde 100 pg/μl leucine enkaphalin ve 0,5 mM glutarik asit bulunan 

95:5 metanol/su karışımı kullanıldı. Elektrosprey solventi 2 μL/dk akış hızına ve 

nebülize edici gaz (nitrojen) basıncı 2 bara ayarlandı. 

 

Düşük ağırlıklı metabolitlerin (< 500 m/z) ve lipitlerin (> 500 m/z) 

görüntülenmesi iki farklı metot kullanılarak gerçekleştirildi. Düşük ağırlıklı 

metabolitlerin analizinde quadrupole profili m/z 50, 100, 200 olarak ve ısıtmalı 

transfer hattı (heated transfer line, HTL) sıcaklığı 100oC olarak ayarlandı. Lipitlerin 

analizinde ise quadrupole profili m/z 500, 900, 1100 olarak ve HTL sıcaklığı 400oC 

olarak ayarlandı. DESI-MSI analizlerinde kullanılan metot içine entegre edilmiş 

continuous lock mass correction fonksiyonu sayesinde dokuların analizi sırasında 

internal kalibrasyonu gerçekleştirildi. Düşük ağırlıklı metabolitlerin analizinde 
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glutarik asit (m/z 131,0349), lipitlerin analizinde ise leucine enkaphalin (m/z 

554,2615) internal kalibrant olarak kullanıldı. 

 

3.2.6.4 DESI-MSI datalarının işlenmesi 

 

Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokusu kesitlerine ait DESI-MSI 

görüntülerinin analizleri SCiLS Lab Pro (Versiyon 2024b, Bruker) yazılımı 

kullanılarak gerçekleştirildi. Yenidoğan beyin doku kesitlerine ait kalibre edilmiş (lock 

mass corrected) veri setleri teker teker SCiLS Lab yazılımına yüklendi. Bu nedenle, 

dışarıdan manuel olarak internal kalibrasyon işlemine gerek kalmadı. Yükleme 

sırasında 50-1000 m/z aralığı seçildi, “interval width: 0,005 Da” olarak ayarlandı ve 

total iyon normalizasyonu uygulandı. SCiLS Lab yazılımı ile otomatik segmentasyon 

analizi gerçekleştirildi. Yazılımın yeni versiyonuna eklenen verilerin gruplandırılması 

(data binning) fonksiyonu sayesinde, elde edilen verilerin manuel olarak 

gruplandırılmasına gerek kalmadı. 

 

3.2.6.5 Biyoinformatik analizler 

 

SCiLS Lab yazılımı tarafından pik seçimi (peak picking) sonucunda elde edilen 

m/z ve intensite değerleri çevrimiçi MetaboAnalyst yazılımı aracılığıyla istatistiksel 

testler kullanılarak karşılaştırıldı. DESI-MSI analizlerinden elde edilen verilerin 

birbirleriyle karşılaştırılabilir hale getirilmesi için öncelikle total intensite 

normalizasyonu uygulandı. Ardından normalize edilen m/z ve intensite değerleri ile 

PCA analizi gerçekleştirildi. Örnek gruplarının etrafında bulunan elipsler %95 güven 

aralığını kapsayacak şekilde yazılım tarafından çizildi. 

 

5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokularının DESI-MSI analizleri sonucunda 

elde edilen m/z değerleri çevrimiçi LIPID MAPS (www.lipidmaps.org) ve 

Metabolomics Workbench (www.metabolomicsworkbench.org) veritabanları 

kullanılarak en düşük ppm hata oranı ile ayrı ayrı tanımlandı. 

http://www.lipidmaps.org/
http://www.metabolomicsworkbench.org/
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4 BULGULAR 

 
4.1 Transgenik Hayvanların Genotipleme ile Belirlenmesi 

 

5xFAD transgenik ve kontrol farelerin ayırt edilmesi amacıyla genotipleme 

analizleri gerçekleştirildi. Örnek genotipleme jel görüntüsü Şekil 10’da gösterilmiştir. 

Çift bant gözlemlenen örnekler 5xFAD transgenik hayvanlara aitken, tek bant 

gözlemlenen örnekler kontrol hayvanlarına aittir. PZR reaksiyonunun başarılı olup 

olmadığını kontrol etmek amacıyla pozitif ve negatif kontrol örnekleri kullanılmıştır. 

 

Şekil 11. 5xFAD fare dokularına ait PZR ürünlerinin agaroz jel elektroforez görüntüsü 

(M: DNA standardı; LM: Littermate (kontrol); Tg: Transgenik (5xFAD) fare) 

 

4.2 Primer Hücre Kültürü 

 

Yapılan hücre kültürü çalışmaları doğrultusunda, 5xFAD transgenik yenidoğan 

fare beyninin non-transgenik kontrol fare beynine kıyasla daha küçük olduğu 

gözlemlendi. Hipokampüs bölgelerinin diseksiyonu sonrası elde edilen hücrelerden 

poli-D-lizin kaplı 6 kuyucuklu plate’e hem ekilip hem de ko-kültür çalışması yapacak 

kadar yeterli sayıda hücre elde edilemediği görüldüğü için sadece hipokampüs kültürü 

ve ko-kültürü çalışmalarında poli-D-lizin kaplı 6 kuyucuklu plate (9.5 cm2) yerine 

alanı daha küçük olan poli-D-lizin kaplı 12 kuyucuklu plate’lerin (3.8 cm2) 
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kullanılmıştır. Bu nedenle hipokampüs için 12, serebellum ve korteks için 6 kuyucuklu 

plate’ler kullanılarak hücre kültürü çalışmaları yapılmıştır. Resim 2’de hücre kültürü 

çalışmalarına ait temsili görüntüler verilmiştir. 

 

Kontrol Transgenik Ko-kültür 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 2. Temsili Hücre kültürü görüntüleri. (A) Korteks kontrol, (B) Korteks 

transgenik, (C) Korteks ko-kültür, (D) Serebellum kontrol, (E) Serebellum transgenik, 

(F) Serebellum ko-kültür, (G) Hipokampüs Kontrol, (H) Hipokampüs transgenik, (İ) 
Hipokampüs ko-kültür 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 

(G) (H) (İ) 
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4.2.1 Primer hücre kültürü LC-MS/MS analizi sonuçları 

 

Korteks, hipokampüs ve serebellum beyin bölgelerine ait primer hücre kültürü 

örneklerinin LC-MS/MS ile analizi sonucu elde edilen protein sayıları Tablo 10’da 

gösterilmiştir. Kontrol grubuna kıyasla ifade seviyesinde anlamlı farklılık gösteren 

proteinler p < 0,05, özgün peptit ≥ 2 (unique peptide) ve değişim katsayısı ≥ 1.3 

kriterlerine göre belirlenmiştir. Hipokampüs bölgesinde kontrole kıyasla anlamlı ifade 

farklılığı gösteren protein bulunmamıştır. 

 

Tablo 10. LC-MS/MS ile tanımlanan ve anlamlı farklılık gösteren protein sayıları 

Anlamlı Protein Sayısı 
 

 Total Protein Sayısı Transgenik Ko-Kültür 

Korteks 1162 86 41 

Serebellum 1079 34 26 

Hipokampüs 712 0 0 

 

 

4.2.2 Korteks bölgesine ait LC-MS/MS ile tanımlanan anlamlı proteinler 

 

Korteks bölgesine ait toplam 1162 protein tanımlanmıştır ve bu proteinlerin 86 

tanesi transgenik hücre kültürü grubunda, 41 tanesi ise ko-kültür hücre kültürü 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Tablo 10). Bu iki hücre kültürü 

grubu arasında 18 tane ortak protein gözlemlenmiştir. Bu proteinlerden 10 tanesinin 

ifadesinin kontrole kıyasla arttığı, 8 tanesinin ifadesinin ise azaldığı gözlemlenmiştir. 

Proteinlerin listesi ve kontrole kıyasla değişim katsayıları Tablo 11’de gösterilmiştir. 
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Şekil 12. Korteks bölgesine ait venn diyagramı, PCA analizi, HC analizi 

 

 

Tablo 11. Korteks bölgesine ait istatistiksel olarak anlamlı proteinlerin listesi 
 

P46096 Synaptotagmin-1 1.94982626 1.850215975 

P31324 
cAMP-dependent protein kinase type II-beta 
regulatory subunit 

1.65540173 2.325347838 

P28652 
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 

II subunit beta 
1.58432022 1.701203181 

Q61233 Plastin-2 1.58141681 1.789832835 

Q9Z1G4 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 1 1.49883382 2.061035185 

Q61205 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit 1.49741439 2.098159273 

Q91VR5 ATP-dependent RNA helicase DDX1 1.46836785 1.312193766 

O08599 Syntaxin-binding protein 1 1.37034009 1.982714451 

Q91V12 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 1.32819087 1.816441309 

Q9CQF9 Prenylcysteine oxidase 1 1.3046343 1.333548662 

Q8CCK0 Core histone macro-H2A.2 -2.11882058 -2.53023228 

Q8CIB5 Fermitin family homolog 2 -1.62260942 -1.67038852 

Q9CR86 Calcium-regulated heat stable protein 1 -1.42938678 -1.78809433 

P53026 60S ribosomal protein L10a -1.40986896 -1.39499571 

P0CG49 Polyubiquitin-B -1.36772286 -1.32617694 

Q9WTX5 S-phase kinase-associated protein 1 -1.36592277 -1.58784947 

P31786 Acyl-CoA-binding protein -1.35775958 -1.33486991 

P31001 Desmin -1.34244713 -1.51275297 
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Korteks bölgesi transgenik ve ko-kültür gruplarına ait kontrole kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı ortak proteinlerin benzerlik ve farklarını gözlemlemek amacıyla PCA 

analizi gerçekleştirilmiştir (Şekil 11). Transgenik ve kontrol hücrelerin karışımı olan 

ko-kültür grubunun transgenik grupla örtüşme göstermesi, hastalıklı hücrelerin 

(transgenik) sağlıklı hücreleri (kontrol) etkilediğini göstermiştir. Ek olarak, transgenik 

ve ko-kültür grubunun ikili karşılaştırılması yapılarak grupların örtüştüğü teyit 

edilmiştir (Şekil 11). Ortak proteinlerin detaylı incelenmesi için ayrıca HC analizi 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 11). Kontrol grubundaki örnekler kendi içinde bir arada 

kümelenip ayrım gösterirken, transgenik ve ko-kültür grubundaki örneklerin birbirine 

karışarak kümelenmesi, bu sonuçları doğrulamıştır. Ko-kültür grubunun kontrol değil 

de transgenik grup ile benzerlik göstermesi nörodejeneratif hücrelerin sağlıklı 

hücreleri etkilediğini göstermiştir. 

 

4.2.3 Serebellum bölgesine ait LC-MS/MS ile tanımlanan anlamlı proteinler 

 

Serebellum bölgesine ait toplam 1079 protein tanımlanmıştır ve bu proteinlerin 

34 tanesi transgenik hücre kültürü grubunda, 26 tanesi ise ko-kültür hücre kültürü 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Tablo 10). Bu iki hücre kültürü 

grubu arasında 10 ortak proteinden 4 tanesinin ifadesinin kontrole kıyasla arttığı, 6 

tanesinin ifadesinin ise azaldığı gözlemlenmiştir. Proteinlerin listesi ve kontrole 

kıyasla değişim katsayıları Tablo 12’de gösterilmiştir. 
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Şekil 13. Serebellum bölgesine ait venn diyagramı, PCA analizi, HC analizi 

 

Tablo 12. Serebellum bölgesine ait istatistiksel olarak anlamlı proteinlerin listesi 

 

Değişim Katsayısı 
UniProt Accession Protein 

  Ko-kültür Transgenik 

Q9WV80 Sorting nexin-1 1.69810095 1.68718941 

P63011 Ras-related protein Rab-3A 1.49623675 1.7294948 

P97427 Dihydropyrimidinase-related protein 1 1.33839506 1.53870483 

Q9EQF6 Dihydropyrimidinase-related protein 5 1.30904593 1.39902044 

P37804 Transgelin -1.48175602 -1.6629338 

P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 -1.44601074 -1.3404375 

Q9CQU0 Thioredoxin domain-containing protein 12 -1.42859032 -1.4433432 

P50580 Proliferation-associated protein 2G4 -1.41863617 -1.3878279 

P60867 40S ribosomal protein S20 -1.3850519 -1.5221587 

Q9DBH5 Vesicular integral-membrane protein VIP36 -1.71117205 -2.9554463 

 

Serebellum bölgesi transgenik ve ko-kültür gruplarına ait kontrole kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık gösteren ortak proteinlerin benzerlik ve farklarını 

gözlemlemek amacıyla PCA analizi gerçekleştirilmiştir (Şekil 12). Transgenik, 

kontrol ve ko-kültür gruplarının üçünde örtüşme gözlemlenmesine rağmen, transgenik 
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(transgenik) sağlıklı hücreleri (kontrol) etkileyerek kendine benzettiğini göstermiştir. 

Ek olarak, transgenik ve ko-kültür grubunun ikili karşılaştırılması yapılarak grupların 

örtüştüğü teyit edilmiştir (Şekil 12). Korteks bölgesinde olduğu gibi ortak proteinlerin 

detaylı incelenmesi için ayrıca HC analizi gerçekleştirilmiştir (Şekil 12). Kontrol 

grubundaki örnekler kendi içinde bir arada kümelenip ayrım gösterirken, transgenik 

ve ko-kültür grubundaki örneklerin birbirine karışarak kümelenmesi, elde edilen 

sonuçları doğrulamıştır. Serebellum bölgesinde de ko-kültür grubunun kontrol değil 

de transgenik grup ile benzerlik göstermesi, nörodejeneratif hücrelerin sağlıklı 

hücreleri etkilediğini göstermiştir. 

 

4.2.4 İfade farklılıkları bulunan proteinlerin yolak analizleri 

 

Korteks ve serebellum hücre kültürü örneklerinden tanımlanan ve anlamlı ifade 

farklılıkları gösteren proteinlerin biyolojik işlevlerini anlamak, hastalık 

mekanizmalarını incelemek ve AH ile ilişkisini keşfetmek için Reactome Pathways 

yazılımı aracılığıyla yolak analizleri gerçekleştirilmiştir. Analiz sonucunda elde edilen 

en anlamlı ilk 5 yolak korteks bölgesi için Tablo 13’te ve serebellum bölgesi için Tablo 

14’te listelenmiştir. 

 

Tablo 13. Korteks bölgesine ait proteinlerin Reactome yolak analizi 
 

Yolak Adı p değeri Yanlış Keşif Oranı (FDR) 

Mitokondriyal Yağ Asidi Beta-Oksidasyonu 1,54E-3 1,38E-1 

Demir alınımı ve Taşınımı 3,52E-3 1,38E-1 

Nöreksinler ve Nöroliginler 3.76E-3 1,38E-1 

Botulinum Toksin Tip G Toksisitesi 6,1E-3 1,38E-1 

Sinapslarda Protein-Protein Etkileşimleri 8,41E-3 1,38E-1 
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Tablo 14. Serebellum bölgesine ait Reactome yolak analizi 
 

Yolak Adı p değeri Yanlış Keşif Oranı (FDR) 

CRMP’lerin Sema3a Sinyalizasyonundaki Rolü 8,25E-5 6,18E-3 

SARS-CoV-1 Translation Machinery 5,1E-4 1,89E-2 

Semaphorin Etkileşimleri 1,29E-3 3,23E-2 

SARS-CoV-1 Konakçı Etkileşimleri 3,67E-3 6,6E-2 

SARS-CoV-1 Enfeksiyonu 7,18E-3 9,73E-2 

 

Korteks bölgesinde mitokondriyal yağ asidi beta-oksidasyonu, demir alınımı ve 

taşınımı, nöreksinler ve nöroliginler, botulinum toksin tip G toksisitesi, sinapslarda 

protein-protein etkileşimleri ile ilgili yolaklar, serebellum bölgesinde ise CRMP'lerin 

Sema3A sinyalizasyonundaki rolü, semaphorin etkileşimleri ve SARS-CoV-1 ile ilgili 

yolaklar tespit edilmiştir. Serebellum ve korteks bölgelerinde ortak proteinlere ve 

yolaklara rastlanmamıştır. Bu durum, her bölgede farklı yolakların aktifleştiğini 

göstermektedir. 

 

Reactome Pathways tarafından tanımlanan yolaklara ait proteinler ve değişim 

katsayıları, korteks bölgesi için Tablo 15’te, serebellum bölgesi için Tablo 16’da 

listelenmiştir. 
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Tablo 15. Korteks bölgesindeki yolaklara ait proteinler ve değişim katsayıları 
 

UniProt  

Protein 
Değişim Katsayısı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
P46096 Synaptotagmin-1 1.94982626 1.850215975 

 

Sinapslarda Protein-Protein Etkileşimleri 

O08599 Syntaxin-binding protein 1 1.37034009 1.982714451 

P46096 Synaptotagmin-1 1.94982626 1.850215975 

Botulinum Toksin Tip G Toksisitesi 

Accession Ko-kültür Transgenik 

Mitokondriyal Yağ Asidi Beta-Oksidasyonu   

P31786 Acyl-CoA-binding protein -1.35775958 -1.33486991 

Q91V12 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 1.32819087 1.816441309 

Demir alınımı ve Taşınımı   

Q9WTX5 S-phase kinase-associated protein 1 -1.36592277 -1.58784947 

Q9Z1G4 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 1 1.49883382 2.061035185 

Nöreksinler ve Nöroliginler 

O08599 Syntaxin-binding protein 1 1.37034009 1.982714451 

P46096 Synaptotagmin-1 1.94982626 1.850215975 
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Tablo 16. Serebellum bölgesindeki yolaklara ait proteinler ve değişim katsayıları 
 

UniProt 

Accession 

 

Protein 
Değişim Katsayısı 

Ko-kültür Transgenik 
 

CRMP’lerin Sema3a Sinyalizasyonundaki Rolü 

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 A1 -1.44601074 -1.3404375 

Semaphorin Etkileşimleri 

P97427 Dihydropyrimidinase-related protein 1 1.33839506 1.53870483 

Q9EQF6 Dihydropyrimidinase-related protein 5 1.30904593 1.39902044 

SARS-CoV-1 Konakçı Etkileşimleri 

P60867 40S ribosomal protein S20 -1.3850519 -1.5221587 

P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 -1.44601074 -1.3404375 

SARS-CoV-1 Enfeksiyonu 

P60867 40S ribosomal protein S20 -1.3850519 -1.5221587 

P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 -1.44601074 -1.3404375 

 

 

4.3 MALDI-MSI Analizlerinin Sonuçları 

 

 

4.3.1 LC-MS/MS Analizi sonuçları 

 

MALDI-MSI analizleri sonucunda elde edilen istatistiksel olarak anlamlı m/z 

değerlerinin tanımlanması için yenidoğan beyin doku kesiti üzerinden ve direk doku 

kesitinden elde edilen peptitler ile LC-MS/MS analizleri gerçekleştirildi. LC-MS/MS 

analizleri için, MALDI-MSI analizlerinde her bir beyin dokusu için kullanılan 

kesitlere ardışık doku kesitleri kullanıldı. LC-MS/MS analizleri sonucunda doku üzeri 

tripsinizasyon sonucunda elde edilen triptik peptitlerden 1.29 ppm ortalama peptit hata 

oranı (mean peptide error) ile 161 adet protein tanımlanırken, direk doku kesitlerinden 

elde edilen triptik peptitlerden 0.66 ppm ortalama peptit hata oranıyla 2254 adet 

protein tanımlandı. Bu proteinlerden elde edilen peptit sekansları MALDI-MSI 
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R

1 

R

2 

analizlerinden elde edilen istatistiksel olarak anlamlı m/z değerlerinin 

tanımlanmasında kullanıldı. 

 

4.3.2 MALDI-MSI Analizi Sonuçları 

 

Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyin doku kesitlerinin MALDI- 

MSI analizleri ile elde edilen görüntülerinin, SCiLS Lab yazılımıyla gerçekleştirilen 

otomatik segmentasyon analizi sonucunda R1, R2 ve R3 olmak üzere 3 farklı bölge 

tanımlandı. Bu bölgelere ait temsili segmentasyon haritası ve spektrumları Şekil 13’te 

gösterilmiştir. 3 bölgeye ait m/z ve intensite değerleri kendi içlerinde 5xFAD ve 

kontrol grubu olarak (örneğin R1-5xFAD vs R1-LM) istatistiksel testler kullanılarak 

karşılaştırıldı. 

 

Spectra: 6176, Distance: 0.198591 

 5001  1175 

Spectra: 3514, Distance: 0.454626 

 3379  135 
 

 

 

R3 

 

 
Şekil 14. R1, R2 ve R3 bölgelerine ait segmentasyon haritaları ve spektrumları 



64  

Yenidoğan 5xFAD ve kontrol beyin dokusu kesitlerinin segmentasyon analizi 

sonucunda elde edilen verilerin birbirleriyle karşılaştırılabilir hale getirilmesi için, 

önce her bölgeye ait intensite değerlerine normalizasyon faktörü kullanılarak kendi 

içlerinde total intensite normalizasyonu uygulandı. Sonra, mMass yazılımı ile tripsin 

enziminin triptik otoliz peptitleri kullanılarak internal kalibrasyon gerçekleştirildi ve 

m/z değerleri 0.04 Da aralıklarla gruplandırıldı. Elde edilen verilerin istatistiksel 

analizleri sonucunda, yenidoğan 5xFAD ve kontrol dokularında R1 bölgesi için 

tekrarsız (non-redundant) 172 adet m/z değeri, R2 için tekrarsız 72 m/z değeri ve R3 

için tekrarsız 41 m/z değeri istatistiksel olarak anlamlı bulundu (Tablo 17). Her 

bölgeye ait istatistiksel olarak anlamlı m/z değerleri, yenidoğan beyin doku kesiti 

üzerinden ve direk doku kesitinden LC-MS/MS analizleriyle elde edilen peptit sekans 

bilgileri kullanılarak ve <1 ppm hata oranının altında eşleştirilerek R1, R2 ve R3 

bölgelerinde toplam 35 protein tanımlandı (Tablo 17). Tanımlamada, MALDI-MSI 

analizlerinde doku yüzeyindeki peptidler daha kolay iyonlaşabildiği için doku üzeri 

tripsinizasyon ile elde edilen bilgiye öncelik tanındı. Eğer doku üzeri tripsinizasyon 

ile düşük ppm’de eşleştirilme yapılamamışsa, direk doku kesitlerinden elde edilen 

protein bilgisi ile eşleştirme gerçekleştirildi. Yöntem bölümünde açıklandığı gibi, 

analizlerin çeşitli aşamalarında kullanılan sıkı parametreler nedeniyle yanlış 

tanımlama olasılığı en aza indirildi. 

 

Tablo 17. R1, R2 ve R3 bölgelerine ait m/z değerleri ve tanımlanan protein sayıları 

 

 R1 R2 R3 

0,4 Da Aralıklarla Gruplandırma 836 637 930 

Cohens d-değeri > 0.8 429 282 290 

d > 0.8 ve p < 0.05 172 72 41 

Tanımlanan Proteinler (< 1 ppm) 20 12 3 

Alzheimer Hastalığı ile İlişkilendirilen Proteinler 16 7 3 
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Şekil 15. Bölgelere özgü m/z değerlerine ve tanımlanan proteinlere ait Venn diyagramı 

(A) R1, R2 ve R3 bölgelerine ait istatistiksel olarak anlamlı m/z değerlerinin (d > 0,8, 

p < 0,05) Venn diyagramı. (B) 1 ppm hata oranının altında tanımlanan istatistiksel 

olarak anlamlı proteinlerin Venn diyagramı. 

 

Venn diyagramında gösterildiği üzere, tüm bölgelerde ortak sadece bir adet m/z 

değeri bulundu (Şekil 14A). Protein tanımlamalarından sonra, her bölgenin farklı 

istatistiksel olarak anlamlı proteinleri (R1'de 20 protein, R2'de 12 protein ve R3'te 3 

protein) ifade ederek kendi benzersiz proteomuna sahip olduğu gözlemlendi (Şekil 

14B). Tanımlanan 35 proteinden 17 tanesinin (sırasıyla 9, 5 ve 3 protein R1, R2 ve R3 

bölgesinde) ifadesinin arttığı ve 18 tanesinin ise (sırasıyla 11 ve 7 protein R1 ve R2 

bölgesinde) ifadesinin azaldığı görüldü (Tablo 18 ve Tablo 19). Tanımlanan 35 

proteinden 6 proteinin doku kesiti üzerindeki dağılımları ve intensite grafikleri Şekil 

15’te temsili olarak gösterilmiştir. 

(A) (B) 
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Tablo 18. R1, R2 ve R3 bölgelerine ait ifadesi artan proteinlerin listesi 

 

 

Region 

MALDI- 

MSI 

observed 
m/z 

LC- 

MS/MS 

m/z 

 

Accession 

 

Description 
ppm 

error 

 887.4574 887.4581 Q9D394 Protein RUFY3 -0.844998 

 902.4613 902.4618 Q9Z1F9 SUMO-activating enzyme subunit 2 -0.540411 

 1104.5905 1104.5895 P46935 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 0.926136 

 1108.5384 1108.5382 Q8K0E8 Fibrinogen beta chain 0.303102 

R1 1139.5884 1139.5878 Q6QNU9 Toll-like receptor 12 0.545811 

 1165.5494 1165.5484 P54227 Stathmin 0.894 

 1178.5721 1178.5722 Q99P72 Reticulon-4 / Neurite outgrowth inhibitor 0.013576 

 1793.8915 1793.8916 O08788 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 bölgelerine ait ifadesi azalan proteinlerin listesi 

 

 

Region 

MALDI- 

MSI 

observed 
m/z 

LC- 

MS/MS 

m/z 

 

Accession 

 

Description 
ppm 

error 

 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 

 
1708.8854 1708.8839 Q7TPM6 

Fibronectin type III and SPRY domain- 

containing protein 1 
0.862551 

 1764.8488 1764.8487 Q8BP47 Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic 0.145622 

 1822.8915 1822.893 Q8K310 Matrin-3 -0.784467 

R1 
1825.9754 1825.9767 Q61033 

Lamina-associated polypeptide 2, isoforms 

alpha/zeta 
-0.679636 

 
1859.9383 1859.9399 Q6R0H7 

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit 

alpha 
-0.818306 

 
1989.9668 1989.9664 Q9CY58 

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding 

protein 
0.182415 

 2057.9601 2057.9622 Q91XV3 Brain acid soluble protein 1 -0.983497 

 
2151.0901 2151.0903 Q01853 

Transitional endoplasmic reticulum ATPase / 

Valosin-containing protein 
-0.095301 

 1002.5284 1002.5578 P63085 Mitogen-activated protein kinase -0.380039 

 1089.5394 1089.5398 O70570 Polymeric immunoglobulin receptor -0.21477 

 1171.5704 1171.5711 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 C14orf166 homolog 0.197409 

 1592.6879 1592.6863 P83917 Chromobox protein homolog 1 0.977594 
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Kontrol 5xFAD 
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Şekil 16. 5xFAD ve kontrol (LM) beyin doku kesitlerine ait istatistiksel olarak anlamlı 

m/z değerlerinin doku üzerindeki dağılımları ve intensite grafikleri (A) Stathmin, (B) 

NogoA, (C) Hspa4, (D) eIF3A, (E) VCP, (F) EF-2. Veriler, bar grafiği ve ortalama ± 

SEM ile sunulmuştur. İntensite değerleri için istatistiksel olarak anlamlı farklılık *(p 

< 0,05), **(p < 0,01) ile gösterilmiştir. (a.i.) auto intensite değerlerini temsil 

etmektedir. Renk gradyanı, intensite seviyelerini ve siyah-gri renk çubuğu ise beyin 

doku kesitlerinin boyutunu göstermektedir. 

(A) Stathmin 

 ✱ 
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MALDI-MSI analizlerinde kullanılan lamlar, doku kesitlerinin anatomisini belirlemek 

amacıyla hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandı (Şekil 16). Prenatal fare beyin 

atlasına göre, R1 bölgesi büyük ölçüde korteksi ve kaudat putameni temsil ederken, 

R2 bölgesinin ventriküler ve subventriküler bölgeleri, R3 bölgesinin ise korpus 

kallozumu ve septal çekirdekleri (medial septal çekirdek ve lateral septal çekirdek) 

temsil ettiği gözlemlendi. 

 

 

Kontrol 5xFAD 
 

Şekil 17. Histolojik tanımlamalar için kullanılan görüntüler (A) MALDI-MSI 

analizleri için kullanılan koronal doku kesitlerinin taranmış optik görüntüleri. (B) 

MALDI-MSI yöntemi ile analiz edilen kesitlerin H&E boyaması. (H&E: hematoksilen 

ve eozin) 

 

 

Yapılan detaylı literatür taraması sonucunda, tanımlanan 35 proteinden yalnızca 

26 tanesi AH ile ilişkilendirilmiştir. AH ile ilişkilendirilen proteinlerin listesi, kontrole 

kıyasla gösterdikleri artış veya azalış ve literatür bilgileri Tablo 20’de gösterilmiştir. 

Geriye kalan 9 proteinin AH hastalığı ile ilişkisi ilk kez bu tez çalışmasında 

gösterilmiştir. Anlamlı farklılık gösteren 26 proteinin AH ile ilişkisini detaylı 

incelemek için proteinler 5 gruba ayrılmıştır. Bu gruplar, sinaptik plastisite ile ilişkili 

proteinler, aksonal dejenerasyon, otofaji, nörokoruyucu özelliklere sahip proteinler ve 

diğerleri olarak adlandırılan proteinleri içermektedir. 
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Tablo 20. R1, R2 ve R3 bölgesine ait AH ile ilişkilendirilen proteinlerin listesi 
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4.4 Western Blot Yöntemi ValidasyonSonuçları 

 

MALDI-MSI analizleri ile elde edilen istatistiksel olarak anlamlı proteomik 

sonuçların validasyonu amacıyla, AH ile ilişkilendirilen 6 protein (Stathmin, NogoA, 

HSPa4, Eif3a, VCP ve EF-2) ile Western blot analizleri gerçekleştirildi. Bu proteinler 

R1 ve R3 bölgesinden yukarıda tanımlanan 5 grubu temsil edecek şekilde seçildi. 

Böylelikle, MALDI-MSI analizleri 2 farklı açıdan doğrulandı. Eif3a dışındaki tüm 

proteinlerin Western blot sonuçları istatistiksel olarak anlamlı ve MALDI-MSI 

sonuçları ile uyumlu bulundu. eIF3A validasyon sonucu da MALDI-MSI sonuçları ile 

uyumlu bulunurken, istatistiksel olarak anlamlılık gözlemlenmedi. 
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Şekil 18. Stathmin, NogoA, HSPa4, Eif3a, VCP ve EF-2 proteinlerine ait Western blot 

görüntüleri. İstatistiksel anlamlılık, normalite testi sonuçlarına bağlı olarak 

independant t-test ile değerlendirilmiştir (*p < 0,05, ns: not significant, anlamlı değil). 

Veriler, dağılım grafiği ve ortalama ± SEM ile gösterilmiştir. Grafiklerin altında 

proteinlere ait Western blot görüntüleri verilmiştir. 
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R1 

R2 

4.5 DESI-MSI Analizlerinin Sonuçları 

 

Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyin doku kesitlerinde DESI-MSI 

analizleri ile elde edilen lipit dağılım görüntülerinin, SCiLS Lab yazılımıyla 

gerçekleştirilen otomatik segmentasyon analizi sonucunda R1, R2 ve R3 olmak üzere 

3 farklı bölge tanımlandı. Bu bölgelere ait temsili segmentasyon haritası ve 

spektrumları Şekil 19’da gösterilmiştir. 

 

 

 

R3 
 
 
 

 

Şekil 19. R1, R2, R3 bölgelerine ait segmentasyon haritaları ve spektrumları 

 

SCiLS Lab yazılımı tarafından pik seçimi (peak picking) sonucunda elde edilen 

her bir beyin dokusunda ait m/z değerleri, her bir bölge (R1, R2, R3) için tek bir liste 

altında toplandı. R1 bölgesi için 366 adet m/z değeri, R2 bölgesi için 326 adet m/z 

değeri ve R3 bölgesi için 278 adet m/z değeri elde edildi. Ardından, 3 bölgeye ait m/z 

ve intensite değerleri kendi içlerinde 5xFAD transgenik ve kontrol grubu (örneğin R1- 

5xFAD vs R1-LM) olarak çevrimiçi MetaboAnalyst yazılımı aracılığıyla istatistiksel 

testler kullanılarak karşılaştırıldı. DESI-MSI analizlerinden elde edilen verilerin 

birbirleriyle karşılaştırılabilir hale getirilmesi için, öncelikle MetaboAnalyst yazılımı 
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ile total intensite normalizasyonu uygulandı ve sonrasında normalize edilen m/z ve 

intensite değerleri ile PCA analizi gerçekleştirildi. PCA analizi sonucunda R1, R2 ve 

R3 bölgelerinde 5xFAD transgenik ve kontrol grubu arasında belirgin bir ayrım 

gözlemlenmedi. 

 

Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyin doku kesitlerinin düşük 

ağırlıklı metabolit metodu kullanılarak DESI-MSI analizleri sonucunda elde edilen 

görüntülerinin SCiLS Lab yazılımıyla gerçekleştirilen otomatik segmentasyon analizi 

sonucunda doku kesitlerinde net bir bölgesel ayrım gözlemlenmedi. Bu nedenle, 

istatistiksel analizlere bölgesel ayrım gözlenmeksizin tüm doku kesiti üzerinden pik 

seçimi sonucunda elde edilen 190 m/z ve intensite değerleri ile devam edildi. Verilerin 

birbirleriyle karşılaştırılabilir hale getirilmesi için, öncelikle MetaboAnalyst yazılımı 

ile total intensite normalizasyonu uygulandı ve sonrasında normalize edilen m/z ve 

intensite değerleri ile PCA analizi gerçekleştirildi. PCA analizi sonucunda 5xFAD 

transgenik ve kontrol grubu arasında belirgin bir ayrım gözlemlenmedi. 

 

Elde edilen sonuçlar, her iki grubun (5xFAD transgenik vs kontrol) metabolomik 

profillerinin (hem lipit hem de düşük ağırlıklı metabolitler) benzer olduğunu ve 

5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokuları arasında yenidoğan seviyesinde 

metabolomik ifade farklılıkları bulunmadığını düşündürmektedir. Lipit metodu 

kullanılarak elde edilen m/z ve intensite değerlerine ait PCA analizi sonuçları Şekil 20 

ve düşük ağırlıklı metabolit metodu kullanılarak elde edilen verilere ait PCA analizi 

sonucu ise Şekil 21’de gösterilmiştir. 
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Şekil 20. R1, R2 ve R3 bölgelerine ait m/z ve intensite değerlerinin PCA analizleri 
 

 

Şekil 21. Düşük ağırlıklı metabolit metodu sonucunda elde edilen m/z ve intensite 
değerlerine ait PCA analizi (ALM: Kontrol, ALZ: 5xFAD transgenik) 

R
1 

R
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5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokuları arasında istatistiksel anlamlı 

farklılıklar görülmemesine rağmen her iki metot sonucunda elde edilen m/z değerleri 

çevrimiçi LIPID MAPS (www.lipidmaps.org) ve Metabolomics Workbench 

(www.metabolomicsworkbench.org) veritabanları kullanılarak en düşük ppm hata 

oranı ile ayrı ayrı tanımlandı. R1, R2 ve R3 bölgesine ait toplam 40 lipit tanımlandı ve 

yapılan literatür taraması sonucunda bu lipitlerden 8 tanesinin AH çalışmalarında 

gözlemlendiği tespit edildi (Tablo 21). Analizler sonucunda, R1 bölgesinde 5 lipit, R2 

bölgesinde 15 lipit ve R3 bölgesinde 20 lipitin göreceli olarak arttığı gözlemlendi. 

Düşük ağırlıklı metabolit metodu ile gerçekleştirilen DESI-MSI analizleri sonucunda 

elde edilen 190 adet m/z değerinden 7 adet tanımlama gerçekleştirildi (Tablo 22). 

Tanımlanan lipit ve düşük ağırlıklı metabolitlerin doku kesiti üzerindeki dağılımları 

Şekil 22 ve Şekil 23’te temsili olarak gösterilmiştir. 

http://www.lipidmaps.org/
http://www.metabolomicsworkbench.org/
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Tablo 21. Lipit metodu kullanılarak tanımlanan metabolitlerin listesi 

 
DESI m/z LipidMaps m/z Tanımlama Formül 

732.5211 732.5185 PS O-33:1 C39H76NO9P 

738.5032 738.5079 PE 36:4 C41H74NO8P 

744.5589 744.5549 PE 36:1 C41H80NO8P 

747.5182 747.5182 PG 34:1 C40H77O10P 

748.5155 748.5134 PS 33:0 C39H76NO10P 

751.5406 751.5366 MGDG 34:3 C43H76O10 

760.5119 760.5134 PS 34:1 C40H76NO10P 

762.568 762.5655 PS O-35:0 C41H82NO9P 

764.5278 764.5236 PE 38:5 C43H76NO8P 

766.5437 766.5392 PE 38:4 C43H78NO8P 

773.5252 773.5209 MGDG 36:6 C45H74O10 

774.5314 774.5291 PS 35:1 C41H78NO10P 

775.5389 775.5366 MGDG 36:5 C45H76O10 

776.5478 776.5447 PS 35:0 C41H80NO10P 

778.5435 778.5392 PC 36:5 C44H78NO8P 

780.5183 780.5185 PE 38:5; O C43H76NO9P 

786.5252 786.5291 PS 36:2 C42H78NO10P 

788.5202 788.5236 PE 40:7 C45H76NO8P 

792.5519 792.5549 PE 40:5 C45H80NO8P 

794.5357 794.5342 PS O-38:5 C44H78NO9P 

795.5427 795.5417 FA 48:10;O7 C48H76O9 

796.5511 796.5498 PS O-38:4 C44H80NO9P 

806.5434 806.5458 SHexCer 36:1;O2 C42H81NO11S 

807.5388 807.5393 PI O-33:1 C42H81O12P 

810.5322 810.5291 PS 38:4 C44H78NO10P 

812.5339 812.5295 IPC 34:0;O4 C40H80NO13P 

816.5523 816.5549 PE 42:7 C47H80NO8P 

818.5689 818.5705 PE 42:6 C47H82NO8P 

820.5085 820.5134 PS 39:6 C45H76NO10P 

833.5197 833.5186 PI 34:2 C43H79O13P 

834.5762 834.5771 SHexCer 38:1;O2 C44H85NO11S 

836.5537 836.5543 Dideoxymycobactin C47H75N5O8 

838.5638 838.5604 PS 40:4 C46H82NO10P 

840.5787 840.576 PS 40:3 C46H84NO10P 

858.5318 858.5291 PS 42:8 C48H78NO10P 

859.534 859.5342 PI 36:3 C45H81O13P 

867.507 867.5029 PI 37:6 C46H77O13P 

882.5276 882.5291 PS 44:10 C50H78NO10P 

885.5628 885.5581 DGDG 32:3 C47H82O15 

933.5452 933.5499 PI 42:8 C51H83O13P 
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Tablo 22. Düşük ağırlıklı metabolit metodu ile tanımlanan metabolitlerin listesi 

 
DESI m/z LipidMaps m/z Tanımlama Formül 

171.1389 171.1391 FA (10:0) C10H20O2 

  2-amino-3-oxo-  

174.0383 174.0408 C6H9NO5 

  hexanedioic acid  

175.0273 175.0248 FA (6:2;O4) C6H8O6 

191.0193 191.0197 FA (6:2;O5) C6H8O7 

255.2315 255.233 FA 16:0 C16H32O2 

283.2613 283.2612 Oleic acid C18H32O2 

 
346.0561 

Adenosine 
346.0558 C10H13N5O7P 

  monophospate  
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Kontrol 5xFAD 
 

 

m/z 744.5589 

PE (36:1) 
 
 

 
m/z 747.5182 

PG (34:1) 
 
 

 
m/z 773.5252 

MGDG (36:6) 
 
 

 
m/z 810.5322 

PS (38:4) 
 
 
 

 
m/z 867.507 

PI (37:6) 
 
 

 
m/z 885.5628 

DGDG (32:3) 
 
 

 
Şekil 22. 5xFAD ve kontrol beyin doku kesitlerinde lipit metoduyla tanımlanan m/z 

değerlerinin doku üzerindeki dağılımları 
0% 100% 
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Kontrol 5xFAD 

 

m/z 174.0383 

2-amino-3-oxo- 
hexanedioic 
acid 

 
 

 
m/z 255.2315 

FA 16:0 
 
 

 
m/z 346.0561 

Adenosine 
monophosphat

e 

 

0% 100% 
 

 

Şekil 23. 5xFAD ve kontrol beyin doku kesitlerinde metabolit metoduyla tanımlanan 

m/z değerlerinin doku üzerindeki dağılımları 
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5 TARTIŞMA 

 

 
Demansın en yaygın formu olan AH, beyinde atrofi ile birlikte hafıza ve bilişsel 

fonksiyonların kaybolması ile tanımlanan ve nöropatolojik olarak ekstraselüler SP’ler, 

intraselüler NFY’ler, nöroinflamasyon, nöron ve sinaps kaybıyla karakterize 

nörodejeneratif bir hastalıktır (88). AH’ye yönelik tedaviler yalnızca semptomatik 

iyileşme sağlarken, nöropatolojik durumu değiştirmeye yönelik tedaviler eksik 

kalmaktadır. Bu durumun en temel sebebi AH’nin moleküler mekanizmalarının 

tümüyle anlaşılamamış̧ olmasından kaynaklanmaktadır. Post-mortem AH beyin 

dokusu kullanılarak yapılan çalışmalar, hastalık sürecinin sonunda mevcut olan 

moleküler değişiklikler hakkında önemli bilgiler sağlamaktadır. Ancak bu çalışmalar, 

hastalık patolojisinin hangi noktada başladığını ve bu başlangıç noktasında meydana 

gelen moleküler değişiklikleri açıklamada sınırlı kalmaktadır. AH fare modelleri, 

hastalığın başlangıcında ve ilerlemesinde beyinde meydana gelen moleküler 

değişikliklerin aydınlatılmasına olanak sağlamaktadır. Bu nedenle, çeşitli AH fare 

modelleri kullanılarak, hastalığın sebeplerinin ve oluşum mekanizmalarının 

aydınlatılmasını hedef alan temel çalışmalar büyük önem taşımaktadır. Bu tez 

çalışmasında, yenidoğan 5xFAD beyin dokusundaki proteomik ve metabolomik 

değişiklikler bölgesel olarak incelenmiş ve elde edilen bilgilerin erken dönem 

nörodejenerasyon ile ilişkisi araştırılmıştır. Ayrıca, ko-kültür deneyleri ile yenidoğan 

5xFAD farelerde hasta ve sağlıklı nöron profillerinin birbiri üzerine etkisi 

incelenmiştir. Yapılan literatür taraması sonucunda, yenidoğan farelerde farklı beyin 

bölgelerini kapsayan AH’ye yönelik herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

 

5.1 Primer Hücre Kültürü 

 

Tez çalışmasının ilk basamağında nörodejenerasyonda “Seyirci Etkisi” 

(Bystander Effect) olarak isimlendiren faktörün erken nörodejenerasyon kavramındaki 

rolü araştırılmıştır. Seyirci etkisi, nörodejenerasyondan etkilenen ve/veya 

nörodejenerasyonun başlangıcında olan hücrelerin diğer sağlıklı hücreleri etkilediği 

görüşünü temel alan bir hipotezdir. Yenidoğan farelerde primer hücre kültürü 

çalışmaları transgenik (5xFAD), kontrol (non-transgenik) ve transgenik + kontrol 
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(5xFAD + non-transgenik) ko-kültürleri olarak üç grup halinde yapılmıştır. Burada, 

doğuştan hasarlı olduğu düşünülen 5xFAD beyin hücrelerinin, kontrol yani sağlıklı 

beyin hücreleri üzerindeki nörodejeneratif etkisi proteomik yöntemler ile 

araştırılmıştır. Bu amaçla, yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol fare beyinleri 

korteks, serebellum ve hipokampüs olmak üzere mikroskop altında 3 bölgeye ayrılmış 

ve bu bölgelerden primer hücre kültürü yapılmıştır. Araştırılmak istenen Seyirci Etkisi 

kapsamında transgenik hücrelerin kontrol hücreleri üzerinde protein bazında yaptığı 

değişiklikler LC-MS/MS ile tespit edilmiştir. Tüm beyin doku analizleri yerine beyin 

dokusunun spesifik 3 bölgeye ayrılıp incelenmesinin nedeni çalışmanın bölgesel 

protein değişikliklerini araştırmayı hedef almasıdır. 

 

Korteks, serebellum ve hipokampüs bölgelerine ait primer hücre kültürü 

örneklerinin LC-MS/MS ile analizi sonucu elde edilen protein sayıları Tablo 10’da 

verilmiştir. Hipokampüs bölgesine ait toplam 712 protein tanımlanmış, ancak bu 

proteinlerden hiçbiri istatistiksel olarak anlamlı (p < 0,05) bulunmamıştır. Bunun 

nedeni olarak, verilerin değişim katsayısı (değişim katsayısı ≥ 1,3) eşiğinin altında 

kalmasıdır. Protein ekspresyon seviyesinde 1,2 katlık bir değişimin biyolojik bir 

etkisinin olacağı kabul edilmekle beraber, LC-MS/MS analizlerinde cihazların teknik 

yeterliliklerinden kaynaklanan hata payları bulunduğundan ötürü, sınır değer olarak 

1,3 kat değişimin altında kalan proteinler anlamlı olarak değerlendirilmemektedir. Bu 

nedenle, hipokampüs bölgesinde gerçekleşen potansiyel biyolojik değişiklikleri 

aydınlatmak için alternatif yaklaşımlar veya daha büyük örnek grupları kullanılarak 

araştırma yapılması gerekmektedir. 

 

Korteks bölgesinde, kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı farklılık gösteren 

transgenik ve ko-kültür grubu arasında 18 ortak protein gözlemlenmiştir. Bu 

proteinlerin Reactome Pathways yazılımı aracılığıyla yapılan yolak analizleri 

sonucunda mitokondriyal yağ asidi beta-oksidasyonu, demir alınımı ve taşınımı, 

nöreksinler ve nöroliginler, botulinum toksin tip G toksisitesi, sinapslarda protein- 

protein etkileşimleri ile ilgili yolaklar tespit edilmiştir (Tablo 15). Nöreksinler ve 

nöroliginlerin sinaptik proteinler olmasından dolayı, sinapslarda protein-protein 

etkileşimleri ile birlikte tartışılmıştır. 
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Yağ asitlerinin oksidatif yıkımı, öncelikle mitokondri, ikincil olarak ise 

peroksizomda gerçekleşmektedir (89). Yağ asitlerinin beyin enerjisi gereksinimini 

karşılamadaki yakıt substratları olarak rolü belirsizliğini korumaktadır (90). Ancak, 

özellikle peroksitlenmiş yağ asitlerinin zamanında yıkımı, hücresel fonksiyonlar 

üzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle beyin sağlığı için kritik öneme sahiptir (91). 

Glikozun oksidatif yıkımı ile karşılaştırıldığında, mitokondrilerdeki yağ asidi beta- 

oksidasyonu daha yüksek miktarda reaktif oksijen türleri (ROS) üretmektedir (90). 

Nöronlar yüksek metabolik hıza sahip olup oksidatif hasara karşı oldukça duyarlıdırlar 

çünkü ROS'u detoksifiye etme kapasiteleri sınırlıdır (89). Nöronların bu sınırlı 

antioksidan kapasitesi, artan ROS, oksidatif stres ve peroksidize olmuş lipit birikimine 

yol açmaktadır (90,92). Artan ROS seviyesi, AH nöropatolojisine yatkın beyin 

bölgelerinde yüksek oksidatif strese neden olmaktadır (93). Beyin, yüksek oksijen 

ihtiyacı ve lipit açısından zengin yapısı nedeniyle oksidatif strese karşı özellikle 

hassastır. Bu nedenle, oksidatif stresten kaynaklanan beyin hasarı, merkezi sinir 

sistemi işlevlerini bozabilmekte ve ilerleyici hücre hasarı, nörodejenerasyon ve hücre 

ölümüne neden olabilmektedir (94). Ayrıca, nöronlarda mitokondriyal ve sinaptik 

disfonksiyon olarak kendini göstermektedir (93,95). Oksidatif stres kaynaklı nöronal 

fonksiyon bozukluğu, AH’nin tedavisinde yeni ilaçların bulunmasında giderek önem 

kazanmaktadır (93). 

 

Çok sayıda çalışma bakır, demir, çinko, magnezyum ve alüminyum gibi metal 

iyonlarının, AH'nin ortaya çıkışı ve gelişiminde rol oynadığını göstermiştir (96,97). 

Ayrıca yapılan klinik çalışmalar sonucunda, Alzheimer hasta beyinlerinde bakır, demir 

ve çinko seviyelerinin yükseldiği tespit edilmiştir (98). Bu nedenle, metal iyonların 

nöronal metabolizmayı etkilediği, oksidatif strese neden olduğu ve Aβ birikimini ve 

senil plakların oluşumunu teşvik ettiği düşünülmektedir (99). Beyinde demir, sadece 

miyelin ve nörotransmitterlerin sentezinde ve metabolizmasında yer almakla 

kalmamakta, aynı zamanda nöronların yüksek metabolik kapasitesinin korunmasında 

da önemli bir rol oynamaktadır (96,100). Normal fizyolojik koşullar altında demir 

metabolizması, beyindeki homeostazı korur. Demir alınımı, taşınması veya 

metabolizmasındaki bozuklukların, beyinde nörodejeneratif etkileri olduğu 

bildirilmiştir (96). İnsan vücudunda en bol bulunan redoks-aktif metal olan demirin 
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beyinde birikimi, nörodejeneratif hastalıkların önemli bir göstergesi olarak kabul 

edilmektedir. AH’de demir birikimi, hücresel hasarlara yol açan ROS oluşumundan, 

Aβ agregasyonu ve oligomerizasyonunu artırarak Aβ toksisitesine katkıda 

bulunmaktan ve tau proteininin hiperfosforilasyonu ve agregasyonundan sorumlu 

olarak görülmektedir (32). 

 

Bağlantılar, nöronların en belirleyici özelliklerinden biridir ve sağlıklı sinapslar 

olmadan, nöronlar bilişsel ve diğer sinirsel süreçleri tanımlayan uyarıları iletemezler. 

Sinapsların işlevleri, protein-protein etkileşimleri aracılığıyla modüle edilir (101). 

Bozulmuş sinaptik bağlantılar, nöronal işlev bozukluğuna yol açmaktadır. Sinaptik 

dejenerasyon ve sinaptik hasarın, AH’nin gelişiminin erken evrelerinde meydana 

geldiği ve ayrıca AH ile diğer nörodejeneratif bozukluklarda gözlemlenen demans ve 

bilişsel bozukluklara yol açtığı düşünülmektedir (5,101). Sinaptik bağlantı kaybı, pre- 

veya post-sinaptik proteinlerdeki değişikliklerden kaynaklanabilmektedir (101). 

Nöreksinler ve nöroliginler, sinaptik hücre adhezyon molekülleridir ve sinapslarda 

pre-sinaptik ve post-sinaptik nöronları birbirine bağlar, sinaptik geçiş yoluyla 

sinyalleşmeyi sağlar ve sinaptik işlevleri belirleyerek sinir ağlarının özelliklerini 

şekillendirirler (102). Çeşitli araştırmalarda, nöreksinler ve nöroliginlerin AH’nin 

gelişiminde, ilerlemesinde ve hastalığın altında yatan sinaptik kayıpta rol 

oynayabileceği gösterilmiştir (101,103). 

 

Botulinum toksini ve AH arasında doğrudan bir ilişki bulunmamaktadır. Ancak 

yakın zamanda yapılan bir çalışmada, botulinum nörotoksininin nöronlarda patolojik 

tau proteininin aksonal salınımını düzenlediği gösterilmiştir (104). Ayrıca bazı 

araştırmalar, botulinum toksininin, sinir hücrelerinin aktivitesini düzenleyen ve sinir 

iletimini engelleyen bir mekanizma kullanarak AH’nin semptomlarını 

hafifletebileceğini öne sürmektedir. Botulinum nörotoksin enjeksiyonunun farelerde 

öğrenme ve hafızayı iyileştirdiği literatürde gösterilmiştir (105). 

 

Serebellum bölgesinde, kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı farklılık 

gösteren transgenik ve ko-kültür grubu arasında 10 ortak protein gözlemlenmiştir. 

Serebellum bölgesinde korteks bölgesine kıyasla daha az değişim gözlenmesinin 
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sebebinin, serebellum bölgesinin hastalıktan en geç̧ ve en az etkilenen beyin bölgesi 

olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

 

Serebellum bölgesi transgenik ve ko-kültür gruplarına ait kontrole kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık gösteren ortak proteinlerin Reactome Pathways 

yazılımı aracılığıyla yapılan yolak analizleri sonucunda CRMP'lerin Sema3A 

sinyalizasyonundaki rolü, semaphorin etkileşimleri ve SARS-CoV-1 ile ilgili yolaklar 

tespit edilmiştir. Bu yolaklara ait proteinlerin listesi ve değişim katsayıları Tablo 16’da 

verilmiştir. Sema3A'nın (semaphorin 3A) semaphorin ailesinin bir üyesi olmasından 

dolayı, CRMP'lerin Sema3A sinyalizasyonundaki rolü ve semaphorin etkileşimleri 

birlikte tartışılmıştır. 

 

Dihydropyrimidinase-related proteinler olarakta adlandırılan collapsin response 

mediator proteinleri (CRMP), beş homolog sitozolik fosfoproteinden (CRMP1-5) 

oluşan bir ailedir (106,107). CRMP’lerin hepsi, gelişmekte olan beyin ve yetişkin sinir 

sisteminde yüksek düzeyde ifade edilirler. Bu proteinlerin, hücre içi ve hücre dışı 

yolaklarda sinyal iletiminde görevli olduğu ve fosforilasyon aracılığıyla hücre göçü, 

nörit uzaması, aksonal rehberlik, dendritik diken gelişimi ve sinaptik plastisite dahil 

olmak üzere çeşitli hücresel süreçlerde önemli roller oynadığı tespit edilmiştir (106). 

Ayrıca CRMP'ler, nöronal polarite ve farklılaşmanın, dendritik desenlemenin 

(patterning), sinir ağı organizasyonu ve yeniden yapılanmasının temeli olarak kabul 

edilmektedir. Yapılan çalışmalar CRMP'lerin özellikle nöropsikiyatrik, nörolojik ve 

nörodejeneratif bozukluklar olmak üzere çeşitli insan patolojilerinde de önemli rolleri 

olduğunu göstermektedir (107). CRMP’lerin AH üzerindeki rolüne yönelik çalışmalar 

giderek artmaktadır. Yapılan çalışmalar CRMP’lerin (özellikle CRMP5) 

mikrotübüllerin yeniden şekillenmesini durdurarak, GluA1 yüzey expresyonunun 

inhibisyonu yoluyla uyarıcı iletimi (excitatory transmission) azaltarak ve 

mitokondriyel işlevi bozarak AH’de önemli rolleri olduğunu ortaya koymuştur. 

Yapılan bir çalışmada, üç farklı AH mutasyonu taşıyan transgenik (3xTg) farelerde 

CRMP5’in aşırı ekspresyonu hafıza kaybını hızlandırdığı gözlemlenmiştir (107). 

CRMP genlerinin ifadesi serebral korteks, serebellum, dentate gyrus ve hipokampüsün 

diğer bölgelerinde tespit edilmiştir (108). 
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CRMP’lerin Sema3A sinyalizasyonu tarafından düzenlendiği ve bunun 

muhtemelen hem belirli kalıntıların fosforilasyonuyla hem de CRMP yapısındaki 

konformasyonel değişikliklerle gerçekleştiği düşünülmektedir (109). Sema3A 

sinyalizasyonunun AH gibi nörodejeneratif hastalıklarda bozulan sinaptogenez ve 

sinaptik plastisiteyi aktif olarak düzenlediği öne sürülmüştür (110). Sema3A'nın, 

AH’de görülen nörodejenerasyonun erken evrelerinde rol oynayabileceği hipotezi öne 

sürülmüştür. Ayrıca, Sema3A ekspresyonu ve salınımındaki bir düzensizliğin AH 

beyinlerinde olası bir erken gösterge olabileceği, NFY'den yoksun nöronlarda bile 

gözlendiği ve bu nedenle tau hiperfosforilasyonu ve agregasyonundan önce olabileceği 

öne sürülmüştür. Sema3A ile olası bir downstream tau hiperfosforilasyonu arasındaki 

ilişkinin, Sema3A sinyalizasyonunda yer alan kinazlardan kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir (110,111). Son araştırmalar, Sema3A’ya bağlanarak nöronlardaki 

biyolojik süreçleri düzenleyen PLXNA4 geninde AH ile ilişkili tek nükleotid 

polimorfizmleri (single nucleotide polymorphism, SNP) tespit ederek tau 

fosforilasyonunu Sema3A sinyalizasyonu ile ilişkilendirmektedir. AH ile ilişkili en üst 

sıralarda listelenen SNP’lerin çoğu Sema3A bağlanma bölgesini kodlayan bölgede yer 

almaktadır (110,112). Bunlara ek olarak, in vitro koşullarda nöral progenitör 

hücrelerin, duyu nöronlarının, serebellar granül hücrelerin ve sempatik nöronların 

apoptozunu doğrudan indükleyebilmesi nedeniyle, AH nörodejenerasyonunda 

doğrudan rol oynayabileceği düşünülmektedir (113). 

 

Elde edilen veriler, neonatal serebellum hücre kültüründe CRMP ailesine üye iki 

proteinin ifadesinin transgenik grupta kontrol gruba kıyasla arttığını göstermektedir. 

Bu bulgular, literatürdeki bulgularla uyumlu ve destekleyici niteliktedir. AH 

patogenezinde aktif olarak rol alan bu proteinlerin neonatal kadar erken dönemde 

gözlemlenmesi hastalığın başlangıcında önemli rol oynadığını düşündürmektedir. 

Ayrıca, bu proteinlerin ifadelerinin ko-kültür grubunda da kontrol grubuna kıyasla 

artışının gözlemlenmesi, bu proteinlerin diğer sağlıklı hücreleri etkileyici etkisi 

olabileceğini önermektedir. Distrofik aksonlar ve dendritler ile işlevsiz sinapslar, 

AH'de nörodejenerasyona neden olan hafıza eksikliklerinin merkezinde yer 

almaktadır. Bu nedenle, sinaptik yapıların oluşumunda, yeniden şekillendirilmesinde 

veya onarılmasında ve pek çok nörogelişimsel süreçlerde kilit rol oynadığı bilinen 
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CRMP'ler gibi özgün moleküllerin, AH'nin erken teşhisi ve tedavisinde etkili 

olabileceği çeşitli çalışmalar tarafından bildirilmiştir (107,108). 

 

Serebellum bölgesi transgenik ve ko-kültür gruplarına ait kontrole kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık gösteren ortak proteinlerin Reactome Pathways 

analizinde, bu proteinlerin SARS-CoV-1 ile ilgili yolaklarda katılım göstermesinin bir 

sebebi, son yıllarda SARS-CoV-1'in yoğun bir şekilde araştırılmasıdır. Bu grupta yer 

alan proteinlere bakıldığında, aynı iki protein (40S ribosomal protein S20 ve 

heterogeneous nuclear riboprotein A1) üç yolakta da gözlemlenmiş ve bireysel 

düzeyde bu proteinlerin ayrıca AH ile ilişkilendirildikleri tespit edilmiştir. 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1) proteininin rolünün kanser 

gibi pek çok farklı hastalıkta incelenmiş olmasına rağmen hnRNP A1 

disfonksiyonunun nörodejeneratif hastalıkların patogenezine katkıda bulunduğu ancak 

yakın zamanda gösterilmiştir (114). Bu durum, bu proteinlerin neden nörodejeneratif 

bir yolakla değil de SARS-CoV-1 yolaklarıyla ilişkilendirildiğini açıklayabilir. 

 

Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklarda 

gözlemlenen ortak özellik, sitoplazma veya çekirdek içinde yanlış katlanmış, 

çözünmeyen proteinlerin toksik birikimidir (115). Ancak yakın zamanda yapılan bazı 

çalışmalar, nörodejenerasyonda anormal protein birikiminden çok, nörolojik 

patogenezde tetikleyici bir faktör olarak muhtemel RNA bozukluklarına doğru 

kaymakta ve RNA metabolizmasına (RNA transkripsiyonu, pre-mRNA splicing, 

mRNA taşınması, translasyon, sekestrasyon ve degradasyon) önemli ölçüde katkıda 

bulunan RNA bağlayıcı proteinler (RNA binding proteins, RBP'ler) üzerine 

yoğunlaşmaktadır (116,117). 

 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 (hnRNP A1), nöronlarda yüksek 

düzeyde ifade edilen önemli bir RNA bağlayıcı proteindir. hnRNP A1'in ana işlevi, 

transkripsiyon, pre-mRNA'nın alternatif kesilip eklenmesi, translasyon, miRNA 

işlenmesi ve mRNA stabilitesi gibi çeşitli RNA metabolik süreçlerini düzenlemektir 

(114,118). AH risk genlerinin incelendiği bir çalışmada, Alzheimer hastaları ile 

kontrol grubu arasında hnRNP A1 geninde farklılıklar tespit edilmiştir (118,119). 

Araştırmalar,  hnRNP  A1'in  hem  Aβ  hem  de  tau  agregatlarının  oluşumunu 
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etkileyebileceğini öne sürmektedir. hnRNP A1'in Aβ oluşumunu etkilediği teorisi, 

APP’ye ait pre-mRNA'nın alternatif kesilimi (alternatif splicing) aracılığıyla 

gerçekleştiği düşünülmektedir (120). Ayrıca, kolinerjik sinyalleşmenin hnRNP A1 

ekspresyonunu kontrol etmede de rol oynayabileceği ve AH'de gözlemlenen kolinerjik 

nöron kaybının hnRNP A1'in down-regülasyonuna ve APP’ye ait mRNA'nın modifiye 

alternatif kesilimine katkıda bulunabileceği belirtilmektedir (121). Ek olarak, AH fare 

modelinde yapılan bir çalışmada hnRNP A1'in önemli ölçüde azaldığı gözlemlenmiştir 

(118). Elde edilen veriler, neonatal serebellum hücre kültüründe hnRNP A1'in 

transgenik ve ko-kültür grubunda kontrol grubuna kıyasla azaldığını göstermiştir ve 

bu bulgu literatürü destekler niteliktedir. 

 

5.2 MALDI-MSI Analizleri 

 

Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI 

analizleri sonucunda, SCiLS Lab yazılımı ile gerçekleştirilen unsupervised 

segmentasyon analizi ile R1, R2 ve R3 olmak üzere üç farklı bölge belirlendi. MALDI- 

MSI yöntemi ile analiz edilen lamlar, doku kesitlerinin anatomisinin belirlenmesine 

yardımcı olmak için hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandı ve histolojik inceleme 

için kullanıldı (Şekil 16). Prenatal fare beyin atlasına göre, R1 bölgesinin büyük ölçüde 

korteks ve kaudat putameni, R2 bölgesinin ventriküler ve subventriküler bölgeleri, R3 

bölgesinin ise korpus kallozum ve septal çekirdekleri (medial septal çekirdek ve lateral 

septal çekirdek) temsil ettiği gözlemlendi. Belirlenen bu bölgelerin AH ile ilişkisi, 

literatürde bulunan diğer çalışmalarla uyumluluk göstermektedir. R1, R2 ve R3 

bölgelerinde toplam 35 proteinin anlamlı ifade farklılığı gösterdiği istatistiksel 

analizler sonucunda tespit edildi. Yapılan detaylı literatür taraması sonucunda, 

tanımlanan 35 proteinden yalnızca 26 tanesi AH ile ilişkilendirildi (Tablo 17). Geriye 

kalan 9 proteinin AH hastalığı ile ilişkisi ilk kez bu tez çalışmasında gösterilmiştir. 

Anlamlı farklılık gösteren 26 proteinin AH ile ilişkisini detaylı incelemek amacıyla 

proteinler 5 gruba ayrıldı. Bu gruplar, sinaptik plastisite ile ilişkili proteinler, aksonal 

dejenerasyon, otofaji, nörokoruyucu özelliklere sahip proteinler ve diğerleri olarak 

adlandırılan proteinleri içermektedir. MALDI-MSI analizleri ile elde edilen 

istatistiksel olarak anlamlı proteomik sonuçların validasyonu amacıyla, AH ile 
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ilişkilendirilen 6 protein seçilerek Western blot analizleri gerçekleştirildi. Analizlerin 

2 farklı açıdan doğrulanması amacıyla, bu proteinler R1 ve R3 bölgesini ve yukarıda 

tanımlanan 5 grubu temsil edecek şekilde seçildi. 

 

Literatür taramaları sonucunda 26 proteinden 14 tanesi (sırasıyla R1, R2 ve R3 

bölgelerinde 9, 4 ve 1 protein) AH ile doğrudan veya dolaylı olarak sinaptik plastisite 

ile ilişkilendirilmiştir. Bu proteinler R1 bölgesinde Sae2, Nedd4, Tlr12, Stmn, Nogo, 

EF-2, SNAP-47, PAI- RBP1, Basp1; R2 bölgesinde Car, M6a, Act, SGN2 ve R3 

bölgesinde Endop2'dir (Tablo 20). Sinaptik plastisite ile ilişkili proteinlerin çoğu (14 

proteinden 9'u) büyük ölçüde korteksi temsil eden R1 bölgesinde görülmektedir. 

Şiddetli AH patolojisi olan beyinlerde sıklıkla etkilenen korteks bölgesinin sinaptik 

plastisite için önemli olması ve sinaptik plastisite ile ilişkili proteinlerin çoğunun 

kortekste (R1) gözlemlenmiş olması, bulguların ve MALDI-MSI sonuçlarının 

bağımsız doğrulanmasını sağlamaktadır (122,123). 

 

AH ile ilişkilendirilen 26 proteinden 5 tanesinin nörokoruyucu özellikleri olduğu 

literatür yardımıyla belirlendi (124–128). Bu proteinler, R1 bölgesinde Rufy3; R2 

bölgesinde Aldh, NSE, MAPK1 ve R3 bölgesinde Hspa4’tür. Son zamanlarda yapılan 

bir çalışmada, Rufy3'ün aşırı ifadesi nöronal akson onarımını ve sinaptik plastisiteyi 

teşvik ettiği ve nörokoruyucu bir etki gösterdiği görülmüştür (124). NSE; 

proliferasyon, rejenerasyon, büyüme ve farklılaşma gibi nörotrofik aktivitelere 

sahiptir. Nöronların hayatta kalmasını, farklılaşmasını ve nörit rejenerasyonunu, 

mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal iletim yolu aktivasyonu aracılığıyla 

kontrol ederek AH gibi Aβ ile ilişkili nörodejenerasyonda nörokoruyucu bir rol 

sergiler (126). Hspa4, heat shock protein 110 (HSP) ailesinin bir üyesidir (129). 

HSP'ler, intraselüler ve ekstraselüler alanlardaki proteinlerin agregasyonunu ve 

disagregasyonunu kontrol eden şaperonlardır. Kanıtlar, HSP'lerin, AD gibi 

nörodejeneratif bozukluklarda tipik olan protein agregasyonuna karşı koruyucu 

etkisini desteklemektedir (128). Rufy3, NSE, Aldh ve Hspa4 ekspresyon seviyelerinin, 

neonatal 5xFAD beyinlerinde kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı şekilde 

arttığı gözlenmiştir. 
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Endofilin 2 (Endo2) proteini daha önce AH ile ilişkilendirilmiş olmasına rağmen, 

AH patogenezindeki rolü henüz detaylı olarak incelenmemiştir. Ancak literatürde, 

Endofilin B1'in kaybının Aβ birikiminde artışa neden olduğu bildirilmiştir, bu nedenle 

Endofilin B1'in AH'de nörokoruyucu bir rol oynadığı öne sürülmüştür (130). Yukarıda 

nörokoruyucu özelliklere sahip olduğu bildirilen diğer proteinler gibi, Endofilin 2 

ifade düzeyi de yenidoğan 5xFAD grubunda kontrole kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur. Endofilin 2 ve Endofilin B1 proteinlerinin aynı 

aileye ait olması nedeniyle, bu artışın Endofilin 2 proteininin nörokoruyucu etkisinden 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Bununla birlikte, bu teorinin daha kapsamlı 

deneylerle desteklenmesi gerekmektedir. 

 

Aksonal dejenerasyon, hem normal gelişim sırasında aksonun yeniden 

şekillenmesi (remodelling) gibi fizyolojik koşullarda hem de yaralanma veya 

nörodejeneratif bozukluklar gibi patolojik koşullarda meydana gelen yaygın bir 

fenomendir (131). Normal şartlarda, yeniden şekillenme sırasında akson 

dejenerasyonu çok hızlı gözlemlenir, ancak AH gibi nörodejeneratif hastalıklarda 

aksonların dejenerasyonu çok daha uzun sürmektedir. Bazı nörodejeneratif 

bozuklukların başlangıcında görülen progresif aksonal dejenerasyonu Aβ ve tau 

birikimi ile bağlantılı bulunmuş ve AH'nin erken evreleriyle ilişkilendirilmiştir (132). 

MALDI-MSI analizleri sonucunda, R1 bölgesinde aksonal dejenerasyon ve AH ile 

ilişkili üç protein (Rufy3, Nogo ve Basp1) tespit edilmiştir. Buna ek olarak, R2 

bölgesinde gözlenen IgSF3 proteininin detaylı literatür taraması sonucunda, IgSF3 

proteini ile AH veya diğer nörodejeneratif hastalıklar arasında herhangi bir ilişki 

bulunamamıştır. Ancak, IgSF3 proteininin serebral hücre kültüründe aksonal 

büyümeyi ve dallanmayı inhibe ettiği yayınlanmıştır (133). Aksonal büyümenin önemi 

ve aksonal dejenerasyonun AH'deki rolü göz önüne alındığında, bu proteinin ifade 

seviyesindeki artış ilk defa bu çalışmada AH ile ilişkilendirilmiştir. Bununla birlikte, 

IgSF3 ve AH arasındaki ilişkinin daha detaylı araştırılması gerekmektedir. 

 

AH'de gözlenen Aβ ve tau proteinlerinin metabolizması otofajiden önemli ölçüde 

etkilenmektedir (134). Otofaji, organel ve proteinlerin parçalandığı ve enerjiye 

dönüştürüldüğü lizozoma bağımlı, homeostatik bir süreçtir. Bu nedenle, otofajideki 

işlev bozukluğunun AH beyninde zararlı proteinlerin birikimine yol açabileceği öne 
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sürülmektedir (135). MALDI-MSI analizlerinin sonucunda, otofaji ve AH ile ilişkili 

R1 bölgesinde iki protein (Matr3 ve VCP) tanımlanmış ve bu proteinlerin ifade 

seviyelerinin yenidoğan 5xFAD transgenik grubunda kontrole kıyasla azaldığı 

gözlemlenmiştir. Literatürde ayrıca otofajide gözlemlenen artışın, AH patogenezinin 

seyrinde koruyucu bir rol oynayabileceği öne sürülmüştür (135). 

 

AH ile ilişkilendirilen 26 proteinden 5 tanesi (Fgb, Des, eIF3A, Tmpo ve TIM), 

yukarıda tanımlanan kategorilerden herhangi birine uymadığı için diğer grubu altında 

sınıflandırılmıştır. Des ve TIM proteinleri daha önce AH ile ilişkilendirilmiş, ancak 

yenidoğan 5xFAD beynindeki ifade seviyelerindeki artış ilk kez bu çalışmada 

gösterilmiştir (Tablo 20). Kan pıhtılaşmasında rol oynayan Fgb proteininin Alzheimer 

hastalarının plazmalarında arttığı bildirilmiştir (136). Ancak, bu proteinin yenidoğan 

5xFAD fare beynindeki bölgesel dağılımı ilk kez bu çalışmada MALDI-MSI 

analizleriyle gösterilmiştir. 

 

AH ile ilişkilendirilen proteinlerin ifade seviyelerindeki değişiklikler, korteks 

bölgesini temsil eden R1 bölgesinde gözlemlenen 3 protein dışında (Stmn, PAI-RBP1 

ve eIF3A), literatür ile uyumlu bulunmuştur. Literatüre göre, Alzheimer hasta 

dokularının hipokampüsünde Stmn protein seviyelerinde düşüş gözlenirken, AH fare 

modelinin korteks bölgesinde Stmn ifade seviyesinde artış gözlenmiştir ki bu sonuç 

tez çalışmasındaki bulgular ile uyumludur (1,137–139). Literatür ile bu çalışmada 

gözlemlenen farklılığın nedeninin, farklı beyin bölgelerinin (hipokampüs vs korteks) 

incelenmiş olmasından kaynaklandığı düşünülebilir. Literatür ile farklılık gösteren 

proteinlerden biri de PAI-RBP1 proteinidir. Alzheimer hastalarının post-mortem beyin 

dokularında immünohistokimyasal boyama (IHC) yöntemi ile PAI-RBP1 proteininin 

ifade seviyelerinde artış bildirilmiştir (140,141). Fakat, yenidoğan 5xFAD beyin 

dokusunda bu proteinin ifadesinde azalma gözlemlenmiştir. Ancak, yapılan çalışmada 

IHC boyama için alınan kesitlerin hangi bölge veya bölgelere ait olduğu hakkında 

detaylı bilgi verilmediği için, gözlemlenen bu farkın nedeninin çalışmalar arasındaki 

bölgesel farklılıklardan kaynaklanabileceği düşünülebilir. Son olarak, yenidoğan 

5xFAD fare modelinde eIF3A proteininin ifade seviyesinde azalma gözlemlenirken, 

Alzheimer hastalarının kanında önemli bir artış bildirilmiştir (142). Bu proteinin ifade 

seviyesindeki farklılığın, incelenen örnek türlerinin (5xFAD fare beyin dokusu vs 
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Alzheimer hasta kanı) farklılığından kaynaklandığı düşünülebilir. Tüm bu bulgular, 

bütün doku ve bölgesel doku kesiti çalışmalarının önemli ölçüde farklılıklar gösterdiği 

fikrini desteklemektedir. 

 

Sonuç olarak literatüre göre, 26 proteinden 14'ü beyinde bilgi depolama, hafıza 

oluşumu ve öğrenme süreçlerinin altında yatan hücresel mekanizmayı oluşturan 

sinaptik plastisite ile doğrudan veya dolaylı olarak ilişkilendirilmiştir. Sinaptik 

plastisite ve sinaps kaybı, bilişsel gerileme ile paralel olarak, AH’nin klinik 

belirtilerinin merkezinde yer almaktadır. AH’nin ilk klinik belirtisi, hafıza oluşumu ve 

depolanmasında yaşanan aksaklıklardır. Hastalığın erken evrelerinde, sinapsların ve 

sinaptik reseptörlerin sayısında global değişiklikler meydana gelir ve bu değişiklikler 

bilişsel gerileme ile en iyi korelasyonu göstermektedir (143,144). Uzun yıllar boyunca, 

AH ile ilişkili bilişsel gerilemenin birincil sebebinin nöron kaybı olduğu düşünülse de, 

artık sinaptik plastisitenin hücresel ve moleküler mekanizmalarındaki dengenin 

bozulmasının bu gerilemeden sorumlu olduğu teorisi yaygın olarak kabul görmektedir 

(145). Tüm bu bilgiler göz önüne alındığında, AH’nin bir sinaptopati olarak da 

değerlendirilebileceği son zamanlarda önerilmektedir ve bu da sinaptik plastisitenin 

AH’deki önemli rolünü daha da vurgulamaktadır (146). 

 

Amiloid kaskad hipotezi, yıllardır AH araştırmalarının ana odağı olmuştur. 

Beyindeki Aβ birikimi, amiloid görüntüleme ile gözlemlenebilmektedir. Bu yeni 

teknoloji sayesinde, bilinen bilişsel veya demans semptomları olmayan birçok sağlıklı 

yaşlı bireyin AH patolojisine sahip olduğu ve ayrıca klinik olarak teşhis edilmiş AH 

olan hastaların hiç veya çok az Aβ birikimine sahip olduğu keşfedilmiştir (147). Bu 

bulgular göz önüne alındığında, amiloid kaskad hipotezi tutarlı değildir ve Aβ 

plaklarının varlığı, AH’nin klinik özellikleriyle doğrusal bir ilişki göstermemektedir. 

Ayrıca, başarısız klinik çalışmalar ve etkili bir tedavinin geliştirilememesi, hastalığı 

anlamamızda önemli bir boşluk olduğuna işaret etmekte ve alternatif bir bakış açısının 

geliştirilmesinin gerekli olduğunu göstermektedir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, 

AH'nin patogenezinde rol oynayan diğer faktörleri veya olayları bulmaya yönelmiştir 

(148). AH'nin ayırt edici özelliklerinin ötesinde, hastalığın klinik özellikleriyle, 

özellikle de demans ve bilişsel bozuklukla daha yakından ilişkili başka patolojik 

olaylar da bulunmaktadır. Sinaptik dejenerasyon, erken patojenik bir olaydır ve AH’de 
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görülen bilişsel bozulmanın en iyi patolojik göstergesidir (149,150). Bu nedenle, 

sinaptik plastisite, AH’nin biyolojik fenotipi ile klinik özellikleri arasındaki en önemli 

biyolojik bağlantı olarak görünmektedir. 

 

5.3 DESI-MSI Analizleri 

 

Kütle spektrometresi görüntüleme tekniğine dayanan birçok metabolik temelli 

çalışma AH’nin beyindeki metabolit değişiklikleriyle yakından ilişkili olduğunu 

göstermiştir (151–154). Artan kanıtlar, beyinde görülen metabolik disfonksiyonun AH 

patolojisine ve nörodejenerasyonuna katkıda bulunabileceğini öne sürmektedir 

(155,156). AH hastaları ile yapılan çalışmalarda, düşük ağırlıklı metabolitlerin ve 

lipitlerin metabolizmasında değişiklikler bulunduğu tespit edilmiştir (156–158). 

Ancak, hastalığın erken evresinde gözlemlenen metabolomik değişiklikler henüz 

bilinmemektedir. Fare modelleri kullanarak yapılan çalışmaların artması, AH’nin 

erken evresindeki metabolik değişikliklerin daha iyi anlaşılmasına olanak 

sağlamaktadır. 

 

Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin doku kesitlerinin lipit analiz 

metodu ile gerçekleştirilen DESI-MSI analizleri sonucunda, SCiLS Lab yazılımı ile 

yapılan segmentasyon analizinde R1, R2 ve R3 olmak üzere MALDI-MSI proteomik 

analizleri ile benzer olarak üç farklı bölge belirlenmiştir. Ancak, düşük moleküler 

ağırlıklı metabolit metodu kullanılarak yapılan analizlerden elde edilen görüntülerin 

segmentasyon analizi sonucunda doku kesitlerinde net bir bölgesel ayrım 

gözlemlenmemiştir. Bu durum, düşük ağırlıklı metabolitlerin bölgesel dağılımının, 

lipitlerin dağılımı kadar belirgin olmadığını göstermektedir. 

 

Her iki metot ile elde edilen verilerin PCA analizleri sonucunda 5xFAD 

transgenik ve kontrol grubu arasında belirgin bir ayrım tespit edilememiştir. Bu bulgu, 

5xFAD transgenik ve kontrol gruplarının yenidoğan seviyesinde benzer metabolomik 

profillere sahip olduğuna işaret edebilir. Lipit profilleme üzerine yapılan birçok 

çalışma, doku homojenizatları, hücre lizatları ya da biyolojik sıvılar üzerinde 

gerçekleştirildiğinde hedefsiz olarak binlerce metabolit tanımı yapılabilmekte ve 

düşük konsantrasyona sahip olan metabolitlerin tespiti yapılabilmektedir. Ancak doku 
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üzerinde yapılan çalışmalar, entstrümentasyon, örnek hazırlığı ve veri edinimi gibi 

kısımlardaki mevcut teknik kapasite sebebiyle daha zorlayıcı olmaktadır. Temel 

olarak, doku üzerinde iyonize edilebilen moleküller arasında, içlerinde en yüksek 

konsantrasyonda bulunanların tanımlamaları daha yüksek olasılıklıdır. Yapılan 

analizde de fonksiyonel olanlara oranla yapısal lipitlerin tanımlanması, bu lipitlerde 

istatistiksel olarak anlamlı değişimler olmamasını açıklayabilir. Ancak tanımlanan 

bazı metabolitlerin literatürde AH ile ilişkilendirilmiş olması, yenidoğan 5xFAD 

transgenik fare modeli beyin dokularında AH ile ilişkili metabolitlerin varlığını 

göstermektedir. Bu metabolitler, hastalığın ilerleyen evrelerinde ortaya çıkabilecek 

daha belirgin metabolik değişikliklerin habercisi olabilir. Dolayısıyla, AH ile 

ilişkilendirilen ve yenidoğan seviyesinde gözlemlenen bu metabolitlerin erken 

dönemde belirgin olmayan, ancak zamanla gelişip AH’ye ilişkin patolojik 

değişikliklerde rol alabileceği düşünülmektedir. 

 

2 ve 3 aylık APP/PS1 AH fare modeli kullanılarak yapılan bir çalışmada, PCA 

analizleri sonucunda AH ve kontrol grubu arasında belirgin bir ayrım gözlemlenmiştir 

(153). Ancak, hiyerarşik kümeleme analizi sonuçları, gruplanmanın genotip yerine 

yaşa göre olduğunu göstermiştir. HC analizi ile elde edilen ısı haritasında, 2 aylık AH 

ve kontrol fareleri birlikte gruplanırken, 3 aylık AH ve kontrol farelerinin birlikte 

gruplandığı gözlemlenmiştir. Bu durum, farklı evreleri ve farklı yaş gruplarını içeren 

karşılaştırma çalışmalarının önemini vurgulamaktadır. 

 

APP23 AH fare modelinde yapılan bir çalışmada, 3, 6 ve 18 aylık farelerin beyin 

doku kesitleri kullanılarak DESI-MSI analizleri gerçekleştirilmiştir (156). Bu 

analizlerde AH ve kontrol grubu arasında anlamlı farklılık gösteren metabolitler 

tanımlanmış ve bu metabolitlerin 12 beyin bölgesindeki değişiklikleri incelenmiştir. 

Bu çalışmada elde edilen metabolit tanımlamalarıyla, yenidoğan beyin doku 

kesitlerinden tanımlanan metabolitler arasında ortak metabolitler (PE 36:4, PE 36:1, 

PE 38:4 ve PE 38:5) olduğu gözlemlenmiştir. Çalışmada, 3 aylık farelere ait beyin 

doku kesitleri ile yapılan DESI-MSI analizleri sonucunda tanımlanan metabolitler 

arasında, AH ve kontrol grubu arasında anlamlı farklılıklar gösteren metabolit 

gözlemlenmemiştir. AH ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı 

metabolitler daha çok 18. ayda görülmektedir (156). Bu bulgular, AH’nin yenidoğan 
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kadar erken evrelerinde metabolit seviyelerinde belirgin değişikliklerin olmamasını 

destekleyici niteliktedir. Metabolik değişikliklerin AH’nin ilerleyen evrelerinde daha 

belirgin hale geldiğini düşündürmektedir. 

 

Nöronal hücre membranları genellikle kolesterol, gliserofosfolipitler ve 

sfingolipitlerden oluşur (159). Nöronal hücre membranlarının asimetrik lipit çift 

tabakası kompozisyonu, hücresel sinyal iletimi, hücresel taşıma ve enerji 

metabolizması gibi süreçlerde anahtar rol oynayarak beyin fonksiyonunu 

etkilemektedir (160). Yenidoğan 5xFAD transgenik ve kontrol beyin dokularının 

DESI-MSI analizleri sonucunda tanımlanan metabolitlerin çoğunlukla 

gliserofosfolipit grubuna ait olan fosfatidilserin (PS), fosfatidiletanolamin (PE) ve 

fosfatidilinositol (PI) (sırasıyla 15, 9 ve 5 tane) ve serbest yağ asitleri (FA, 5 tane) 

olduğu gözlemlenmiştir. PS ve diğer fosfolipidlerin değişimi hücre membranının 

viskozitesini değiştirmekte ve enzim aktivitesi, sinyal iletim etkinliği ve zar taşıyıcılığı 

gibi birçok biyolojik süreci engellemektedir (161). AH hastalarının beyin dokularında 

PS'nin değişimi konusunda tartışmalar bulunmaktadır. Bazı çalışmalar, PS'nin AH 

hastalarının beyinlerinde azaldığını göstermiştir (161–166). Bununla birlikte, diğer 

çalışmalar da PS'nin Alzheimer hastalarının beyinlerinde arttığını veya değişmeden 

kaldığını bulmuştur (167–170). Alzheimer hastaları ile benzer şekilde, AH fare 

modellerine ait beyin dokularında gözlemlenen PS değişiklikleri tutarlılık 

göstermemektedir (171–176). Bu tutarsızlığın nedenleri, literatürde çalışmalarda 

kullanılan beyin bölgeleri, AH evreleri ve yaş gibi faktörlerle açıklanmıştır (166). Bu 

çeşitli sonuçlar, AH'nin patolojisindeki lipit metabolizmasının karmaşıklığını 

vurgulamakta, hastalığın farklı evrelerinde değişen lipit profilleri olduğunu 

düşündürmekte ve tez çalışmasında elde edilen verileri desteklemektedir. Ayrıca, 

AH’de PS'lerin işlevi henüz tam olarak açıklığa kavuşmamış olsa da, klinik çalışmalar 

PS'nin Alzheimer hastalarına fayda sağladığını göstermiştir (166,177). Klinik 

çalışmalar, PS takviyesinin Alzheimer hastalarında bilişsel fonksiyonları ve hafıza 

kaybını önemli ölçüde iyileştirdiğini göstermektedir (166). 
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6 SONUÇ 

 
Bu tez çalışmasında, yenidoğan 5xFAD AH fare modeli beynindeki proteomik 

değişiklikler MALDI-MSI analizleri ile, metabolomik değişimler ise DESI-MSI 

analizleri ile bölgesel olarak incelenmiştir. Ayrıca, yenidoğan 5xFAD transgenik ve 

kontrol fare beyinleri korteks, serebellum ve hipokampüs bölgelerine ayrılmış ve bu 

bölgelerden primer hücre kültürü yapılarak doğuştan hasarlı olduğu düşünülen 5xFAD 

beyin hücrelerinin, kontrol beyin hücreleri üzerindeki nörodejeneratif etkisi LC- 

MS/MS yöntemi ile proteomik açıdan araştırılmıştır. Analizler sonucunda elde edilen 

protein ve metabolitler literatür yardımıyla AH ile ilişkilendirilmiştir. Tüm bu verilerin 

beraber değerlendirilmesi ile AH oluşum mekanizması yeni bir bakış açısıyla 

incelenmiş ve bu mekanizmaların aydınlatılmasına katkı sağlanmıştır. 

 

Sonuç olarak elde edilen veriler, AH’nin patogenezini daha iyi anlamak için erken 

moleküler mekanizmaların ortaya çıkarılmasının büyük önem taşıdığını 

göstermektedir. Yenidoğan 5xFAD beyin dokusunda gözlemlenen ve AH beyniyle 

benzerlik gösteren moleküler değişikliklerin uzun süre boyunca herhangi bir patolojiye 

neden olmaması veya herhangi bir semptom göstermemesinin nedeni, nöroprotektif ve 

yıkıcı mekanizmaların eşzamanlı olarak etkili olmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Elde edilen bulgular, AH’nin doğum kadar erken dönemde var 

olabileceği ve beynin hasara karşı daha savunmasız olduğu yaşlılık döneminde ortaya 

çıkabileceği fikrini ve bazı proteinlerin yenidoğan AH beyninde nörodejeneratif 

öncüler olduğu fikrini desteklemektedir. 
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EK 2 

 

Korteks Bölgesine Ait Proteinlerin Listesi 

 

Tablo 23. Korteks bölgesi ko-kültür grubu istatistiksel olarak anlamlı protein listesi 

Accession Anova (p) 
Max fold

 
change 

 

Protein 

Q8CCK0 0.00973591 2.118820582 Core histone macro-H2A.2 

Q91V76 0.04996542 2.022324962 Ester hydrolase C11orf54 homolog 

P46096 0.01647791 1.949826262 Synaptotagmin-1 

Q80UU9 0.02800417 1.80996738 Membrane-associated progesterone receptor 
   component 2 

Q9R112 0.01832572 1.795789685 Sulfide:quinone oxidoreductase 

Q9CY27 0.00246838 1.749144127 Very-long-chain enoyl-CoA reductase 

P31324 0.00568811 1.655401725 cAMP-dependent protein kinase type II-beta 
regulatory subunit 

Q8CIB5 0.00497683 1.62260942 Fermitin family homolog 2 

P67984 0.02115368 1.595745035 60S ribosomal protein L22 

P28652 0.03588759 1.584320217 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II 

Q61233 0.00838121 1.581416812 Plastin-2 

Q921G7 0.03340132 1.559664383 Electron transfer flavoprotein-ubiquinone 
   oxidoreductase 

P52760 0.04583014 1.501232858 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase 

Q9Z1G4 0.02487417 1.498833818 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 1 

Q61205 0.00514362 1.497414388 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit 

Q9QYS9 0.0467902 1.474333438 Protein quaking 

Q91VR5 0.03994643 1.468367847 ATP-dependent RNA helicase DDX1 

P20108 0.02728582 1.45989002 Thioredoxin-dependent peroxide reductase 

P53810 0.04811371 1.45565113 Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform 

Q9CR86 0.01704021 1.429386777 Calcium-regulated heat stable protein 1 

E9Q912 0.01803669 1.413807644 Rap1 GTPase-GDP dissociation stimulator 1 

P53026 0.00819898 1.409868958 60S ribosomal protein L10a 

P16330 0.00379733 1.404198338 2-3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 

Q9QUM9 0.02483911 1.398738553 Proteasome subunit alpha type-6 

P45591 0.0110821 1.391331106 Cofilin-2 

P06837 0.02720125 1.379761241 Neuromodulin 

O08599 0.0028682 1.370340086 Syntaxin-binding protein 1 

P0CG49 0.00500337 1.367722862 Polyubiquitin-B 

Q9WTX5 0.00822655 1.365922772 S-phase kinase-associated protein 1 

O70318 0.04989949 1.364048434 Band 4.1-like protein 2 

P31786 0.00199094 1.35775958 Acyl-CoA-binding protein 

Q69ZZ9 0.0345052 1.351906833 Microtubule-actin cross-linking factor 1 

P31001 0.02106523 1.342447132 Desmin 

Q91V12 0.01754498 1.328190867 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 

Q9DCW4 0.03237736 1.315992909 Electron transfer flavoprotein subunit beta 

Q8K310 0.04628762 1.315181895 Matrin-3 

Q9CQQ7 0.01280315 1.313800111 ATP synthase F(0) complex subunit B1 

Q9JLF6 0.00359321 1.3106079 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K 

P35980 0.0200329 1.307599931 60S ribosomal protein L18 

Q9CQF9 0.00274312 1.304634301 Prenylcysteine oxidase 1 

O08807 0.01995372 1.304569448 Peroxiredoxin-4 
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Tablo 24. Korteks bölgesi transgenik grup istatistiksel olarak anlamlı protein listesi 
 

Accession Anova (p) 
Max fold 
change 

Protein 

P11152 0.02851737 7.355624814 Lipoprotein lipase 

P28738 0.02738022 3.230316814 Kinesin heavy chain isoform 5C 

P02301 0.02778407 2.802538944 Histone H3.3C 

Q8CCK0 1.61E-05 2.530232281 Core histone macro-H2A.2 

P31324 0.00045103 2.325347838 cAMP-dependent protein kinase type II 

Q3ULJ0 0.02104209 2.212129022 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 

Q61205 1.08E-05 2.098159273 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB 

Q9Z1G4 0.00033099 2.061035185 V-type proton ATPase 116 kDa subunit a 1 

P14231 0.00399434 2.053414897 Sodium/potassium-transporting ATPase 

O08599 0.00057504 1.982714451 Syntaxin-binding protein 1 

P46096 0.04394073 1.850215975 Synaptotagmin-1 

Q91V12 0.01288592 1.816441309 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 

Q8R001 0.02052006 1.796774726 Microtubule-associated protein RP/ 

Q61233 0.00125339 1.789832835 Plastin-2 

Q9CR86 0.01585885 1.78809433 Calcium-regulated heat stable protein 1 

P62911 0.03515728 1.767683732 60S ribosomal protein L32 

P51880 0.00359696 1.74693918 Fatty acid-binding protein 

O35887 0.01983789 1.712784985 Calumenin 

P28652 0.00083454 1.701203181 Calcium/calmodulin-dependent protein kinaseII 

Q8CIB5 0.02643636 1.67038852 Fermitin family homolog 2 

Q9ERD7 0.00330456 1.662338135 Tubulin beta-3 chain 

P21279 0.04265077 1.642953911 Guanine nucleotide-binding protein G(q) 

Q8K1M6 0.00484293 1.640551371 Dynamin-1-like protein 

P97792 0.01808133 1.62352011 Coxsackievirus and adenovirus receptor 

O88531 0.01014738 1.621362313 Palmitoyl-protein thioesterase 1 

A2AQ07 0.00344684 1.611268393 Tubulin beta-1 chain 

Q9Z1Q9 0.03688223 1.592317375 Valine--tRNA ligase 

Q9WTX5 0.03165935 1.587849468 S-phase kinase-associated protein 1 

P51655 0.02475401 1.57840629 Glypican-4 

O88809 0.03246059 1.549374804 Neuronal migration protein doublecortin 

P50580 0.03731079 1.54644186 Proliferation-associated protein 2G4 

Q62188 0.0007392 1.518436099 Dihydropyrimidinase-related protein 3 

Q5FWK3 0.02781868 1.517070167 Rho GTPase-activating protein 1 

P31001 0.0349555 1.51275297 Desmin 

Q5M8N0 0.02203979 1.511460707 CB1 cannabinoid receptor-interacting protein 1 

Q9D6F9 0.01272475 1.506609686 Tubulin beta-4A chain 

P97427 0.00176012 1.505980013 Dihydropyrimidinase-related protein 1 

P54227 0.00066584 1.503959994 Stathmin 

Q62465 0.00713518 1.486375582 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 

P62717 0.02072094 1.482489264 60S ribosomal protein L18a 

Q922F4 0.02998834 1.460318607 Tubulin beta-6 chain 

Q9CQW1 0.00252208 1.454762773 Synaptobrevin homolog YKT6 

Q922Q8 0.01056728 1.448282266 Leucine-rich repeat-containing protein 59 

P48722 0.00898074 1.445204463 Heat shock 70 kDa protein 4L 

P51863 0.01174509 1.43831907 V-type proton ATPase subunit d 1 

O54901 0.00546742 1.437827252 V-type proton ATPase subunit 
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Tablo 24. Korteks bölgesi transgenik grup istatistiksel olarak anlamlı protein listesi 

(devam) 
 

Accession Anova (p) 
Max fold 
change 

Protein 

O54901 0.00546742 1.437827252 V-type proton ATPase subunit 

Q9D0F9 0.01720014 1.433154298 Phosphoglucomutase-1 

Q91ZJ5 0.01893936 1.424388984 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 

P70372 0.04336252 1.420375209 ELAV-like protein 

Q8BFZ9 0.00864462 1.4181807 Erlin-2 

P50396 0.00173679 1.415101545 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 

P63323 0.04171965 1.414477939 40S ribosomal protein S12 

P16627 0.01561308 1.414207446 Heat shock 70 kDa protein 1-like 

P08556 0.00330465 1.414074828 GTPase NRas 

P05063 0.00045999 1.412189918 Fructose-bisphosphate aldolase C 

P14094 0.02499574 1.40886496 Sodium/potassium-transporting ATPase 

P18572 0.00643768 1.407648951 Basigin 

P23927 0.00840019 1.402910139 Alpha-crystallin B chain 

O55022 0.00449704 1.398112283 Membrane-associated progesterone receptor 

P53026 0.04942214 1.394995705 60S ribosomal protein L10a 

P20060 0.0087781 1.382814284 Beta-hexosaminidase subunit beta 

Q8BK64 0.04076777 1.374651909 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase 

P62960 0.02475999 1.374583417 Y-box-binding protein 1 

P40240 0.01233314 1.373432777 CD9 antigen 

Q9WUA3 4.72E-05 1.366336291 ATP-dependent 6-phosphofructokinase 

Q9R0H0 0.00497425 1.356604151 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 

Q9EQF6 0.01377406 1.356160766 Dihydropyrimidinase-related protein 5 

Q99LB6 0.02482386 1.354668394 Methionine adenosyltransferase 2 subunit beta 

P37804 0.01315372 1.354667025 Transgelin 

Q99L04 0.00290196 1.351427256 Dehydrogenase/reductase SDR family member 

Q9CZ30 0.0034778 1.349030899 Obg-like ATPase 1 

P16125 0.00064299 1.345630927 L-lactate dehydrogenase B chain 

P57776 0.02574507 1.342133918 Elongation factor 1-delta 

P03995 0.00082952 1.338921203 Glial fibrillary acidic protein 

P14873 0.00640219 1.336271306 Microtubule-associated protein 1B 

P31786 0.00135133 1.334869907 Acyl-CoA-binding protein 

Q9CQF9 0.00282833 1.333548662 Prenylcysteine oxidase 1 

Q99JY9 0.0011662 1.327277201 Actin-related protein 3 

P0CG49 0.00580499 1.326176941 Polyubiquitin-B 

O35685 0.01697914 1.323877195 Nuclear migration protein nudC 

Q01405 0.04728115 1.319522504 Protein transport protein Sec23A 

P21107 0.01719999 1.312997475 Tropomyosin alpha-3 chain 

Q91VR5 0.01555342 1.312193766 ATP-dependent RNA helicase DDX1 

Q91VC3 0.03501261 1.302881608 Eukaryotic initiation factor 4A-III 

P02088 0.01895346 1.302323166 Hemoglobin subunit beta-1 

P61164 0.02697568 1.300862319 Alpha-centractin 
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EK 3 

 

Serebellum Bölgesine Ait Proteinlerin Listesi 

 

Tablo 25. Serebellum ko-kültür grubu istatistiksel olarak anlamlı protein listesi 
 

Accession Anova (p) 
Max fold 

change 
Protein 

P33175 0.03189573 1.927405192 Kinesin heavy chain isoform 5A 

P28656 0.008814 1.798589702 Nucleosome assembly protein 1-like 1 

Q99KC8 0.0453793 1.794916532 von Willebrand factor A domain-containing 
protein 5A 

Q9DBH5 0.00089895 1.711172045 Vesicular integral-membrane protein VIP36 

Q9WV80 0.00655635 1.698100954 Sorting nexin-1 

P97825 0.02219487 1.629507635 Jupiter microtubule associated homolog 1 

P31001 0.02124844 1.615720429 Desmin 

O08997 0.02237808 1.530563882 Copper transport protein AT 

Q80YV3 0.00702359 1.528036524 Transformation/transcription domain-associated 
protein 

P63011 0.03047402 1.496236752 Ras-related protein Rab-3A 

P37804 0.0022531 1.481756023 Transgelin 

Q8VBV7 0.02522947 1.462888542 C 

P27600 0.00838707 1.447943339 Guanine nucleotide-binding protein subunit 
alpha-12 

P49312 0.02175645 1.446010739 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

Q9CQU0 0.04450027 1.428590321 Thioredoxin domain-containing protein 12 

P50580 0.03324509 1.418636172 Proliferation-associated protein 2G4 

Q9DCH4 0.02826744 1.414097608 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 
F 

P60867 0.02641477 1.385051902 40S ribosomal protein S20 

Q8CGC7 0.02013825 1.381176424 Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase 

P97427 0.02330402 1.338395057 Dihydropyrimidinase-related protein 1 

P17156 0.01148509 1.336364443 Heat shock-related 70 kDa protein 2 

Q7TPR4 0.04187767 1.327437735 Alpha-actinin-1 

P31786 0.03567149 1.322865094 Acyl-CoA-binding protein 

Q05816 0.00639778 1.32004867 Fatty acid-binding protein 5 

Q9EQF6 0.02131136 1.309045932 Dihydropyrimidinase-related protein 5 

O88990 0.02144167 1.308104246 Alpha-actinin-3 
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Tablo 26. Serebellum transgenik grup istatistiksel olarak anlamlı protein listesi 
 

Accession Anova (p) 
Max fold 

change 
Protein 

P55258 0.03999262 3.131082688 Ras-related protein Rab-8A 

Q9DBH5 1.28E-05 2.955446302 Vesicular integral-membrane protein VIP36 

Q99LC3 0.00915784 1.858382721 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha 
subcomplex subunit 10 

P15105 0.02553693 1.805689404 Glutamine synthetase 

P61264 0.0248044 1.795164215 Syntaxin-1B 

Q6Q477 0.02404143 1.783380312 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 

Q9JLF6 0.0197502 1.740706363 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K 

P63011 0.02209162 1.729494798 Ras-related protein Rab-3A 

P48455 0.02614112 1.723655305 Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic 
subunit gamma isoform 

Q9WV80 0.00397715 1.687189411 Sorting nexin-1 

P37804 0.00094406 1.662933841 Transgelin 

P68372 0.02047821 1.643262119 Tubulin beta-4B chain 

P31254 0.04426142 1.546138527 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Y 

P97427 0.00070335 1.538704831 Dihydropyrimidinase-related protein 1 

P60867 0.00692275 1.522158734 40S ribosomal protein S20 

P84084 0.04186219 1.497375271 ADP-ribosylation factor 5 

P51655 0.03432129 1.484603276 Glypican-4 

Q9ERD7 0.0455927 1.480118111 Tubulin beta-3 chain 

Q9CQU0 0.03489129 1.443343211 Thioredoxin domain-containing protein 12 

P06837 0.0021626 1.432679274 Neuromodulin 

P21107 0.01650762 1.430907403 Tropomyosin alpha-3 chain 

P70372 0.01695649 1.427050891 ELAV-like protein 1 

O54983 0.01967958 1.426781335 Ketimine reductase mu-crystallin 

P16110 0.03882233 1.417693675 Galectin-3 

Q6PIC6 0.01578399 1.413557884 Sodium/potassium-transporting ATPase 

Q9EQF6 0.00804328 1.399020436 Dihydropyrimidinase-related protein 5 

Q91XV3 0.00758446 1.397229868 Brain acid soluble protein 1 

Q9CR67 0.02355226 1.396971542 Transmembrane protein 33 

P62761 0.022484 1.39353999 Visinin-like protein 1 

P50580 0.02452259 1.387827877 Proliferation-associated protein 2G4 

Q99L04 0.01694222 1.381010278 Dehydrogenase/reductase SDR family member 1 

P62855 0.02050317 1.376856091 40S ribosomal protein S26 

P49312 0.02908062 1.34043752 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

Q62188 0.01485084 1.300032039 Dihydropyrimidinase-related protein 3 
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9 ÖZGEÇMİŞ



 

 


