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OZET

Dogal Bilesiklerin Bilissel Bozulmayi Iyilestirici Etkisinin Alzheimer Fare

Modelinde Kiitle Spektrometresi Teknikleri ile Arastirilmasi

Alzheimer hastalig1 (AH), hafiza kayb1 ve ciddi davranis anormalliklerine neden olan
amilod-f plaklar1 ve hiperfosforile tau birikimi ile karakterize edilen ndrodejeneratif
bir hastaliktir. AH teshislerinin ¢ogu ileri evrelerde konulsa da mevcut ilaglarin
bircogu baslangic ila orta dereceli evrelerini hedeflemekte ve ancak gecici
semptomatik bir rahatlama saglamaktadir. AH’yi yavaslatacak, durduracak veya
tersine cevirecek tedavilerin gelistirilmesi biiyilkk 6nem tagimaktadir. Calismanin
amaci, AH’nin tedavisi i¢in dogal bilesiklerin kesfedilmesini saglamak ve elde edilen
bilesiklerin AH iizerindeki etkisini kapsamli bir sekilde arastirmaktir. Bu dogrultuda,
6 dogal bilesik, (Galantamine (GAL, pozitif kontrol), Lycoramine (LYC), O-
demethyl-galantamine (ODG), Palmatine (PAL), Scopoletin (SCO) ve Pteryxin
(PTX)), insan AH’sine olduk¢a yakin olan ve sik¢a kullanilan 12 aylik 5xFAD AH
modeli farelere uygulandi. Bilesiklerin; hafiza ve grenme iizerine etkileri Morris su
labirenti deneyleri ile 6l¢iildii; kan-beyin bariyeri gegisleri MRM-MS ile analiz edildj;
beyin proteomundaki etkileri korteks, hipokampiis ve serebellum bolgelerinde LC-
MS/MS ile arastirildi, sonuglar biyoinformatik analizleriyle anlamlilagtirildi ve
Western blot analizi ile valide edildi; amilod-B plak yiikii {izerine etkisi
immiinohistokimya ile arastirildi. LYC ve PAL uygulamalar1 sonrasinda farelerde
hafiza ve 6grenme yeteneklerinde istatistiksel anlamli iyilesme gézlemlendi ve kan-
beyin bariyerini gegebildikleri kanitlandi. LY C’in korteks, PAL’in ise hipokampiis ve
serebellumda protein ifade degisikliklerine sebep oldugu tespit edildi. Proteomik
analizler, diger bilesiklerin farkli dozlarda etkin olabilecegini, daha erken evrelerde

veya kombinasyon tedavilerinde degerli birer ajan olabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar  Sozciikler:  Alzheimer hastalifi, dogal bilesik, proteomiks,
ndrodejenerasyon, LC-MS/MS.



ABSTRACT

Investigation of Natural Compounds’ Effect on Cognitive Impairment in an

Alzheimer's Disease Mouse Model via Mass Spectrometry Techniques

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by the
accumulation of amyloid-f plaques and hyperphosphorylated tau causing cognitive
impairments and severe behavioral abnormalities. Many of the clinical diagnoses of
AD are made in the late stages. However, most of the marketed drugs aim for mild to
moderate stages of AD, and only provide temporary symptomatic relief. Hence, it is
important to find a treatment to slow down, halt or reverse progression of the disease.
This study aims to discover natural compounds for the treatment of AD and
comprehensively investigate their effects on AD. To this end, 6 natural compounds
(Galantamine (GAL, positive control), Lycoramine (LYC), O-demethyl-galantamine
(ODG), Palmatine (PAL), Scopoletin (SCO) ve Pteryxin (PTX)) were administered to
12-month-old 5xFAD mice, which a widely used model owing to its success in
recapitulating human AD. The drug’s effects on cognition were measured by Morris
water maze test. The ability to pass through the blood-brain barrier was analyzed via
MRM-MS. Protein expression analyses were performed on the cortex, hippocampus,
and cerebellum by LC-MS/MS and results were analyzed by bioinformatics tools and
validated by Western blot. The effect on amyloid-f load was investigated by
immunohistochemistry. LYC and PAL administrations led to statistically significant
improvement in both memory and learning abilities in mice. The compounds were
proven to be able to cross the blood-brain barrier. LC-MS/MS analysis revealed LYC
led protein alterations in the cortex, whereas PAL affected the hippocampus and
cerebellum. Proteomics analyzes indicate that other compounds might be effective in
different doses, candidates for earlier stages of AD or can be evaluated for combination

therapies.

Keywords: Alzheimer’s disease, natural compounds, proteomics, neurodegeneration,

LC-MS/MS



1 GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), hafiza eksiklikleri, ciddi davranig anormallikleri ve
nihayetinde 6liimle karakterize edilen glinliimiizlin en 6nde gelen saglik sorunlarindan
biridir (1). AH'nin patolojik belirtecleri, amiloid-B (AP) plaklar1 ve noérofibriler
yumaklar (NFY'ler), 1907'de Alois Alzheimer tarafindan tanimlandiklarindan beri
aynidir (2,3). Bununla birlikte hala, AH'yi iyilestirecek, tersine g¢evirecek veya
ilerlemesini durduracak higbir ila¢ yoktur. AH hasta sayis1 her yil biiyiik 6l¢iide
artmakta ve 2030'da 78 milyona ulasmas1 beklenmektedir (1). AH teshisi cogu zaman
ilerleyen evrelerde koyulmaktayken, mevcut ilaglar cogunlukla hastaligin hafifila orta
dereceli evrelerini hedeflemekte ve bu evrelerde yalnizca gegici bir rahatlama
saglayarak bir sonraki evreye gegcisini geciktirebilmektedir (4). Bu nedenle, AH'nin

ileri asamalarin1 hedefleyen bir tedavi bulmak elzemdir.

Doga kimyasal yapilardan olusan bir kitapliktir ve genellikle ila¢ adaylarinin
aragtirtlmasi bunlarin birincil kaynagi olan bitki 6zleriyle baslar. Bitki bilesikleri, AH
tedavisi i¢in hala en umut verici molekiillerdir. 27000'den fazla farkli bitki alkaloidi
tamimlanmis ve bunlardan ikisi bugiin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and
Drug Administration, FDA) onayl ilag olarak kullanilmaktadir (5). Ozellikle yiiksek
kolinesteraz inhibitdr aktiviteleri ve norolojik hastaliklarla iliskilendirilen alkaloidler
ve kumarin grubu bilesikler AH tedavisi i¢in potansiyel tedavi ajani olarak

goriilmektedirler.

Fare modelleri, insan hastaliklarinin mekanizmalarini incelemek ve terapdtik
stratejileri arastirmak icin paha bi¢ilmez varliklardir. 5 ailevi Alzheimer hastalig
mutasyonu (5xFAD) tasiyan transgenik fare, insan AH'sinde mevcut olan patolojik A}
plaklar, sinaptik dejenerasyon, gliozis, néronal kay1p ve ilerleyici biligsel bozulma gibi
degisiklikleri hizli bir sekilde sergilenmesi nedeniyle AH ¢aligmalar1 i¢in yaygin
olarak tercih edilen bir modeldir (6). Yasa bagl hafiza kaybi, SXFAD farelerinde 6
aylikken baslar ve bu andan itibaren ilerler; benzer sekilde hastaligin histopatolojik
semptomlar1 zamanla progresif olarak kotiilesir (7-10). Ek olarak, gen
ekspresyonundaki degisikliklerin, artan yasla insan AH beynine daha ¢ok benzedigi
(11) ve 12 aylik 5xFAD farelerdeki yolaklarin, insan AH'sine benzerligi (12,13) gesitli
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caligmalarla ortaya koyulmustur. Verilen bilgiler 1518inda 12 aylik 5xFAD fareleri

potansiyel terapdtiklerin etkinliginin arastirilmasi i¢in uygun bir model sunmaktadir.

Proteomik ¢aligmalarin uygulanmasi sayesinde hastaligin ve ila¢ adaylarinin
molekiiler mekanizmalar1 ortaya ¢ikarilabilir (14,15). Etiketsiz ve hedefsiz sivi
kromatografisi kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS), hiicrenin islevsel anlik ve o anda
nispi  Ol¢iimiinii saglamak icin gOriintiisiinii alabilen ve ardindan hastaligin
ilerlemesine dahil olan binlerce proteini dogru bir sekilde tanimlayabilen giiclii bir

aractir (16,17).

Bu calismanmn amaci ileri evre AH modelinde iyilesme saglayan bir bilesik
kesfetmek ve bu bilesigin mekanizmasini kapsamli bir sekilde protein seviyesinde
arastirmaktir. Bu amagla, alkaloid grubundan Galantamine (FDA onayli AH ilaci,
pozitif kontrol olarak kullanilmistir), Lycoramine, O-demethyl-galantamine,
Palmatine; kumarin grubundan ise Scopoletin ve Pteryxin bilesikleri Polonyali proje
ortaklar tarafindan izole edilerek yiiksek saflikta tarafimiza gonderildi ve her bilesik
kendine 6zgii olmak iizere iki farkli dozda 12 aylik farelere 7 giin boyunca
intraperitoneal olarak uygulandi. Ardindan bilesiklerin 6grenme ve hafiza tizerindeki
olas1 etkileri, Morris su labirenti testi ile degerlendirildi. Bilesiklerin kandan beyne
gecisindeki ilk engel olan kan-beyin bariyerinden gecisleri MRM-MS ile arastirildi.
Ayrica LC-MS/MS kullanilarak korteks, hipokampiis ve serebellum bolgelerindeki
protein ifade degisiklikleri incelendi ve biyoinformatik analizler gerceklestirildi. LC-
MS/MS ile tespit edilen protein ifade degisikliklerinin teyidi Western blot analizleri
ile gergeklestirildi. lgili bilesikler icin A yiikiindeki degisiklikler imiinohistokimya
teknigi ile arastirildi.



2 GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastahig1

Yaglilarda en sik karsilasilan demans formu olan AH dil, muhakeme, yonelim ve
agirlikli olarak hafizayi igeren bilissel islevlerdeki kayiplarla karakterize, ilerleyici bir
ndrodejeneratif bozukluktur. Evreler ilerledikce, hastalarda apati, depresyon, iletisim
ve oryantasyon bozuklugu, zayif muhakeme, yutma ve yiiriime gii¢liigii ve davranis

degisiklikleri gbzlemlenmektedir.
2.1.1 Tarihge ve epidemiyoloji

Gegmisi antik yunanlilara dayanan demans teriminin anlami latince ‘-siz, -s1z’
olumsuzluk ekine tekabul eden de ve akil anlamina gelen mens kokiinden olusan
demens (akilsiz) kelimesinden gelmektedir (18). 1901 yilinda hizli sekilde kdtiilesen
hafiza zayiflig1, belirgin psikososyal bozukluk, ani bagirma ataklari, yer ve zaman
oryantasyon bozuklugu gibi nedenlerle akil hastanesine yatirilan ve 5 y1l boyunca takip
edilen Auguste Deter isimli hastanin, 56 yasinda 6liimiinden sonra yapilan otopside
Dr. Alois Alzheimer hastanin beyninde kiigiilmenin yani sira garip olusumlar ve yogun
demetler adin1 verdigi, simdi AP plaklar1 ve NFY’ler olarak bilinen olusumlara isaret
etmistir (19). Bu yeni demans formu donemin {inlii psikiyatristi Emil Kraepelin

tarafindan kitabinda ilk defa AH olarak kullanilarak literatiire kazandirilmistir (18).

Demans vakalar1 i¢inde AH oraninin %60-80 arasinda oldugu diisliniilmektedir.
Diinyada demans vaka sayisinin 55 milyon oldugu, ve bu sayinin 2050’de 139 milyona
ulasacagi tahmin edilmektedir. Mevcut AH vakalarinin 2/3’i kadin olup, 60 yasindan
sonra bir kadinin AH’ye yakalanma riski meme kanseri olma riskinden 2 kat daha
fazladir. Demans diinyada baslica 7. 6liim sebebidir, meme ve prostat kanserinin neden
oldugu 6liimlerin toplamindan daha fazla 6liime sebep olmaktadir. Giin gectikge AH
vaka sayisiin yani sira ekonomik ve sosyal yiik de 6nemli dlcilide artmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (The World Health Organization, WHO) 2019 yilinda demansin kiiresel
olgtideki toplumsal maliyetinin 1,3 trilyon $ oldugunu tahmin etmektedir (1,20).



2019°da Tiirkiye’de ise 800 bin AH vakasi oldugu ve bu sayinin 2050 yilinda 3

milyonu gegecegi ongoriilmektedir (21).
2.1.2 Tam

1984 yilinda Ulusal Nérolojik ve Iletisimsel Bozukluklar ve Inme Enstitiisii
(NINCDS) ve AH ve Iliskili Bozukluklar Dernegi (ADRDA), AH igin klinik tan
kriterleri olusturmak tiizere bir ¢alisma grubu (NINCDS-ADRDA) olusturdu. Bu
kriterlere gére AH nin klinik tanis1 i¢in 3 grup belirlenmistir. Tiim gruplarda belirtiler
40-90 yas araliginda baglayabilir. Olast AH tanisi, norofizyolojik testlerle kanitlanan
demans, ilerleyen hafiza kaybi, giinliik isleyiste aksamalar, dil ve motor beceri
bozukluklar1 varliginda koyulur. Miimkiin AH klinik tanisi, demansin birincil sebebini
aciklayabilir nitelikte bir diger ndrolojik veya psikiyatrik bozuklugun yoklugunda
ancak sistemik ya da beyin ile iliskili bir hastaligin varliginda koyulur. Kesin AH tanm
kriterleri ise olas1t AH kriterlerine ek olarak biyopsi veya otopsi ile histopatolojik tani

bulgularinin varligi olarak belirlenmistir (22,23).
2.1.3 Noropatoloji

AH’de hastaligin ilerleyisi ve semptomlar1 hakkinda bilgi veren noéropatolojik
degisiklikler birikmeler ve kayiplar olarak iki ana baglikta toplanabilir. NFY ve AP
plaklar1 AH nin baslica patolojik belirteglerindendir, ancak bunlarin yani sira distrofik
ndritler, noropil iplikler ve bazi diger tortular Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
birikim gostermektedir. Diger yandan noral, ndropil ve sinaptik kayip nedeniyle beyin
hacminde biiyiik oranda kii¢lilme goriilmektedir. Ayrica, ndroinflamasyon, oksidatif
stres ve kolinerjik ndronlarin yaralanmasi gibi diger faktorlerin de ndrodejenerasyona

neden oldugu diisiiniilmektedir (22,24,25).

AP plaklar (senil plaklar), amiloid 6nciil proteininin (amyloid precursor protein,
APP) sirastyla B-sekretaz ve y-sekretaz enzimleri ile pes pese kesilmesi ve kesilen
parcalarin bir araya gelerek birikmesi sonucu olusur. Bu enzimler APP’yi cesitli
uzunluklarda peptit dizilerine boler, bunlardan en Onemlileri AB40 ve AB42’dir.

Beyinde AP birikimi Oncelikle korteks bolgesinde baslayip beyinkokiine dogru



yayildigi, en son fazda serebelluma dagildig1 gosterilmistir (Sekil 1). AP, ndrotoksisite
ve noral fonksiyonda 6nemli bir rol oynar, bu nedenle, hipokampiis, amigdala ve
serebral kortekste daha yogun plaklarin birikmesi, biligsel bozukluklara ek olarak

astrositlerin ve mikroglialarin uyarilmasina, akson - dendritlerde hasara ve sinaps

kaybina neden olabilir (26,27).

NFY hiperfosforile tau proteininin anormal filamentleridir ve baz1 asamalarda ¢ift
sarmal filament olusturmak {izere birbiri etrafinda biikiilebilir ve noralperikaryal
sitoplazmada, aksonlarda ve dendritlerde birikerek sitoskeletal mikrotiibiillerin ve
tiibiilin iligkili proteinlerin kaybina neden olur. NFY beyinde ilk entorhinal kortekste
goriiliir, ardindan sirasiyla limbik bolgelerde ve neokorteks boyunca yayilim gosterir

(28,29).

Sinaptik kayip gilinimiizde AH’nin temel patolojik belirteglerinden kabul
edilmektedir. Korteks ve limbik sistemdeki sinaptik hasar, hafiza bozukluguna neden
olur ve genellikle AH'nin erken evrelerinde goriiliir. Sinaptik kayip mekanizmalari,
aksonal tagima, mitokondriyal hasar, oksidatif stres ve sinaptik bolgelerde A ve tau
birikimi gibi kiiclik fraksiyonlara katkida bulunabilen diger siireclerdeki kusurlar
icerir. Bu siire¢ler sonunda dendritik dikenlerin, pre-sinaptik terminallerin ve aksonal

distrofinin kaybina yol acar (30).

2.1.4 Tirleri

AH’nin olusum nedenine gore sporadik ve ailesel olmak iizere iki tiirii vardir.
Sporadik formu tiim vakalarin %95’ini olusturmakta olup cevresel, genetik ve
epigenetik gibi ¢ok faktorlii sebeplere bagli olugmaktadir. Kalan %5’lik kismi ise
kalitimsal olup, semptomlar 65 yas dncesinde goriilmeye baslar. Bu erken baglangich
AH vakalarinin yarisindaki hastalik 1 tanesi APP genindeki, kalanlar ise APP
metabolizmasindan gorevli olan 2 proteinin kodlanmasinda sorumlu Presenilin-1
(PSEN-1) ve Presenilin-2 (PSEN-2) genlerinde meydana gelen toplamda 3 mutasyon
nedeniyle olugsmaktadir (32).
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Sekil 1. AP ve tau patolojisinin AH’deki ilerleyisi. Tau kirmizi, A mavi ile
gosterilmis, renklerin koyulugu birikimin siddeti ile birlikte artmaktadir (31).

2.1.5 Fazlar

AH’nin klinik evreleri 5’e ayrilir (30,33,34).

1) Faz 1 — klinik 6ncesi donem (pre-clinical/pre-symptomatic): klinik belirti ve
semptomlarin gdzlenmesinden 6nce birkag y1l veya daha fazla siirebilen bu fazda, hafif

hafiza kayiplari ile korteks ve hipokampiiste AP plaklarinin varligi tespit edilebilir.

2) Faz 2 — AH’ye bagli hafif biligsel bozukluk (mild cognitive impairment (MCI)
due to AD): hafiza sorunlarinin bas gostermeye basladig1 ancak heniiz giinliik hayati

etkileyecek siddete ulagmayan semptomlar goriiliir.

3) Faz 3 — erken/orta evre (early/mild AD): {i¢ asamal1 yaklasimlara gore erken
evre olarak goriilen faz olup, hafiza ve diisiinmedeki problemlerin kisinin hayatini
etkileme ve cevresindekiler tarafindan fark edilir olma durumuna geldigi durumdur.

Bu evrede AP plaklar1 ve NFY’ler beyinde yayilmaya devam etmektedir.

4) Faz 4 — orta evre (moderate AD): Hastaligin serebral korteks alanlarina
yayildigi, aile ve arkadaslar1 tanimada giigliik, diirtii kontroliiniin kayb1 ve okuma,

yazma ve konusma giigliigii ile artan hafiza kaybiyla karakterize orta AH evresidir.



5) Faz 5 — siddetli/ileri evre AH (advanced/severe AD): Hastalarin ailelerini hig
tantyamadiklari, yutma ve idrara ¢ikma giicliikleri ¢ektikleri ve yatalak hale geldikleri
bu evrede bu komplikasyonlar hastanin oliimiine yol agabilmektedir. Bu evrede A

plaklarin ve norofibriler yumaklarin beyinin biiytik bir alanina yayildig: goriiliir.

2.1.6 Hipotezler

AH artan yas, genetik faktorler, damar hastaliklari, kafa yaralanmalar1 ve ¢evresel
faktorler gibi birden fazla risk faktorleriyle iligkilendirilmis ¢ok faktorlii bir hastalik
olarak kabul edilmistir (4). AH’de goriilen patolojik degisikliklerin altinda yatan
mekanizma hala ¢oziilememis olup, ancak konu ile ilgili 6n plana ¢ikan birkag¢ hipotez

mevcuttur.

2.1.6.1 Amiloid hipotezi

Normalde 4 kDa’lik AP peptidi APP’den kesildikten sonra hiicre diginda hizlica
yikima ugrar, ancak yaslilarda veya patolojik sartlar altinda, metabolik siireclerin
APB’y1 yikma yetenegi azalir ve AP peptitleri birikmeye baslar. AB40 ve AP42
(Ap40’tan daha hidrofobiktir) seviyelerinin artmasiyla amiloid fibril olusumlar1 ve
dolayisiyla plak olusumlari artar. Norotoksisiteyi ve tau patolojisini tetikleyen bu artig
noronal Sliimlere, sinaptik disfonksiyona ve nihai olarak nérodejenerasyona sebebiyet
verir. AH risk faktorleri ve APP, PSEN1 ve PSEN2’deki mutasyonlarin Af
katabolizmas1 ve anabolizmasini etkileyerek, AB’nin hizli birikmesine yol agar ve
norodejenerasyondaki hizli ilerleyise neden olur (35). Ancak son yillarda yapilan
caligmalarda saglikli yash beyin dokularinda da AP plak birikimlerine rastlanmasi
nedeniyle, son yillarda kalitsal olmayan AH formu i¢in alternatif hipotezler onerilse
de amiloid kaskad hipotezi giiniimiizde hala kalitsal AH i¢in yaklasik 25 yildan fazla
bir siiredir oldugu gibi en ¢ok kabul goren hipotez olmaya devam etmektedir (36,37).

2.1.6.2 Tau hipotezi

Tau mikrotiibiil birlesmesinde ve stabilizasyonunda yer alan bir proteindir. AH'de

tau anormal sekilde fosforile olur, ¢ift sarmal filamentler halinde toplanir ve aksonal



mikrotiibiilleri stabilize etme yetenegini kaybeder (38). Bu da tasima sistemi, hiicre
iskelet sistemi, sinyal sistemi ve mitokondriyal biitiinliik gibi genis hasarlara neden
olur. NFY’lerin yayilim biligsel ve klinik semptomlar ile olduk¢a koreledir (39).
Ancak tau mutasyonlari, kortikobazal dejenerasyon ve frontotemporal demans gibi

tauopatilere yol acarken, AH’ye neden olmamaktadir (40).

2.1.6.3 Kolinerjik hipotez

THE CHOLINERGIC HYPOTHESIS %
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Sekil 2. Kolinerjik hipotezinin sematik gdsterimi (42). Saglikli gen¢ ndronlara kiyasla
yasli (normal) ve erken AH (early AD) beyninde meydana gelen kolinerjik ndronlarda
goriildiigii diistiniilen degisiklikleri temsil etmektedir.

Kolinerjik hipotez giiniimiizdeki en gii¢lii hipotezlerden biridir ve FDA onayli
ilaclarin bir¢ogunun mekanizmasi bu hipoteze dayanmaktadir (41,42). Bu hipotez
dikkat, 6grenme ve hafiza siirecinde etkili bir norotransmitter olan asetilkolin (ACh)
konsantrasyonundaki azalmanin AH’de goriilen kolinerjik aktivite kaybinin birincil
nedeni oldugunu savunur. Bu azalmanin nedeni ACh iiretiminde gorevli
kolinasetiltransferaz (ChAT) enzimindeki bozukluk ya da ACh yikiminda gorevli
asetilkolinesteraz (AChE) enziminin aktivitesindeki artistir (Sekil 2). Hipotezin ilk
ortaya ¢ikis noktast AH’de ChAT aktivitesinin korteks ve hipokampiiste azaldig1 tespit
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edilmesi ve bu bolgelerde presnaptik ndronlara kolin alimimiyla baglatilan ACh
salimiminin azalmasinin bulunmasi ile olmustur (43). Ayrica AB’nin da kolinerjik
ndrotransmisyonu  etkiledigi, kolin alimmi ve AChE salimin1 azalttig
diistiniilmektedir. Calismalar, kolinerjik sinaptik kayip ve amiloid fibril olusumunun
AP oligomerlerinin norotoksisitesi ve AChE ile AP peptidi arasindaki etkilesimler ile
iliskili oldugunu gostermistir. AChE hari¢ ACh yikimindan sorumlu olan bir enzim
daha vardir: butirilkolinesteraz (BChE) (44) ancak AChE beyindeki ACh yikiminin
%80’inden sorumlu oldugu i¢in BChE’ye gore daha 6n plandadir.

2.1.7 Tedavi ve limitasyonlar1

Tablo 1. Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan FDA onayl ilaglar listesi

Bilesik ad1 Mekanizma Marka ismi  Kullanildig1 evre  Onay yih
1 Donepezil Kolinesteraz Aricept Hepsi 1997
inhibitorii
2 Rivastigmine  Kolinesteraz Exelon Erken ve orta 2000
inhibitorii
3 Galantamine Kolinesteraz Razadyne Erken ve orta 2001
inhibitorii
4  Memantine NMDA reseptoriic  Namenda Orta ve ileri 2003
antagonisti
5  Donepezil ve NMDA reseptoriic  Namzaric Orta ve ileri 2014
Memantine antagonisti ve
Kolinesteraz
inhibitorii
6  Aducanumab  Amiloid-beta hedefli Aduhelm Erken ve orta 2021
antikor

Glinlimiizde kullanilan AH ilaglar1 biligsel kaybi oOnlemeyi hedeflemekte,
ilerleyici bir hastalik olan AH’nin bir sonraki evreye gegisini yavaslatabilmektedir.
Birgok vakada ilaglar sadece limitli bir zaman diliminde is gormekte ve bazilarinda ise

etki dahi gostermemektedir.

Gilinlimiizde 6 adet FDA onayl1 ilag kullanilmakta, bunlardan 3 tanesi kolinesteraz
inhibitorii, 1 tanesi N-metil D-aspartat (NMDA) antagonisti, 1 tanesi kolinesteraz
inhibitorii ve NMDA antagonisti kombinasyonu ve en son onaylanan Aducanumab ise
bir monoklonal antikordur. Ilk 5 tanesi semptomatik tedavi amaciyla
kullanilmaktayken, sonuncusu ise hastalik modifiye edici ila¢ olarak kabul

edilmektedir (4).
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2.1.7.1 Kolinesteraz inhibitorleri

Bu ilaglarin ¢alisma stratejisi, kolinerjik hipoteze dayanmaktadir. AH beyninde
azalan ACh seviyelerinin, yikimida goérev alan AChE enziminin baskilanmasiyla
arttirllmasini hedefler (45). Kolinesteraz inhibitorleri, asetilkolinin pargalanmasini
engellemek ve kolinerjik sinapslarda aktivitesini siirdiirmek i¢in tasarlanmistir. FDA
tarafindan 1993 yilinda AH ilaci olarak onaylanan ve ayni zamanda AChE inhibit6rii
olan ilk ila¢ Tacrine’dir, ancak diger kolinesteraz inhibitorlerinin de onaylanmasindan
sonra Ozellikle karacigerde goriilen yiiksek toksisite ve mide bulantisi, bag donmesi,
bas agrimasi, kusma gibi diger yan etkiler sebebiyle piyasadan kaldirilmistir. AH
tedavisi i¢in gliniimiizde kullanilan FDA onayl1 kolinesteraz inhibitorleri Donepezil,
Galantamine (GAL) ve Rivastigmine’dir (Tablo 1). Bu ilaglarin, plasebo tedavisiyle
karsilastirildiginda bilis, giinliik ve genel islevi ve AH nin bazi davranigsal belirtilerini

istatistiksel olarak anlamli sekilde iyilestirdigi gosterilmistir (46,47).

2.1.7.1.1 Galantamine (GAL)

GAL izokinolin alkaloid ailesi tiyesidir (Sekil 3A) ve etkisini AChE'yi inhibe
ederek kolinerjik sistem iizerinden gostermektedir. Ayrica, bu mekanizmaya ek olarak
GAL pre- ve post-sinaptik nikotinik ACh reseptorlerinin (nAChR) allosterik
giiclendirilmesi yoluyla nikotinik ndrotransmisyonu modiile eder (48). Presinaptik
nAChR'ler ACh salmimma aracilik edebildiginden, bu reseptorlerin allosterik
modiilasyonu ACh'nin ve normal beyin fonksiyonunda 6énemli roller oynayan glutamat
ve dopamin gibi diger norotransmitterlerin salinimini artirabilir (49,50). Bu nedenle
GAL, agonistlerin nAChR {izerindeki etkilerini giiclendirerek AH'de 6nemli klinik
faydalar sergiler. GAL en yaygin olarak mide bulantisi, kusma, ishal ve anoreksi gibi

yan etkilerle iligkilendirilmistir (51,52).

2.1.7.2 N-metil D-aspartat (NMDA) Antagonisti

NMDA reseptoriiniin (NMDAR) AH patofizyolojisinde baskin bir role sahip
olduguna inanilmaktadir. NMDAR’nin uyarilmasi, sinyal iletimini aktive eden Ca*"

akisina neden olur ve sonug olarak, sinaptik norotransmisyon, plastisite ve hafiza
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olusumu icin 6nemli olan uzun dénem kuvvetlendirmenin (long term potentiation,
LTP) olusumu i¢in gerekli olan gen transkripsiyonunu tetikler. NMDAR'lerin asir1
aktivasyonu, anormal diizeyde Ca?" sinyaline ve merkezi sinir sistemindeki birincil
uyarici amino asit olan glutamatin asir1 uyarilmasina neden olur, bu da eksitotoksisite,
sinaptik islev bozuklugu, noronal hiicre oliimii ve biligsel islevlerde azalma ile
sonuclanir. Bu kategorideki onayli tek ilag olan Memantine (Tablo 1), NMDA
reseptorlerinin rekabet¢i olmayan, diisiik ila orta afiniteli bir antagonistidir bdylece
NMDA reseptorlerini kismen bloke ederek bu yikici olaylar zincirini dnlemeye

yardimci olur (53).

Ayrica Donepezil ve Memantine hem kolinejik hem de glutamaterjik sistemdeki
bozukluklar1 birlikte desteklemek adma iki yaklasim kombine edilmis ve bu
formiilasyon da FDA tarafindan onaylanarak 2014 yilinda alternatif bir ila¢ olarak

piyasaya sunulmustur (Tablo 1).

2.1.7.3 AP hedefli immiinoterapi

Aducanumab sadece AP agregatlarina yiiksek afinite ile baglanarak birbirlerine
olan etkilesimlerini azaltarak AP plaklarinin daha kiigiik oligopeptitlere veya amino
asitlere parcalanmasini saglayan tamamen insan monoklonal bir antikordur (54).
Caligmalar her ne kadar iiretime miidahale edilmediginden dolay1r A birikimi devam
etse, beyinde halihazirda var olan A yiikiindeki azalmanin biligsel gerilemeyi
yavaslattigini iddia etmektedir (31). Bu anlamda hastalig1 modifiye edici ilk modifiye

edici ilagtir.

Aducanumab 7 Haziran 2021 tarihinde FDA tarafindan kosullu hizlandirilmig
onay yolu ile onaylanmis ve Amerika’da piyasaya sunulmustur. Ancak oldukca
tartismali olan bu ilaca, Avrupa ilag Birligi (The European Medicines Agency, EMA)
basta olmak tiizere bir¢ok lilke tarafindan Faz 3 deney sonuglarindaki celigkiler ve
beyin kanamasi gibi ciddi risklerinin olmasi nedeniyle kullanim izni verilmemistir

(55).
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2.2 AH Tedavisi Icin Yeni Potansiyel Bilesikler

Doga kimyasal yapilardan olusan bir kitapliktir ve genellikle ila¢ adaylarinin
aragtirtlmas1 bunlarin birincil kaynagi olan bitki 6zleriyle baglar. Bitkilerden elde
edilen dogal bilesikler, AH tedavisi i¢in hala en umut verici molekiiller olmaya devam
etmektedir. Bugiline kadar 27000'den fazla farkli bitki alkaloidi tanimlanmis ve
bunlardan 2 tanesi ila¢ olarak onaylanmistir. Gelecek vadeden diger 4 bitki bazl
molekiil i¢in klinik deneyler yapilmig, ancak basarili olamamistir (5). Bu ¢aligmada

arastirilan, alkaloid ve kumarin gruplarindan bilesikler bu baslik altinda tanitilmistir.
2.2.1 Alkaloidler

Alkaloidler, oncelikle bitkilerde, Ozellikle de bazi ¢icekli bitki ailelerinde
bulunan, dogal olarak olusan organik nitrojen igeren bilesiklerin bir sinifidir. Alkaloid
iceren ekstraktlar, 3000 yil1 agkin bir siiredir terapdtik olarak, 6rnegin yilan sokmast,
ates ve deliligin tedavisinde kullanilmistir (56). Morfin, 19. yiizyillda modern kimya
tarafindan kesfedilen ilk alkaloidken, sonradan kafein ve nikotin onu takip etmistir
(57). Modern tipta alkaloidler, etkileri nedeniyle ¢ok ¢esitli farmakolojik uygulamalara
sahiptir bunlara 6rnek olarak sunlar verilebilir: analjezik, antiastmatik, antiaritmik,
antikanser, antihipertansif, ates diisiiriiciiler, antibakteriyel ve antihiperglisemik (58).
AH tedavisi i¢in FDA onayli kolinesteraz inhibitdrlerinden ikisi, Galantamine ve
Rivastigmine, alkaloidlerdir. Tiim bu bilgiler alkaloidlerin AH i¢in bir kaynak olarak

onemini vurgulamaktadir (59).
2.2.1.1 Lycoramine

Lycoramine (LYC), Amaryllidaceae ailesinden GAL benzeri bir alkaloiddir (Sekil
3B). SH-SYSY hiicrelerinde, hiicre hasari ve Oliimiine karsi ndroprotektif etki
gosterdigi raporlanmistir (60). LYC ile ilgili az sayida ¢aligsma olsa da in vitro deneyler
AChE inhibitér aktivitesinin GAL’den %42 daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur
(61).
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Sekil 3. AH tedavi potansiyeli olan ve bu calismada arastirilan bilesiklerin kimyasal
yapilart. A. Galantamine (GAL), B. Lycoramine (LYC), C. O-demethyl-galantamine
(ODG), D. Palmatine (PAL), E. Scopoletin (SCO), F. Pteryxin (PTX).

2.2.1.2 O-demethyl-galantamine

O-demethyl-galantamine (ODG), ayni zamanda sanguinine olarak da
adlandirilmaktadir, bagka bir Amaryllidaceae alkaloididir. ODG, GAL’in beyindeki
ana metabolitlerindendir (62). GAL’den bir metil grubu eksik olan ODG’ nin (Sekil
3C) AChE inhibitor aktivitesinin yaklasik 10 kat daha yiiksek oldugu in vitro testler
ile tespit edilmistir (61,63,64).
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2.2.1.3 Palmatine

Bir izokinolin alkaloidi olan Palmatine (PAL)’in, anti-kanser, anti-bakteriyel,
anti-viral, anti-inflamatuar, kan-lipid diizenleyici ve noroprotektif aktiviteler gibi cok
cesitli 0zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 3D) (65). Ayrica PAL'in AChE ve
BuChE inhibe edici aktivite gosterdigi kanitlanmistir (66,67). Ek olarak,
gerceklestirilen in vitro analizler, AB plaklarinin olusumunun ve tau proteini
agregasyonunun PAL varliginda azaldigini1 kanitlamistir (68). Diger ¢aligmalarda bu
alkaloid, Isvigre irk1 genc erkek albino farelerde skopolamin ve diazepamin neden
oldugu amnezide prokognitif etki gdstermistir (69). Birlikte ele alindiginda, daha 6nce
yaymlanmis ¢aligmalarin sonuglari, PAL"in kanitlanmis in vitro ve in vivo aktiviteleri

nedeniyle AH ile miicadele etme potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir.

2.2.2 Kumarinler

Bitkilerin aromatik organik sekonder metabolitleri olan kumarinler, basit, ¢ok
yonlii yapilan c¢esitli protein hedeflerinin baglamasina izin verdigi i¢in farmasdtik
aragtirmalar i¢in oldukc¢a degerli bir hedeftir. Diigiik toksisite ve yan etkilerin yani1 sira
diisiik ila¢ direnci ek faydalardir (70,71). Kumarinlerin, 6zellikle anti-nérodejeneratif
(72-74) ve anti-inflamatuar (75) olmak {izere gesitli etkileri oldugu bildirilmistir
(76,77).

2.2.2.1 Scopoletin

Basit yapili bir kumarin olan Scopoletin (SCO) (Sekil 3E), anti-enflamatuar, anti-
oksidan aktiviteye, AChE ve monoamin oksidaz inhibitor aktivitesine sahip olmasiyla
AH ile iligkilendirilmis kumarin tiirevlerinden biridir (78-80). Klinik Oncesi fare
modellerinde noéroprotektif 6zellikleriyle bilinir (81). Calismalar, SCO'nun dopamin
seviyelerini oOnemli Olclide artirdigint  (82), antioksidan enzimler yoluyla
norodejenerasyonu azalttigini (83) ve in vivo AP25-35 kaynakl sitotoksisiteye karsi
giiclii bir antioksidan oldugunu bildirmistir (78). Bununla birlikte, SCO'nun
davranigsal aktivitesi ve norofarmakolojik 6zellikleri tizerindeki etkisi hakkinda bilgi

azdir. Bir ¢alisma, bu kumarinin, Freund'un adjuvanla indiiklenen fare modelinde,
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anti-enflamatuar aktiviteleri dahil ederek ve uyarici/inhibitér dengeyi diizenleyerek

anksiyete benzeri davraniglari iyilestirdigini gostermistir (84).

2.2.2.2 Pteryxin

Pteryxin (PTX), dihidropiranokumarin tiirevi bir kumarin olup (Sekil 3F), esas
olarak lipit yollar1 yoluyla obezite karsit1 aktivitesi lizerine ¢aligmalar ¢ogunluktadir
(85,86). PTX'in merkezi sinir sistemi tizerindeki etkisini gosteren tek bir kanit vardir.
Bu calismaya gore PTX, GAL’e gore daha etkili bir BChE inhibitorii olarak
bulunmustur (87).

2.3 AH ve Proteomik Calismalar

AH’nin noropatolojisi ve mekanizmasina dair tiim hipotezler proteinlerin islev
bozukluklari, birikimleri veya eksiklikleri gibi proteinlerdeki olagandisi durumlar
iizerinedir. Bu nedenle AH’yi anlamak igin, proteinlerdeki degisimleri anlamak
elzemdir (88). Sekil 4’te AH ve proteomik arastirmalarindaki énemli gelismeler

kronolojik olarak gdsterilmistir.

1897 Early MS by J. J. Thomson 1962 lon-mobility MS 1984 Electrospray ionization 2000 Orbitrap

1966 Tandem MS 1988 MALDI 2000 SILAC
| 1919 Isotope analysis by MS 1966 Chemical ionization 1988 Nanoscale LC 2001 MudPIT
e 1967 Edman degradation * 2002 DIA
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. i ’1 936 Sector MS f : 1993 Peptide mass fingerprinting 2003 Target-decoy
[ Iy 1 1994 “PROTEOME" coined 2003 TMT
|| 1 1946 TOF S<_ 1974FTICR ! 1994 SEQUEST algorithm 2004 iTRAQ
i |y | 1949 lon cyclotron resonance 11975 2D PAGE MS i 1996 In-gel digestion 2004 ETD 2013 10-plex TMT
par et | | 1975APCI ! 1998 ECD 2004 DESI 2019 4D proteomics
[ 11953 Quadrupole | 1978 Triple quadrupole = | 1999 ICAT 2005 DART 2019 16-plex TMTpro
' ! . i 1978 SRM/MRM | 1999 MASCOT algorithm 2007 HCD 2021 18-plex TMTpro
Pt ‘
L=

. | 1956 Gas chromatography MS
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~3 - =y
) o '
1 2010 2020
() L}
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o ; -
1 | 1984 A isolation | 12004 Proteome of AD amyloid plaques by LCM {
. ! 1985 Tau purified from neurofibrillary tangles 2007 First AD GWAS 2011 ization of CSF bi
! '
|| 1986 Abnormal phosphorylation of Tau + 2013 AD risk gene TREM2 identified
i | 1987 AB sequencing and APP cloning 1991 First APP mutation (London) in AD 2013 11 AD risk loci identified by GWAS
H ! :958 Tau sequencing and cloning 1991 First APP transgenic mouse 2013 AD human brain insoluble proteome
t  |1990APP Duich mutation in CAA 1992 MS analysis of AB peptides 2016 Meta-analyses of fluid AD biomarkers
1 i 1992 MS sequencing of Tau in the AD human brain 2019 Quantitative amyloid plaque proteome
! in I y o 1993 Tau and AB42 in CSF as AD signatures 2019 Deep AD serum proteome
H :g;‘; zr'ﬁﬁklzza:;p’;m:ige“mﬁb’"'a'y‘a"g'es 1993 ApoE4 as a major risk factor 2020 More than 100 AD risk loci reported
/ 1995 PSEN1 and PSEN2 as AD genes 2020 Deep AD CSF proteome
y's 1995 Tacrine as the first AD drug 2020 Deep AD proteome & phosphoproteome
1906 First case reported by Alois Alzheimer 1996 First APP knockout mouse 2020 Tau PTM profiles
1910 "Alzheimer's Disease coined 1999 First AB immunotherapy in mice 2021 Aducanumab approved by FDA

Sekil 4. Kiitle spektrometresi ve AH arastirmasindaki baslica tarihsel olaylar. AH’deki
proteomik caligmalar vurgulanmigtir (88).
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Proteom bir hiicre, doku veya organizmada ifade edilen proteinlerin tamamidir.
Proteomiks ise proteinlerin yapilarini, fizyolojik islevlerini, dinamiklerini veya diger
rollerini belirlemek i¢in biiyilik 6l¢ekte sistematik olarak inceleyen giiglii bir alandir.
Proteomiks oOzellikle hastaliklarin mekanizmasmin ortaya ¢ikarilmasinda, hangi
proteinlerin biyolojik hangi siireclerde yer aldigi, proteinlerin hangi proteinlerle nasil
etkilesime girdigi ve proteinlerin hiicre i¢inde nerede ve nasil lokalize oldugu gibi
onemli biyolojik bilgiler sunabilir. Protein-protein etkilesimleri 6zellikle olusturulan
sistemlerin anlagilmasinda oldukg¢a biiylik 6nem tasimaktadir. Kiitle spektrometrisi
(mass spectrometry, MS) c¢ok onemli bir analitik tekniktir ve uzun yillardir
hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi icin siklikla
kullanilmaktadir. MS  tabanli proteomik analizler genelde 3 asamal
gerceklesmektedir: 6rnek hazirligi, MS analizi, MS sonrast biyoinformatik analizler.

Her asama i¢in nihai hedefe yonelik ¢ok cesitli segenekler mevcuttur (89).

2.3.1 Kiitle spektrometresi

Tiim kiitle spektrometrelerinin ii¢ temel bileseni vardir: bir iyon kaynagi, kiitle
analizorii ve detektor (Sekil 5). Kiitle spektrometreleri yalnizca gaz halindeki iyonlari
analiz edebildiginden, peptitleri siv1 fazdan gaz halindeki iyonlara doniistiirmek igin,
elektrosprey iyonizasyonu (ESI) veya matriks-destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon
(MALDI) gibi yontemlere ihtiyag vardir. ESI’de peptitleri i¢eren sivi, yiiksek voltajda
(2-4 kV) tutulan mikrometre biiytlikliiglindeki bir delikten pompalanir. Bu yayiciya
ulagtiktan sonra, sabit siv1 akis1 son derece kiigiik, yiiksek oranda yiiklii ve hizla
buharlasan yiiklii damlaciklara parcalanarak peptit iyonlari1 gaz fazina gegirir.
MALDI'de ise, 6rnek matriks i¢inde ¢6ziiniir ve daha sonra bir lazerle 1s1nlamaya tabi
tutulur. Ornek matriks icinde lazerden gelen yapisini bozucu etkiden korunurken,

molekiiler iyonlarina ayrisabilmektedir.

Bir kiitle analizoriiniin temel rolii, iyonlar1 kiitle-yiikk oranlarma (m/z) gore
ayirmaktir. Temel olarak, tiim iyonlar yoriingelerini elektrik alanlarinda modiile
ederek ayrilir. Kiitle analizorleri, iyonlar1 ayirmak i¢in kullandiklar1 prensipte farklilik
gosterir ve bu, tercih edilen uygulama alanlarini tanimlar. Genellikle ugus stiresi (time

of flight, TOF) veya Orbitrap analizorleri ile birlestirilen dort kutuplular (quadrupole,
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Q), proteomikste en yaygin olanlardir. Dort kutuplu kiitle analizorleri, paralel bir
diizende dort silindirik ¢ubuk arasinda salinan bir elektrik alan1 kullanarak iyonlar
ay1rir; burada her bir ¢ubuk ¢ifti, bir faz kaymasina sahip bir radyo frekansi elektrik
alani iretir. Ortaya ¢ikan elektrik alanlari, tiim iyonlarin iletilmesine veya belirli bir
m/z penceresinin iyonlarmin secici olarak iletilmesine izin verecek sekilde

yapilandirilmis bir s6zde potansiyel yiizeyi tanimlar.

TOF kiitle analizorleri, iyonlar1 yaklasik 20 kV'a hizlanmadan sonraki hizlardaki
farkliliklara ve miiteakip detektore farkli varis zamanlarina gore ayirir. Bir TOF, mikro
saniyelerin altindaki zaman farklarim1 saptayarak milyonda bir parca (ppm) kiitle
farkliliklarini 6lgebilir. Aksine, Orbitrap kiitle analizorii iyonlar1 salinim frekanslarina
gbre ayirir. Iyonlar teget olarak enjekte edilir ve ardindan Orbitrap'te tutulur ve
merkezi bir metal milin uzunluk ekseni boyunca hareket ederler. Bir Orbitrap sadece
birka¢ santimetre uzunlugunda olmasina ragmen, iyonlar hizla birkag¢ kilometreye
kadar seyahat edebilir ve bu da ¢ok yiiksek ¢oziiniirliik (tipik olarak on binlerce) ve
diisiik ppm kiitle dogrulugu saglar.

Proteomikste, dort kutuplu elementi normalde iyonlarin pargalanabildigi bir dort
kutuplu olan bir carpigsma hiicresi (collision cell) takip eder. Peptit iyonlar1 veya
fragman iyonlar1, dedektorii de igeren son asamaya girer - ortaya ¢ikan spektrumlar,
onceki durumda MSI1 veya Oncli iyon spektrumlari ve ikinci durumda MS/MS

spektrumlari olarak adlandirilir (90).

detektor ‘ ‘ |||| ””

m/z

analizori

Sekil 5. Kiitle spektrometresi temel bilesenleri
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2.3.1.1 LC-MS/MS

Siv1 kromatografi kiitle spektrometresi (Liquid Chromatography MS/MS, LC-
MS/MS), siv1 kromotografi (yiiksek basincl sivi kromatografisi, HPLC olarak da
adlandirilabilir) ile kiitle spektrometresi ile bir araya getiren, laboratuvarlarda
biyolojik 6rneklerin, ilaglarin ve ilag iiriinlerinin nitel ve nicel aragtirmalarinda sikca
kullanilan ~ bir tekniktir. LC-MS/MS, biyoyararlanim, biyoesdegerlik ve
farmakokinetik verilerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda énemli bir rol oynar
(91). LC-MS tabanli proteomikste, karmasik protein karigimlari once enzimatik
boliinmeye tabi tutulur, analiz sonucunda 6rnekte bulunan proteinlerin tanimlanmasi
ve tanimlanan proteinlerin bolluk seviyelerinin dl¢tilmesi hedeflenir (92). LC-MS/MS
cihazlar1 genellikle iyon kaynagi olarak ESI ile eslenmisken, kiitle analizorii olarak Q,
TOF, Orbitrap ya da bunlarin birbirleriyle ya da kendileriyle birden fazla bir araya
gelmeleriyle olusturulmus kompleks sistemlerdir (LC-ESI-tripleQ-MS/MS, LC-ESI-
QTOF-MS/MS, LC-ESI-TOF-TOF-MS/MS vb) (93).

2.3.1.2 MRM-MS

Coklu reaksiyon izleme (Multiple reaction monitoring, MRM), LC-ESI-QqQ-
MS’in bir modudur. Hedefli LC-MS analizi, arastirmacinin hedef molekiiliiniin
saptanmasina ve miktarinin belirlenmesine odaklanir. MRM analizinde ilk asamada
ilk Q’da hedef molekiiliin 6ncili iyonunun m/z degeri segilerek ikinci Q’ya gegisi
saglanir. Burada inert gazlar ile carpisma kaynakli ayrisma (collision induced
dissociation, CID) gergeklestirilerek, onciil iyonun fragmanlara ayrilmasi saglanir.
Ucgiincii Q’da ise yine bilinen m/z degerleri iizerinden olusan fragmanlar saptanr.
Boylece kiitle se¢iminin iki asamasindan kaynaklanan yiiksek secicilik, karigimdaki

hedef analitin ¢ok spesifik ve hassas bir Ol¢iisiinii verir (94,95).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar, alet ve malzeme listesi

Cihaz, Alet ve Malzeme

Calkalryicili Is1 Blogu

Cekerocak - proteomiks

ChemiDocTM MP System

Cryostat

CSH C18, 1,7 um, 75 um i.d. x 250 mm
Derin dondurucu (-80C)

Derin Donduruculu Buzdolab: (+4C ve - 20C)
Etiiv (370C - Proteomiks)

Hassas Terazi

Jel Goriintiileme Cihaz

Kapakli Tiipler (0,5; 1,5 ve 5 mL)
LC-MS Kiitle spektrometresi

LC-Vial

LoBind Microcentrifuge Tube (1,5 mL)
Manyetik Karistirici

Membran Filtre (0,22 um)

Mikropipet Seti

Mikroskop

nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap
Column
nLC-MS/MS Kiitle Spektrometresi

PCR Cihaz1

PCR tiipleri (0,2 - 0,5 pL)
pH Metre

Pipet Uglari (0,1-1000 pL)
Poly-L-lizin kapli lam
SpeedVac

Ultrasonik isleyici

Marka/Model

Biosan

Bio-RAD

Thermo Scientific

Waters

Haier Biomedical

Kirsch Medical

Hera Term Oven Thermo Scientific

Kern ABJ

Chemidoc Imaging System Bio-RAD

Eppendorf

TSQ Quantum Access Max LC-
MS/MS (Thermo Scientific)
Waters

Eppendorf

IsoLab

Merck Millipore, GSWP04700
Thermo Scientific

Axio Vert. Al (Carl Zeiss)

Waters

Waters

nanoACQUITY UPLC M Class ile
bagli SYNAPT Xevo G2-XS
(Waters)

CFX Connect Real-Time PCR Bio-

RAD
Isolab

Thermo Scientific
Eppendorf, 2640433
Thermo Scientific
Thermo Scientific

VialTweeter, HielScher
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Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler listesi

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Marka

Agaroz

Ammonium persulfate (APS)
Amonyum asetat (AA)

Amonyum bikarbonat (ABC)
Asetonitril (LC-MS safliginda)
Bradford

Clarity Western ECL Blotting Substrate
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit
Ditiotreitol (DTT)

Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)
Etanol

Fluoromount aqueous mounting medium
Formik asit

Glul-fibrinopeptide B standart
Iyodoasetamit (IAA)

Kolorimetrik peptit kantitasyon kiti
Laemmli Ornek Tampon Cozeltisi (4X)
Leucine-enkephalin standart

Metanol

NNNN-Tetramethyl ethyl amine (TEMET)
Liquid block pap pen

Paraformaldehit (PFA)

PCR Primerleri

Potasyum Fosfat, Monobazik
Potasyum Klorit (KCl)

Proteaz inhibitor kokteyli

Renkli protein marker1

Renksiz protein marker1

SafeView DNA boyasi

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum Fosfat, Dibazik

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum Klorit (NaCl)

Su (LC-MS-grade)

Siit tozu (yagsiz)

Sigma, A9539

Sigma, A3678

Sigma

Merck

Merck

Bio-RAD,

Bio-RAD, 170-5060

Vector Laboratories, SK-4100

Sigma, E9884
Merck, #64-17-5
Sigma, F4680
Merck,

Waters, 700004729

Pierce, 23275
Bio-RAD, 1610747
Waters, 186006013
Merck, 67-56-1
Sigma, T9281
Sigma, 3110V
Sigma, 158127
Sentromer

Merck, 529568
Sigma, P9333
Thermo Scientific
Bio-RAD, #1610385
Bio-RAD, #1610363
ABM, JK7947
Sigma, L3771
Merck, 567547
Sigma, 221465
Sigma,S7653
Merck, 115333
Sigma, 70166
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Tablo 3. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler listesi (devam)

Taq PCR

NEB, E5000S

TGS Buffer (10X)

Bio-RAD, 1610772

TGX Stain-Free FastCast %12 Akrilamit Jel Kiti

Bio-RAD, #1610185

Trans-Blot® TurboTM RTA Mini Transfer Kit

Bio-RAD, 161-0175

Tripsin Pierce

Tris/HCl Sigma, T5941
Trizma® Base Sigma, T1503
Tween20 Sigma, P1379
Universal Protein Extraction Kit (UPX) Expedeon, 44101

Ure

Bio-RAD, 161-0730

Vectastain kiti

VectorLabs, PK-7800

3.2 Yontem

SxFAD
Alzheimer Fare
Modeli tiretimi

(12 aylik)
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(7 giin)
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MRM-MS

LC-MS/MS ve
biyoinformatik analizler

Morris Su Labirenti
(7 giin)
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3.2.1 Deney hayvanlarn

Bu ¢alisma Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (ACU - HADYEK) 17.02.2016 tarihli ve 2016/7 say1li etik kurul izni (Ek
2) cergevesinde gerceklestirilmis olup, enstitii ve ARRIVE hayvan kullanim ve bakim

rehberine uyulmustur.
3.2.1.1 Uretim ve bilesik enjeksiyonlari

Tablo 4. Bilesikler, tiirleri ve uygulama dozlar1

Bilesik ismi Tiirii Enjeksiyon Konsantrasyonu
Doz 1(mg/kg) Doz 2 (mg/kg)
Galantamine Alkaloid 2 4
Lycoramine Alkaloid 4 8
O-demethyl-galantamine Alkaloid 1 2
Palmatine Alkaloid 5 10
Scopoletin Kumarin 8 16
Pteryxin Kumarin 8 16
DMSO %1 %1

APP’de 3 tane (K670N, M671L, V717I), Presenilin-1 (PSEN1) geninde ise 2 tane
(M146L and L286V) olmak iizere toplam 5 farkli ailevi AH mutasyonu tasiyan
transgenik SxFAD fareler (B6SJL-Tg) ve hibrit (B6SJL) fareler Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, USA)’den satm alind1. Uretimleri ve ayn1 batinda hem heterozigot
transgenik (5XxFAD) hem de transgenik olmayan (ALM-Alzheimer’s littermate)
yavrularin ayriminin yapilmasi amaciyla genotiplemeleri Giirel (2019) tarafindan daha
once detaylica aciklanan protokol ile gerceklestirildi (96). 12 aylik 5xFAD fareler
randomize ve esit cinsiyet dagilimi ile gruplara ayrildi. 6 farkli bilesik Polonya’daki
proje ortaklarimiz tarafindan yiiksek saflikta (>%95) izole edilerek liyofilize halde
tarafimiza yollandi. DMSO’nun %1’ in altinda tutulmasi adina minimum miktarlarda
DMSO kullanilarak ¢oziilen bilesikler daha sonra serum fizyolojik ile seyreltildi. Tiim
bilesikler i¢in literatiir ve proje ortaklarimizin gergeklestirdigi testler dogrultusunda

uygun iki doz belirlenerek, 7 glin boyunca intraperitoneal olarak farelere enjekte
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edildi. Bilesiklerin kimyasal gruplar1 ve dozlar1 Tablo 4’te gosterildigi gibidir. Kontrol
grubunu ise ilaclarin ¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO (en fazla %1) ile enjeksiyon
yapilmis SXFAD’lar olusturmaktadir. Ayrica ayni batindan dogan transgenik olmayan
ALM grubuna da %1 DMSO enjeksiyonu yapilarak saglikli kontrol grubu olarak

kullanilmasi hedeflendi.
3.2.1.2 Morris su labirenti testi

Alistirma igin ilk giin (0. giin) fareler tank i¢inde 60 sn yiizdiiriildii. Ogrenme faz1
deneyleri 1 - 6. giinlerde ve hafiza faz1 deneyleri 7. glinde gergeklestirildi. Bir platform
suyun 1 cm altinda kalacak sekilde secilen kadrana yerlestirildi ve yeri 6grenme fazi
boyunca sabit tutuldu. Bu fazda, fareler 25 dk ara ile her kadrandan birakilarak 60 sn
boyunca yiizmelerine izin verildi. Bu siirede platformu kendi bulamayan fareleri,
aragtirmact  platforma yerlestirdi. Farelerin platformu bulup bulmamasina
bakilmaksizin, platform iizerinde 20 sn boyunca etrafi gozlemesi beklendi. Hafiza
fazinda (7. giin) ise farelerin uzaysal bellek fonksiyonlari arastirildi. Platformun
yerinden kaldirildig1 bu fazda ise fareler onceden platformun bulundugu kadranin

caprazindaki kadrandan suya birakildi ve 60 sn yiizmeleri saglandi.

Ogrenme fazinda farelerin platformu bulma siireleri, hafiza fazinda platform
alaninda gegcirilen siire, yiizme hizi ve toplam yliziilen mesafe yazilim tarafindan
olciildii. Istatistik testleri SPSS programi ile yapildi. Shapiro-Wilks normal dagilim
testi sonucunda, gruplarin normal dagilim gostermedigi belirlendi. Parametrik
olmayan testler kullanilarak istatistiksel anlamlilik arastirildi. Gruplar arasindaki
istatistik karsilastirmalar Kruskal-Wallis ve Mann Whitney U ile, grup i¢i degisim ise
Friedman ve Wilcoxon testleri kullanilarak analiz edildi. p degerinin 0,05’ten kiiciik

olmasi istatistiksel anlamlilik olarak degerlendirildi (p < 0,05).
3.2.1.3 Beyin dokularinin ¢ikartilmasi, bolgelere ayrilmasi ve saklanmasi

Davranig deneyleri tamamlanan tiim fareler izofluran kullanilarak anestezi altina
alind1 ve en fazla 1 dk iginde beyinleri ¢ikartildi. Tiim beyin dokular1 (her gruptan 2

adet) s1v1 nitrojen iizerine yerlestirilmis aliminyum folyolarda donana kadar (~3-5 dk)
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bekletildi ve 15 ml falkon tiiplere alind1. Her gruptan 6 beyin dokusu ise, bir petri kab1
icine serum fiyolojik koyularak, buz lizerinde hizlica korteks, hipokampiis, serebellum
bélgelerine ayrilarak Lobind tiiplerde topland1 ve siv1 nitrojende donduruldu. Ornekler

sonraki deneyler i¢in -80°C dolabinda muhafaza edildi.
3.2.2 MRM-MS ile bilesiklerin kan-beyin bariyeri gecisinin arastirilmasi

MRM-MS ile, bilesiklere ait Onciil iyonlar ve fragmentleri hedef alinarak,

bilesiklerin kan beyin bariyerinden ge¢isi analiz edildi.
3.2.2.1 Ornek hazirhg

Analiz icin, ila¢ enjeksiyonu yapilmis olan tiim beyinlerden 4 adet 10 pum
kalinliginda kryostat cihazi ile kesit alinarak Lobind tiiplere koyuldu. Sonrasinda, her
bilesik i¢in farkl ekstraksiyon yontemi takip edildi.

3.2.2.1.1 GAL

Kesitlerin iizerine 300 pl %100 metanol (MetOH) eklenerek aralarda buza tutarak
8 kere 20 sn boyunca ultrasonik isleyici ve ardindan thermo-shaker ile 1000 rpm
40°C’de 10 dk calkalanarak homojenize edildi. 10 dk 17000 rpm’de santrifiij edildi ve
siipernatant yeni tiipe aktarildi. Pellet {izerine 100 ul MetOH eklenerek yukarida
bahsedilen basamaklar 2 kez tekrar edildi. Tiim siipernatantlar ayni tiipte toplanarak
0,22 pm filtreye aktarildi, 14000 g’de 20 dk santrifiij edildi. Filtrelenen soliisyon
vakum altinda ile ugurularak hacminin azalmasi saglandi. 100 pl viale aktarilarak

analize hazirlandi.
3.2.2.1.2 LYC

Coziicii sollisyonu %70 asetonitril (ACN), %29,5 su ve %0,5 formik asit (FA)
karigtirilarak hazirlandi. 300 pl ¢oziicti soliisyonu kesitlerin iizerine eklendi, aralarda

buza tutarak 8 kere 20 sn boyunca ultrasonik isleyici ve ardindan thermo-shaker ile
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1000 rpm 40°C’de 10 dk calkalanarak homojenize edildi. 15 dk 14000g’de santrifiij

edilerek debristen temizlenen soliisyon, viale aktarildi.

3.2.2.1.3 ODG

Birinci ve ikinci yontem olarak sirasiyla GAL ve LYC i¢in uygulanan 6rnek

hazirlama yontemleri takip edildi.

Uciincii yontem icin drneklere %1 tartarik asit igeren metanol eklendi. Sirasiyla
aralarda buza tutarak 10 kere 10 sn boyunca ultrasonik isleyici ve 1000 rpm 40°C’de
10 dk calkalayict ile homojenize edildi ve 10 dk 17000 rpm’de santrifiij edildi.
Stipernatanttan ayristirilan peletin lizerine ayn1 karisimdan 100 pl eklenerek isleyici,
calkalayict ve santrifiij islemleri tekrarlandi. Toplanan siipernatantlar filtreden

gegirilerek analiz i¢in viale aktarildi.

Dordiincii yontem igin 6rneklere soguk 50 mm Tris-HCI eklendi ve ornekler 20
kere 10 sn boyunca ultrasonik isleyici ile homojenize edildi. 1000 rpm’de 10 dk
santrifiijiin ardindan toplanan siipernatanta esit hacimde etanol (EtOH) eklenerek
vortekslendi, ve karisim tekrar 17000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Ustte olusan EtOH

fazi1 toplanarak analiz i¢in viale aktarildi.

3.2.2.14 PAL

Kesitler 50 pl MetOH ve 50 ul ACN karisiminda 30 sn vortekslendi ve aralarda
buza tutarak 10 defa 10 sn boyunca ultrasonik isleyici ile homojenize edildi. 1 ml
aseton tiipe eklendi, sonrasinda 2 dk vorteksin ardindan 3500 rpm’de 5 dk santrifiij

edildi. Yeni tlipe alinan siipernatant speed-vac’te uguruldu ve residue 50 pl mobil fazda

(30% ACN, %70 amonyum asetat (AA), 0.1% FA yeniden ¢6ziildii.

3.2.2.1.5 SCO

SCO’nun beyin dokusundan ekstraksiyonu i¢in 4 farkli yontem denendi.
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[k yéntem icin, kesit iizerine 500 ul %100 MetOH eklenerek aralarda buza tutarak
8 kere 20 sn boyunca ultrasonik isleyici ile homojenize edildi, 5 dk 12000g +4°C’de
santrifiij edildi ve silipernatant yeni tiipe aktarildi. Pellet iizerine 100 ul MetOH
eklenerek yukarida bahsedilen basamaklar 2 kez tekrar edildi. Tiim slipernatantlar ayni
tiipte toplanarak vakum altinda ile ugurularak hacminin azalmasi saglandi. 100 pl viale

aktarilarak analize hazirland.

Ikinci yontem icin, kesit {izerine 300 ul ACN:MetOH (2:1, v/v) eklenerek aralarda
buza tutarak 8 kere 20 sn boyunca ultrasonik isleyici ile homojenize edildi, 10 dk
15500 g’de santrifiij edildi. Stipernatant 0,22 pum filtreye koyularak 1000 g’de 10 dk
santrifiij edildi. 100 pl viale aktarildi.

Uciincii yontemde, kesitler soguk 250 pl salin (%0,85 NaCl) i¢inde, aralarda buza
tutarak 8 kere 20 sn boyunca ultrasonik isleyici ile homojenize edildi, 10 dk 12000
rpm +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant yeni tiipe aktarilarak, iizerine metanol (1:4,
v/v) eklendi ve 10 dk 12000 rpm +4°C’de santrifiij edildi. Slipernatant toplanarak,

vakum altinda bir miktar buharlagtirildi ve viale alindi.

Dordiincii yontem olaraksa, kesitler salin (%0,85 NaCl) ile ¢o6ziildii, 200 pl 5 mM
amonyum format ve %0,1 FA eklenerek 20 sn vortex yapildi, 10 dk 12000 rpm

+4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant cihaza vermek iizere viale alind1.

3.2.2.1.6 PTX

Scopoletin i¢in uygulanan ikinci ve {i¢lincii yontemler Pteryxin i¢in de takip

edildi.

3.2.2.2 MRM-MS analizi

Doku o6rnek analizleri i¢in TSQ Quantum Access Max LC-MS/MS (Thermo
Scientific) sistemi kullanildi. Kromatografik kosullar i¢in Dionex ultimate 3000
UHPLC kromatografi sisteminde analitik kolon (Hypersil Gold C18, 3 um, 2,1 x 50

mm, Thermo) kullanilarak analizler yapildi. Chromeleon ve Xcalibur yazilimlari ile
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veriler incelendi. Diger parametreler her bilesige 6zgii olarak diizenlenmis olup alt

basliklarda verilmistir.

3.2.2.2.1 GAL

Her bir 6rnek 8 dakika boyunca 0,3 ml/dk akigla mobil faz A (ACN) ve mobil faz
B (AA) ile gradient ayrimi uygulanarak analiz edildi. GAL analizleri i¢in 288 [M]*
ana iyonunun m/z 288->231, 2882225, 288->213 iyon gegcisleri ile bilesik tespit
edildi. Cihaz parametreleri su sekilde ayarlandi: kolon firini: 30°C, ¢arpisma enerjisi:
20V, dwell zamani: 200 ms, ¢arpisma gaz basinci 1,2 mTorr, kapiller sicakligi 350°C,
perde gazi basinci 25 Arb, sprey voltaj1 4000 V.

3.2.2.2.2 LYC

Her bir 6rnek 6 dakika boyunca 0,15 ml/dk akigla mobil faz A (%0,05 FA) ve
mobil faz B (ACN) gradienti uygulanarak analiz edildi. LYC analizleri igin 290 [M]*
ana iyonunun m/z 2902215, 290->233, 290> 189 iyon gegcisleri ile bilesik tespit
edildi. Cihaz parametreleri su sekilde ayarlandi: kolon firini: 25°C, ¢arpisma enerjisi:
23 V, dwell zamani: 100 ms, carpisma gaz basinci: 1,2 mTorr, kapiller sicaklig:

300°C, perde gazi basinct: 25 Arb, sprey voltaji: 2000 V.

3.2.2.23 ODG

Her bir 6rnek 6 dakika boyunca 0,15 ml/dk akisla mobil faz A (ACN) ve mobil
faz B (AA) ile gradient ayrim uygulanarak analiz edildi. ODG analizleri i¢in 274 [M]"
ana iyonunun m/z 274->217, 2742225, 274->256 iyon gegcisleri ile bilesik tespit
edildi. Cihaz parametreleri su sekilde ayarlandi: kolon firini: 30°C, ¢arpisma enerjisi:
20V, dwell zamani: 200 ms, ¢arpisma gaz basinci 1,2 mTorr, kapiller sicakligi 350°C,
perde gazi basinci 25 Arb, sprey voltaj1 4000 V.
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3.2.2.2.4 PAL

Her bir 6rnek 6 dakika boyunca 0,15 ml/dk akisla Mobil faz A (%0,08 FA and 2
mmol/L) ve Mobil faz B (ACN) ile gradient ayrim uygulanarak analiz edildi. PAL
analizleri i¢in 352 [M]" ana iyonunun m/z 352336, 3522337, 252->308, 352>322
iyon gecisleri ile bilesik tespit edildi. Cihaz parametreleri su sekilde ayarlandi: kolon
firmi1: 40°C, ¢arpigma enerjisi: 30 eV, dwell zamani: 200 ms, ¢arpigma gaz basinct: 1,2

mTorr, kapiller sicakligi: 350°C, perde gazi basinci: 28 Arb, sprey voltaji: 3000 V.

3.2.2.25 SCO

Her bir 6rnek 6 dakika boyunca 0,45 ml/min akisla mobil faz A (%0,1 FA) ve
mobil faz B (ACN) ile gradient ayrim uygulanarak analiz edildi. SCO analizleri igin
193 [M]" ana iyonunun m/z 193->132, 193 178, 193> 149 iyon gegisleri ile bilesik
tespit edildi. Cihaz parametreleri su sekilde ayarlandi: kolon firini: 30°C, ¢arpisma
enerjisi: 26 V, dwell zamani: 150 ms, ¢arpisma gaz basinci: 1,2 mTorr, kapiller

sicakligl: 350°C, perde gazi basinci: 40 Arb, sprey voltaji: 2600 V.

3.2.2.2.6 PTX

Her bir 6rnek 6 dakika boyunca 0,45 ml/min akisla mobil faz A (%0,1 FA) ve
mobil faz B (ACN) ile gradient ayrim uygulanarak analiz edildi. PTX analizleri igin
387 [M]" ana iyonunun m/z 387->171, 387->189, 387->364 iyon gegisleri ile saf
madde tespit edildi. Cihaz parametreleri su sekilde ayarlandi: kolon firini: 30°C,
carpisma enerjisi: 22 V, dwell zamani: 200 ms, carpisma gaz basinct: 1,2 mTorr,

kapiller sicakligi: 350°C, perde gazi basinci: 40 Arb, sprey voltaji: 2600 V.

3.23 LC-MS/MS

Bilesiklerin korteks, hipokampiis ve serebellum beyin bolgelerinde neden oldugu
protein farkliliklarini arastirmak iizere protein ifade analizleri gerceklestirildi. Ayni
zamanda kontrol grubu olarak %1 DMSO enjekte edilmis ALM ve 5xFAD

gruplarindaki farelerin de beyin bdlgelerinin analizleri yapildi.
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3.2.3.1 Triptik peptitlerin hazirlanmasi

Kimyasal bilesenlerin beyin bdlgelerindeki protein seviyelerinin degisimine olan
etkisi LC-MS/MS sistemi ile arastirildi. Dokularin ¢elik boncuklar yardimiyla
mekanik olarak par¢alanmasinin ardindan proteaz inhibitorii igeren UPX (Expedeon)
ile lizisi gergeklestirildi. UPX miktar1 ilk etapta {ireticinin tavsiyesinin 4’1l kadar
dokunun iistiine eklendi ve ultrasonik isleyici ve thermo-shaker ile 1000 rpm 95°C’de
10 dk calkalanarak konsantre bir lizat olusturuldu. Ardindan bir miktar bu karisimdan
alinarak yeniden UPX ve proteaz inhibitorii ile karistirildi, yukarida bahsedilen
islemler tekrarlandi. Ardindan 14000 g‘de 10 dk santrifiijii takiben siipernatant protein
cozeltisi olarak alindi. Korteks, hipokampiis ve serebellum bdlgelerine ait 6rnekler
havuz edildi ve toplamda Ornek sayisi her bolge i¢in 3’e diisiiriildii. Bu sekilde
deneyin, protein bilgisi kaybetmeden, daha hizli ve ekonomik olmasi hedeflendi.
Triptik peptit eldesi i¢in Filter Aided Sample Prep (FASP) kiti kullanildi. Bradford ile
protein kantitasyonu yapilarak en fazla 100 pg protein olacak sekilde FASP’a baglandi.
Proteinler filtreli tiiplere konuldu ve tizerine 200 pl 8 M iire eklendi. 14000 g’de 15 dk
santrifiij edildi. Islem 2 kere daha tekrar edildi. Toplama tiipiinde biriken tiim sivilar
atild1. Tyodoasetamit (IAA, 10X) soliisyonu hazirlandi. Her 1X tiipte 50 mM IAA
bulunmaktadir. 10 pl IAA (50 uM ) ve 90 pl iire filtre lizerine eklendi ve kisa siireli
vortex ardindan 6rnek 40°C’de 1 dk bekletildi. Ardindan 20 dk karanlik bir yerde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. 100
ul tire eklendi ve 14000 g’de 15 dk santrifiij edildi. Bu islem 2 kez daha tekrar edildi.
Toplama tiipiinde biriken sivi uzaklastirildi. 100 ul 50 mM amonyum bikarbonat
(ABC) filtre {izerine eklendi. 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrar
edildi. Triptik peptit eldesi i¢in 6rnegin lizerine 1 pg/75 pl tripsin soliisyonu eklendi
ve gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi. Filtreler yeni tiiplere alind1. 40 pl 50 mM
ABC eklenip, 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Filtrelere 50 pl 0,5 M sodyum klorit
eklendi ve yine 14000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Filtrat bu asamadan sonra digest
edilmis proteinleri igcermektedir. Peptit konsantrasyonu, kolorimetrik peptit
kantitasyon kiti (Pierce) ile 6l¢iildii ve final konsantrasyonu 200 pg/ml ve i¢inde %0,1
FA olacak sekilde hazirlandi. LC-MS/MS analizi gerceklestirilmek iizere cihaza

verildi.
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3.2.3.2 nLC-MS/MS analizi

Protein ifade analizleri i¢in nanoACQUITY UPLC M Class ile baglt SYNAPT
Xevo G2-XS (Waters) sistemi kullanildi. Analiz 6ncesinde kolon sicaklig1 45°C olarak
ayarlandi ve kolon %97 mobil faz A (%1 FA igeren LC-MS safliginda su (Merck)) ile
dengelendi. Cihaza 6zgii yazilim olan MassLynx ile detektor ve kalibrasyon ayarlari,
sirastyla Leucine enkephalin (200 pg/ul) ve Glu-1-fibrinopeptit B (Glu-fib) (100
fmol/ul) kullanilarak gergeklestirildi. Hazirlanan triptik peptitler, oncelikle trap
kolonuna (Symmetry C18, 5 um , 180 um i.d. x 20 mm, Waters) yiiklendi. Sonra
analitik kolonda (CSH C18, 1,7 um , 75 pum i.d. x 250 mm, Waters) 120 dk boyunca,
0,200 pl/dk sabit akigla, %4’den %40’a kadar %1 FA iceren ACN gradienti
uygulanarak peptitler hidrofobikliklerine gore ayrildi. 100 fmol/ul Glu-fib 0,5 pl/dk
akis ile 60 sn araliklarla piskiirtiilerek kalibrasyon i¢in kullanildi. Fraksiyonlanmasi
gerceklesen peptitlerin, elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile iyonize edilmesi saglandi

ve kiitle spektrometrisi ile pozitif modda analiz edildi.

MS veri toplama yontemi olarak SONAR ad1 verilen yeni bir veriden bagimsiz
toplama (data independent acquisation, DIA) modu kullanildi. SONAR modunda, dort
kutuplu, 24 Da'lik bir dort kutuplu iletim genisligi ile m/z 400 ila 900 arasinda siirekli
olarak tarandi. Sirali MS ve MS/MS taramalari, sirasiyla 10 V (diisiik ¢arpisma enerjisi
(collision energy, (CE)) ve 40 V (yiiksek CE) kullanilarak yapildi. Dongii siiresi 0,5
tutularak, 50 - 1950 m/z araligindaki tiim iyonlar, duyarlilik (sensitivity) modunda
herhangi bir dncii iyon se¢imi olmadan birlikte parcalandi. Par¢alanmis iyon verileri,
alikonma zamanlar1 (retention time, AZ) kullanilarak karsilik gelen oOnciillerle

hizaland.

Progenesis-QI yazilimi (V.2.0 Waters) peptit 6zelliklerinin kantitatif analizi ve
protein tanimlamasi i¢in kullanildi. Bir Glu-fib peptidi (m/z 785,8426) kullanilarak
normalizasyon toplam iyon yogunluguna gore gerceklestirildi. islem parametreleri
sirastyla yiiksek ve diisiik enerji esikleri i¢cin 60 ve 10 olarak ayarlandi. Veri analizi
asagidaki parametreler kullanilarak yapildi: peptit bagina minimum pargalanmis iyon
eslesmesi sayist = 2, protein basina minimum fragman iyon eslesmesi sayist = 5,

protein basina minimum benzersiz peptit sayist = 1, triptik sindirim i¢in kagirilan
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maksimum boliinme sayist = 1, sabit modifikasyon = karbamidometil C, degisken
modifikasyonlar = oksidasyon M ve deamidasyon N ve Q, yanlig kesif orani (false
discovery rate, FDR) < %]1. 2" ve 3" iyon yikleri se¢ildi. Numuneler arasinda
normalizasyon i¢in toplam iyon yogunlugu kullanildi. Ekspresyon degisiklikleri ve p
ve q degerleri, Progenesis QI yazilimina dahil olan istatistiksel paket ile hesaplandi ve
celigkili olmayan peptitler kullanilarak nispi niceleme gore protein normalizasyonu
yapildi. Elde edilen veri seti, ANOVA p < 0,05, ¢ < 0,05 ile filtrelendi ve gruplara
gore en az 1,3 ya da 1,5 degisim oranina sahip proteinlerin anlamli degisim gosterdigi

kabul edildi.

3.2.3.3 Biyoinformatik analizler

Biyoinformatik analizler i¢in cesitli yazilimlar kullanildi. Gruplar arasi farklilig
ve grup i¢indeki grup profiline uyumlu olmayan 6rnek (outlier) olma durumunu
gozlemlemek amaciyla temel bilesenler analizi (principle component analysis, PCA)
gerceklestirildi. Proteinlerin ifade seviyeleri arasindaki benzerlik ve farkliliklarini
iizerinden gruplandirilarak, orneklerin benzerliklerinin incelenmesi i¢in hiyerarsik
kiimeleme (Hierarchical Clustering, HC) analizi gergeklestirildi. PCA ve HC
analizleri i¢in ¢evrimigi Clustvis yazilimi kullanildi. PCA i¢in, satirlara birim varyans
Olceklemesi (variance scaling) uygulandi ve temel bilesenleri hesaplamak igin
emputasyonlu tekil deger ayristirmasi (singular value decomposition, SVD) kullanildi.
Her gruptaki orneklerin etrafina otomatik olarak ¢izilmis tahmin elipsleri, %95
olasilikla ayni gruptan yeni bir gozlemin elipsin i¢ine diisecegi sekildedir. Is1 haritasi
ise su parametrelerle olusturulmustur: satirlar ortalandi (centered) ve birim varyans
Olceklendirmesi uygulandi. Satirlar ve siitunlar, korelasyon mesafesi (correlation
distance) ve ortalama baglanti (average linkage) ile kiimelendi. Kiime gruplar1 yazilim

tarafindan otomatik olarak olusturulmustur.

Gen ontolojisi (GO), proteinlerin biyolojik islevlerinin ii¢ ontoloji ile
yorumlanmasini saglar: biyolojik siire¢ (biological process, BP), molekiiler islev
(molecular function, MF) ve hiicresel bilesen (cellular component, CC). GO analizleri
ve Kyoto Genler ve Genler Ansiklopedisi (KEGG) yolak analizi DAVID (siiriim 6.8)

cevrimici yaziliminda gerceklestirilmis ve Graphpad Prism (stiriim 9.2.0) ve Inkscape
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(stirim 1.01) ile gorsellestirilmistir. Cytoscape yazilimi (3.8.2), protein-protein
etkilesim haritasini olusturmak, gorsellestirmek ve STRING veritabani araciligiyla
hub proteinlerini saptamak i¢in kullanildi. Hub proteinleri, Yerel Ortalama Baglant1
Tabanli Yontem (LAC) kullanilarak CytoNCA eklentisi ve Maksimum Komsuluk
Bileseninin Yogunlugu (DMNC) yontemi kullanilarak CytoHubba eklentisi ile ortaya
cikarild.

3.2.4 Western blot

Istatiksel analiz sonucunda ifadesinde anlamli farkliliklarin oldugu proteinlerin
miktarindaki degisimlerin klasik molekiiler bir yontemle onaylanmasi gerekmektedir.
Western blot yontemi ile yapilacak validasyon i¢cin LC-MS/MS analizleri ig¢in

hazirlanan protein lizatlar1 kullanildi.

SDS jel dokme sistemi kurulduktan sonra, jel TGX Stain-Free Fast Cast (12%)
akrilamid kiti yonergelerine uygun olarak hazirlandi. Oncelikle resolver (resolver A
ve B, 1:1 (v/v), %10 APS, %0,05 TEMED) hazirlandiktan sonra yavasga taragin
yaklasik 1 cm altina gelecek kadar dokiildii. Resolver’m donmasmi beklemeden
stacker (stacker A ve B, 1:1 (v/v), %10 APS, %0,1 TEMED) hazirland1 ve iistiine
dokiildii. Tarak dikkatlice yerlestirildi ve 30-45 dk oda sicakliginda sarsmadan jelin

polimerize olmasi beklendi.

Orneklerin protein konsantrasyonu Bradford yontemi ile dl¢iildii. %5 BME igeren
2x Laemmli Buffer ile her kuyucuga 10 pg protein olacak sekilde ayarlanan 6rnekler
karigtirildi ve 5 dk boyunca 95°C’de kaynatildi. Jel yiirlitme tankina yerlestirildi, tarak
cikartild1 ve camlarin hizasina kadar yiiriitme soliisyonu (35 mM SDS, 250 Mm Tris,
1,92 M Glisin; pH: 8,3) dolduruldu. 10 pl renksiz molekiiler standart ve Srnekler
kuyucuklara yiiklendi ve mavi boya jel tabanina gelene kadar (yaklasik 20 dk)
300V°da yiiriitiildii. Jel sonrasinda bekletilmeden Chemidoc’ta jel aktivasyonu yapildi
ve 3 kez 3 dk PBST (PBS + %1 Tween 20) soliisyonunda yikandi. Yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra jel dikkatlice PBS sollisyonuna ¢ikartildi ve BioRAD
ChemiDoc goriintiileme cihazi kullanilarak jel aktivasyonu gergeklestirildi. Jel 3 kez

3 dk PBST’de yikandiktan sonra proteinler jelden membrana Bio-RAD Trans-Blot
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semi-dry transfer sistemi ve Trans-Blot® Turbo RTA Mini PVDF Transfer Kiti
kullanilarak transfer edildi. Kurutma kagitlar1 transfer tampon ¢ozeltisinde (25 mM
Tris, 1,92 M Glisin; pH: 8,3) 5 dk tutuldu. Membran ise dnce %100 MetOH, sonra
tampon ¢ozeltisinde 2-3 dk bekletildi. En {iistten en alta sirastyla kurutma kagidi,
yiiriitiilen jel, membran ve kurutma kagidi sandvi¢ halinde kasete yerlestirildi ve

transfer cihazin karisik mod ayarinda 7 dk, 2,5 A 25 V’da gerceklestirildi.

Transfer sonrast membran PBST ile hizlica yikanarak ChemiDoc’ta goriintiilendi.
Sonrasinda membran bloklama soliisyonunda (PBS’te ¢oziilmiis %5 yagsiz siit tozu)
1 saat oda sicakliginda calkalanarak bloklandi. Daha sonra bloklama soliisyonu
icerisinde hazirlanan birincil antikorlar (Tablo 5) ile +4°C’de gece-boyu ¢alkalanarak
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 3 kez 5’er dk PBST ile yikanan membran primere
uygun olarak HRP-konjuge ke¢i anti-fare ya da ke¢i anti-tavsan ikincil antikor ile oda
sicakliginda 1 saat calkalanarak inkiibe edildi. Renksiz molekiiler standartin
goriintiilenebilmesi i¢cin HRP-konjuge streptaktin ikincil antikora eklenerek 5 dk
inkiibe edildi. 3 kez 5’er dk PBST ile yikama yapildi. ECL kiti ve BioRAD ChemiDoc

goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.

Normalizasyon, stain-free jel teknolojisi ile 6nerilen protokole uygun olarak
Bio-RAD ChemiDoc Image Laboratory yazilimi (versiyon 5.2) ile gergeklestirildi.
Bu yontemde normalizasyon, transfer sonrasi elde edilen blot goriintiisiindeki her
bir siradaki toplam protein miktarina gore, antikor inkiibasyonlar1 sonrasinda agiga
cikarilan hedef protein bantlarinin oranlanmasiyla gergeklestirilir. Elde edilen
densitometrik veriler Graphpad Prism yazilim1 (versiyon 7.04, GraphPad, La Jolla
California USA, www.graphpad.com) programi ile analiz edildi. Verilerin normal
dagilimi Shapiro-Wilks testi ile incelendi. Normal dagilim gosteren verilerin
anlamlilig1 bagimsiz 6rnekler i¢in t-test ile arastirildi. Western blot sonuglarina ait
grafikler yine ayni1 yazilim kullanilarak hazirlandi ve veriler sa¢ilim grafiginde

ortalama =+ standart hata ortalamasi (standart error of the mean, SEM) ile gosterildi.
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Tablo 5. Western blot validasyonlarinda kullanilan antikorlar, markalar1 ve
diliisyonlar1

Antikor Marka Diliisyon
Birincil AP, fare monoclonal Santa Cruz - sc-39220 1:1000
Birincil a-synuclein, tavsan polyclonal ~ Abcam - ab87599 1:1000
Birincil GFAP, tavsan monoklonal Abcam — ab7260 1:10.000
Birincil HSP70, fare monoklonal Santa Cruz — sc-32239 1:1000
Birincil Vimentin, fare monoklonal Santa Cruz — sc-373717 1:1000
Birincil HSI12A tavsan monollonal Biorbyt - orb184235 1:500
Birincil RL12 tavsan monoklonal Biorbyt - orb315691 1:500
Birincil HSP75 tavsan monoklonal Santa Cruz - sc-13557 1:100
Ikincil Kegi anti-fare IgG-HRP Santa Cruz - sc-2005 1:4000
Ikincil Kegi anti-tavsan [gG-HRP Santa Cruz - sc-6721 1:4000

3.2.5 Immiinohistokimya

Donmus beyin dokusundan kriyostat (Thermo) yardimiyla, Poly-L-Lizin kaplh
cam lamlar {izerine tiim beyinden 18 um koronal veya sagittal kesitler alind1. Kesitlerin
fiksasyonu i¢in lamlar 30 dk boyunca 40°C’de 1sitic1 lizerinde inkiibe edildi. Alinan

kesitler immiinohistokimya (IHK) deneyleri yapilana kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Deneylere baglamadan 6nce oda sicakliginda 30 dk bekletilen kesitler, sonrasinda
sale yatagina dizildi kesitlerin fiksasyonu i¢in paraformaldehit (PFA, 4%) ¢ozeltisinde
15 dk ¢alkalanarak inkiibe edildi. Ardindan camlar tamamen PFA’dan arindirmak i¢in
farkl bir sale yatagina tagindi ve dnce 5 dk su ile, sonra 3 kere 5 dk PBS igerisinde
calkalandi. Hiicre i¢i peroksidaz enzimlerinin bloke edilmesi amaciyla hidrojen
peroksit bloklamasi (90,3 H>O», MetOH i¢inde, 30 dk) yapildi ve ardindan serum (%1
BSA) ile bloklandi. Ardindan dokunun etrafi hidrofobik kalem ile ¢izildi ve blok
sollisyonu eklendi, nemlendirilmis bir kutu icerisinde, oda sicakliginda hafifce
calkalanarak ve 1 saat inkiibe edildi. Ardindan ayni sistem i¢inde Anti-Af birincil
antikoru ile +4°C de gece boyu inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5’er dk yikanan dokular,
oda sicakliginda hafifce calkalanarak keci anti-fare ikincil antikoru ile 1 saat inkiibe

edildi. PBS ile yikanan dokular, DAB Peroksidaz Substrat kiti ile boyandi.
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Fluoromount aqueous mounting medium uygulanarak lamel ile kapatilan 6rnekler,

Axio Vert. Al mikroskobu ile goriintiilendi.

Kantitasyon i¢in ImagelJ yazilimi (National Institutes of Health, ABD) kullanild1.
Makro komutu kullanilarak tiim 6rnek setine esit muamele uygulanmasi saglandi ve
sirastyla asagidaki adimlar izlendi; 8-bit'e ikililestirme (binarization to 8-bit), otomatik
yogunlukla esikleme (thresholding with auto intensity) ve DAB boyamasi tarafindan
kapsanan nispi alanin Slgiimii. Istatistiksel analizde, normal dagildig: tespit edilen
veriler, bagimsiz ornekler t-testi ile degerlendirildi ve varyansin homojenligi Levene's

Equality of Variances Testi ile degerlendirildi.
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4 BULGULAR

4.1 Genotipleme ve Farelerin Gruplandirilmasi

Elde edilen transgenik fareler toplamda 13 gruba bdliinerek kontrol ve deney
gruplar1 olusturulmus, transgenik olmayanlardan da ALM grubu olusturularak saglikli

fare kontrol grubu elde edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Gruplardaki fare sayilar

Bilesikler Doz 1 Doz 2

ALM 6

5xFAD

GAL

LYC

PAL

N N N O 2

SCO
PTX

8
7
7
ODG 8
7
8
6

4.2 Bilesiklerin Bellege Olan Etkilerinin Morris Su Labirenti ile Tespiti

Morris su labirenti (MSL) testi ile ileri kognitif bozukluk gosteren 12 aylik SxFAD
farelere uygulanan 6 bilesigin uzamsal bellege olan etkisi incelenmistir. Bu amacgla,
oncelikle 6grenme fazinda her grup, kendi icinde ilk gilintine gore kiyaslanmus,
sonrasinda ise glinler bazinda kontrol grubu olarak kabul edilen 5xFAD ile
karsilastirilmistir. Hafiza fazinda ise yine kontrol grubu baz alinarak farelerdeki olasi

degisimler tespit edilmistir.
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Sekil 7. Morris su labirenti testi sonuglari. A’dan V’ye kadar olan grafikler 6grenme
faz1 grafikleri olup, 1. ve 2. siitunlardaki grafikler her grupta giinler arasindaki
farkliligr ilk gline gore, 3. siitundaki grafikte ise, ilk iki siitunda verilen gruplar ve
kontrol gruplarinin giinler bazinda karsilastirilmasi verilmistir. Y) Hafiza faz1 grafigi.
Tiim grafikler i¢in, & ilk giline gore, * 5XFAD grubuna gore, istatistiksel anlamlilig (p

<0,05) ifade etmektedir.
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Sekil 7. Morris su labirenti testi sonuglari. A’dan V’ye kadar olan grafikler 6grenme
faz1 grafikleri olup, 1. ve 2. siitunlardaki grafikler her grupta giinler arasindaki
farkliligr ilk giine gore, 3. siitundaki grafikte ise, ilk iki siitunda verilen gruplar ve
kontrol gruplarinin giinler bazinda karsilastirilmasi verilmistir. Y) Hafiza faz1 grafigi.
Tiim grafikler icin, & ilk giine gore, * SXFAD grubuna gore, istatistiksel anlamlilig1 (p
<0,05) ifade etmektedir. (devam)

42.1 ALM

Oncelikle ALM grubu 5xFAD grubu ile karsilastirilarak modelin ve yéntemin
gegerliliginin saglamasi yapildi. ALM fareler 6grenme fazinda 1. giine kiyasla 4.
giinde anlamli sekilde daha hizli platformu bulabilmislerdir (Sekil 7A), 5xFAD
farelerde ise bu anlamlilik yine kendi gruplarina kiyasla 4. ve 5. giinlerde goriildi
(Sekil 7B). Bu durum sasirtict olsa da 5xFAD farelerin 1. Giindeki platformu
bulmadaki basarisinin diislikliglinden kaynaklanabilecegi akla gelmektedir. ALM ile
5xFAD kiyaslandiginda, 6grenme fazinda farelerin 4. ve 6. giinlerde istatistiksel

anlamli olarak birbirlerinden farkli oldugu tespit edildi (Sekil 7C). Hafiza fazinda ise
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beklendigi gibi ALM fareler 6grenme fazinda gizli platformun bulundugu kadranda
istatistiksel anlamli sekilde daha fazla ytlizerken, 5XFAD fareler tankta rastgele daha
fazla yiizdiikleri gozlendi (Sekil 7Y).

4.2.2 GAL

GAL’in iki dozunda da MSL testi ile istatistiksel anlamli bir degisiklik tespit
edilemedi (Sekil 7D-F,Y).

423 LYC

LYC2 Ogrenme ya da hafiza fazinda bir etki gostermedi (Sekil 7H). LYCI,
ogrenme fazinda ilk giine kiyasla 4, 5 ve 6. giinlerde platformu bulma siiresini anlamli
sekilde diisiirdii (Sekil 7G). Yine 5xFAD ile kiyaslandiginda ALM ile olduk¢a benzer
bir oriintii izleyerek 6grenme fazinin 4. ve 6. giinlerinde istatistiksel farklilik gosterdi
(Sekil 7). Hedef kadranda gecirdigi yiiksek siire ile LYC1, 5xFAD’a gore hafiza
fazinda istatistiksel anlamli iyilesme gosterdi (Sekil 7Y).

424 ODG

ODG’nin iki dozunda da ne hafiza ne de 6grenme fazinda anlaml bir degisiklik

tespit edilemedi (Sekil 7J-L,Y).

4.2.5 PAL

PALT1’in 6grenme fazinda 1. giline kiyasla 5. giinde (Sekil 7M), PAL2’nin ise 1.
giine kiyasla 6. giinde anlaml1 sekilde platformu daha hizli buldugu gézlemlendi (Sekil
7N). PAL2’nin, 5xFAD ile kiyaslandiginda 6. giinde platformu bulma ve hafiza
fazinda hedef kadranda gecirdigi siire bakimindan istatistiksel anlamliliga ulasti (Sekil

70,Y).

42.6 SCO

SCOI1 ve SCO2’de istatistiksel anlamli degisim gozlemlenmedi (Sekil 7P-S,Y).
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4.2.7 PTX

PTX1’in 5xFAD fareler lizerinde istatistiksel anlamli bir etkisi gozlemlenmedi

(Sekil 7J-L,Y). Ancak PTX2’de 6grenme fazinin son giliniinde platformu bulma

siiresinin istatistiksel anlamli olarak azaldig1 tespit edildi (Sekil 7V).

43 MRM-MS ile Bilesiklerin KBB Gegisinin Tespit Edilmesi

Bilesiklerin kan-beyin bariyeri (KBB) gecebilme yetenekleri bir hedefli kiitle
spektrometresi yontemi olan MRM modunda TSQ-QQQ-LC-MS cihazi kullanilarak

aciga cikarild1.

43.1 GAL

" zaman (dk)

2.
Onciiliyon | Fragment | AZ/dk
A 288 0.59
w B 288 231 0.59
E L C 288 225 0.59
= ‘ D 288 288 0.59

Intensite
Intensite

|~ I A A A A
&/ Vbbb N~ N NN I S

“Zaman (dk) © © 7" T T Zaman dk)

Sekil 8. GAL’in MRM analizi. Tespit edilen intensite degerleri; 1. Saf GAL, 3. 5xFAD
ve 4. GAL enjeksiyonu yapilmis fare beyni. Tiim figiirler i¢in A, GAL’in 6nciil iyonu

and B, C, D fragment iyonlarini temsil etmektedir.

42



GAL’in KBB gegisinin tespiti ii¢ adimda gerceklestirilmistir. Oncelikle Sekil 8-
2’de verilen onciil ve fragment iyonlarina ait intensite degerleri cihaza saf GAL enjekte
edilerek yiiksek seviyelerde tespit edilmistir (Sekil 8-1). Ardindan, bu iyonlarin,
kontrol beyin dokusunda bulunmadigi, bu iyonlarin dokudaki baska bir molekiille
eslesmedigi ve bu iyonlarin GAL’e 6zgii oldugu gosterilmistir (Sekil 8-3). Son olarak
GAL enjeksiyonu gergeklestirilmis farenin beyin dokusunda iyonlar iizerinden GAL
varlig1 tespit edilmistir (Sekil 8-4). Sonug olarak, bu yontem ile GAL’in KBB’den
gecebildigi basartyla gosterilmistir.

43.2 LYC
1 2.
‘\‘\‘ Onciil iyon | Fragment | AZ/dk
= |
I A 290 - 1.02
g | B 290 215 1.02
g A
L= ¢ 290 233 1.02
= A W D 290 189 1.02
v:zu D o. 20 25 30 . a.
Zaman (dk)
3 4.
l \ h
| \“
| i |
2 AWH\ l "M “ e |
é Bﬂix\,wﬂ ‘ _ A N g é A _— .
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Zaman (dk) Zaman (dk)

Sekil 9. LYC’in MRM analizi. Tespit edilen intensite degerleri; 1. Saf LYC, 3. 5xFAD
ve 4. LYC enjeksiyonu yapilmis fare beyni. Tiim figiirler i¢in A, LYC’in 6nciil iyonu
ve B, C, D fragment iyonlarini temsil etmektedir.

LYC’in KBB’den gecebildigi yine benzer adimlarla gosterildi. Saf LYC
enjeksiyonu gercgeklestirildiginde Sekil 9-2’de verilen LYC’in 6nciil ve fragment
iyonlarina ait intensite degerleri oldukga yiiksek ¢ikmistir (Sekil 9-1). Ardindan, bu

iyonlarin, kontrol beyin dokusunda bulunmadigi, bu iyonlarin dokudaki baska bir
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molekiille eslesmedigi ve LYC’e 0zgii oldugu gosterilmistir (Sekil 9-3). LYC
enjeksiyonu gergeklestirilmis farenin beyin dokusunda LYC tespit edilmistir (Sekil 9-

4).
43.3 ODG
1. —
Onciliyon | Fragment AZ/dk
A 274 - 1.00
B 274 217 1.00
C 274 225 1.00
D 274 256 1.00
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Sekil 10. ODG’nin MRM analizi. Tespit edilen intensite degerleri; 2. saf ODG, 3.
5xFAD ve 4. 5. 6. ve 7. ODG enjeksiyonu yapilmis sirasiyla yontem 1, 2, 3 ve 4
uygulanarak hazirlanmig fare beyni; 1. ODG’ye ait 6nciil iyon ve fragmentlerin m/z
ve alikonma zamanlar1. Tiim figiirler i¢in A, ODG’nin 6nciil iyonu ve B, C, D fragment

iyonlarini temsil etmektedir.
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MRM ile saf ODG enjeksiyonu gercgeklestirildiginde Sekil 10-1°de verilen ODG 6nciil
ve fragment iyonlarina ait intensite degerleri oldukc¢a yiiksek ¢ikmistir (Sekil 10-2).
Ardindan, bu iyonlarin, kontrol beyin dokusunda bulunmadigi, bu iyonlarin dokudaki
baska bir molekiille eslesmedigi ve ODG’ye 6zgii oldugu gosterilmistir (Sekil 10-3).
ODG enjeksiyonu gergeklestirilmis farenin beyin dokusunda 4 farkli ekstraksiyon
yontemi denenmis ancak hi¢birinde ODG tespit edilememistir (Sekil 10-4, Sekil 10-5,
Sekil 10-6, Sekil 10-7).

4.3.4 PAL
1 2
| Onciil iyon | Fragment | AZ/dk
| “ A 352 ; 1.70
o= A ' L B 352 336 1.70
: B N‘ “ - cl 352 337 1.70
. j e D 352 308 1.70
D R A E 352 322 1.70

Zaman (dk)

Intensite
Intensite
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L

i
B |

|

|

|

|

s /D [l

Zaman (dk) Zaman (dk)

Sekil 11. PAL’in MRM analizi. Tespit edilen intensite degerleri; 1. Saf PAL, 3. 5xFAD
ve 4. PAL enjeksiyonu yapilmis fare beyni. Tiim figiirler icin A, PAL’in 6nciil iyonu
and B, C, D fragment iyonlarini temsil etmektedir.

Saf PAL enjeksiyonu gerceklestirildiginde yiiksek intensitede elde edilen (Sekil
11-1) PAL’e ait Onciil ve fragman iyonlar (Sekil 11-2), 5xFAD beyin dokusunda
rastlanmadi (Sekil 11-3). PAL enjeksiyonu yapilmis SxFAD beyin dokusunda ise, bu
iyonlar yiiksek intensite degerlerindeki pikler ile tespit edilerek (Sekil 11-4) PAL’in
KBB’den gecisi MRM ile kanitlandi.
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435 SCO

1 Onciil iyon | Fragment | Az/dk
A 193 - 0.95
B 193 132 0.95
C 193 178 0.95
D 193 149 0.95

Intensite
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~ Intensite
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Sekil 12. SCO’nun MRM analizi. Tespit edilen intensite degerleri; 2. saf SCO, 3.
5xFAD ve 4. 5. 6. ve 7. SCO enjeksiyonu yapilmis sirasiyla yontem 1, 2, 3 ve 4
uygulanarak hazirlanmig fare beyni; 1. SCO’ya ait 6nciil iyon ve fragmentlerin m/z ve
alikonma zamanlari. Tiim figiirler i¢in A, SCO’nun 6nciil iyonu ve B, C, D fragment
iyonlarini temsil etmektedir.

SCO’nun Onciil ve fragment iyonlarina ait intensite degerleri olduk¢a yiiksek
olarak tespit edilmis (Sekil 12-2) ve bu iyonlarin, kontrol beyin dokusunda
bulunmadigi, dokudaki baska bir molekiille eslesmedigi ve SCO’ya 6zgii oldugu
gosterilmigtir  (Sekil 12-3). SCO enjeksiyonu gergeklestirilmis farenin beyin
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dokusunda 4 farkli yontem denenmis ancak hi¢birinde SCO tespit edilememistir (Sekil
12-4, Sekil 12-5, Sekil 12-6, Sekil 12-7).

43.6 PTX

1 Onciiliyon | Fragment | AZ/dk
A 387 - 1.20
B 387 171 1.20
C 387 189 1.20
D 387 364 1.20
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Sekil 13. PTX’in MRM analizi. Tespit edilen intensite degerleri; 2. saf PTX, 3. 5xFAD
ve 4. ve 5. PTX enjeksiyonu yapilmis sirastyla yontem 1 ve 2 uygulanarak hazirlanmisg
fare beyni; 1. PTX e ait 6nciil iyon and fragmentlerin m/z ve alikonma zamanlar1. Tiim
figtirler i¢in A, PTX’e onciil iyonu and B, C, D fragment iyonlarini temsil etmektedir.

PTX’in KBB’den geg¢isinin tespiti i¢in yapilan MRM analizinde. PTX e ait onciil
ve fragment iyonlarina (Sekil 13-2) ait intensite degerleri saf PTX’de yiiksek
seviyelerde tespit edilebilinmis (Sekil 13-1), kontrol beyin dokusunda bulunmayarak
PTX’e 0zgli oldugu onaylanmistir (Sekil 13-2). Ancak PTX enjeksiyonu
gerceklestirilmis farenin beyin dokusunda farkli yontemler denense de hicbirinde

bilesige ait iyonlar tespit edilememistir (Sekil 13-4, Sekil 13-5).
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44 Bilesik Uygulamasi Sonrasi Beyin Bélgelerindeki Protein Ifade
Farkhliklarinin LC-MS/MS ile Tespiti

Tablo 7. Her bilesik icin korteks, hipokampiis ve serebellum beyin bolgelerine ait LC-
MS/MS ile tanimlanan ve anlamli farklilik gosteren protein sayilari. SXFAD ALM ile,
diger gruplar 5SxFAD ile kiyaslanmistir.

korteks hipokampiis serebellum
Gruplar degisim protein anlamh protein anlamh protein anlamh
orani sayis1  protein  sayis1  protein  sayis1  protein
sayis1 sayis1 sayis1
5xFAD 1,3 1704 252 1656 101 1478 296
GAL1 1,5 2556 83 2275 0 2454
GAL2 1,3 2556 36 2275 0 2454
LYCI 1,3 2556 145 2275 0 2454
LYC2 1,3 2556 25 2275 0 2454
ODGl1 1,5 1597 0 1653 0 1334 43
ODG2 1,5 1597 1 1653 0 1334 54
PALL1 1,3 1704 0 1656 26 1478 16
PAL2 1,3 1704 0 1656 8 1478 110
SCO1 1,3 1630 148 2022 0 1233 0
SCO2 1,3 1630 131 2022 0 1233 31
PTX1 1,3 1630 136 2022 0 1233 21
PTX2 1,3 1630 130 2022 0 1233 1

Kontrol gruplarinin ve bilesik enjeksiyonu gerceklestirilmis Orneklerin LC-
MS/MS ile analizi sonucunda elde edilen protein sayilar1 Tablo 7‘de verilmistir. Tiim
protein listelerine Excel protein listeleri halinde yayimlanmis makalelerin
supplementary listelerinden (97-99) ya da talep edilmesi halinde tez sahibi ya da
danigsmanindan erisilebilinir. Protein ifade seviyesinde anlamli farklilik 4 kritere gore
belirlenmis olup bunlardan 3 tanesi tiim gruplar i¢in aynidir: 6zgiil peptit sayis1 (Ops,
unique peptide) > 2, p < 0,05 ve ¢ <0,05. Degisim orani (DO, fold change) > 1,3 olarak
belirlenmis ancak GAL1, ODG1 ve ODG2 i¢in DO > 1,5 olarak uygulanmas1 uygun
goriilmistlir. Kiyaslamalar i¢in, SXFAD saglikli grup ALM ile, sonrasinda bilesik
enjeksiyonu yapilmis gruplar ise kontrol grubu olan 5xFAD ile kiyaslanmistir.

Degisim oranlar1 > 1 olanlar bilesik enjekte edilmis beyin bdlgesinde protein
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miktarinda o oranda artis1, < 0 olanlar ise o oranda azalisi ifade etmektedir. Anlamli

degisen proteinler ve bahsedilen kriterler, ekte verilen ilgili tablolarda sunulmustur.

44.1 S5xFAD

Oncelikle MSL testi ile kognitif bozuklugu oldugu onaylanan 5xFAD’m protein
seviyesinde de ALM’den farkliliklarini 6lgmek adina iki grup karsilastirildi. Kortekste
252 (Tablo 11), hipokampiiste 101 (Tablo 12) ve serebellumda ise 296 (Tablo 13)
anlamli protein degisikligi ile hem tiim bolgelerde hem de yiiksek sayida tespit edilen

farklilik, modelin ileri AH modeli oldugunu desteklemektedir.

44.2 GAL

GAL gruplarinda protein degisimleri yiiksek sayilarda tespit edilse de anlamliliga
sadece korteks bolgesinde ulasildi. GAL1’de degisim orani en az 1,5 kabul edildiginde
kortekste 83 proteinde anlaml1 degisiklik tespit edilirken (Tablo 14), GAL2’de degisim
orani 1,3 olarak kabul edildiginde, 36 proteinde anlaml1 degisiklik saptand1 (Tablo 15).

443 LYC

LYC gruplarinda anlaml degisiklikler yalnizca korteks bolgesinde tespit edildi.
LYC1’de 145 (Tablo 16), LYC2’de ise 25 (Tablo 17) proteinde anlamli degisiklik

gbzlemlendi.

444 ODG

ODG’nin beyin bdlgelerine olas1 etkileri protein diizeyinde arastirildi ve
ODG2’nin hipokampiisteki 1 tane proteinin ifadesini degistirmesinden hari¢ (Tablo
18) onceki bilesiklerin aksine etkisini ODG1’de 43 (Tablo 19) ODG2’de 54 (Tablo

20) anlamli protein degisimi ile serebellum iizerinde gosterdigi belirlendi.
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44.5 PAL

PAL’de degisimlerin yogunlukla hipokampiis ve serebellumda oldugu tespit
edildi. PAL1’de hipokampiiste 26 (Tablo 21), serebellumda ise 16 (Tablo 22) anlamli
protein degisikligi bulundu. PAL2’de hipokampiiste 8 (Tablo 23), serebellumda ise
110 (Tablo 24) anlaml protein degisikligi bulundu.

44.6 SCO

SCO gruplarindaki degisimlerin yogunlukla korteks bdlgesinde oldugu goriildii.
SCO1’de kortekste anlamli degisim gosteren 148 protein (Tablo 25) bulunmusken bu
say1 SCO2’de 131 (Tablo 26) olarak tespit edilmistir. Ayrica, SCO2’de serebellum
bolgesinde de 31 proteinde anlamli degisiklik bulunmustur (Tablo 27).

44.7 PTX

PTX’de diger kumarin olan SCO’ya benzer sekilde hem korteks hem de
serebellumda anlamli protein ifade farkliliklari bulunmustur. Kortekste sirastyla PTX1
ve PTX2’de 136 (Tablo 28) ve 130 (Tablo 29), serebellumda ise 21 (Tablo 30) ve 1

(Tablo 31) tane olmak {izere proteinlerin anlaml degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

4.5 Biyoinformatik Analizler

Bu asamaya kadar tiim bilesiklere ayni islemler uygulanmisti, ancak
biyoinformatik analizlerin gergeklestirilmesinden once bilesiklerin gerek kimyasal
yapilari, gerek dozlar1 gerekse aktif olduklar1 beyin bolgeleri degerlendirmeye alinarak

4 grup altinda incelenmesi uygun goriildii (Tablo 8).
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Tablo 8. Bilesiklerin biyoinformatik analizler i¢in gruplandirilmasini gostermektedir.
Hedef bolge, bilesiklerin yogunlukla protein degisimlerine neden oldugu beyin
bolgesini, *MSL testinde 6grenme fazinda, **MSL ise hem 6grenme hem hafiza
fazinda tespit edilen istatistiksel anlamli iyilesmeyi temsil etmektedir.

tiirii dozlar hedef bolge Kulanim
(mg/kg) amaci
Grup 1 GAL2 alkaloid 2 korteks pozitif kontrol
LYC1 alkaloid 2 korteks **MSL
LYC2 alkaloid 4 korteks
Grup 2 GAL1 alkaloid 1 korteks pozitif kontrol
ODGl alkaloid 1 serebellum
ODG2 alkaloid 2 serebellum
Grup 3 ALM - - -
PALL1 alkaloid 5 hipokampiis/serebellum
PAL2 alkaloid 10 hipokampiis/serebellum **MSL
Grup 4 SCO1 kumarin 8 korteks
SCO2 kumarin 16 korteks
PTX1 kumarin 8 korteks
PTX2 kumarin 16 korteks *MSL

45.1 GAL2-LYC(1-2)

GAL2, LYC1 ve LYC2 gruplart 5xFAD ile karsilagtirmali olarak bu grupta
incelenmistir. FDA onayli bir AH ilac1 olarak kullanilmasi, benzer yapida bir alkaloid
olmasi, LYCI ile ayn1 dozda uygulanmas1 ve iki grupta da degisimlerin sadece
kortekste goriilmesi sebebi ile GAL2 bu gruba pozitif kontrol olarak dahil edilmistir.
LYC1’in MSL ile hem 6grenme hem de hafiza fazinda iyilesmeye sebep oldugu tespit
edilirken, GAL2’nin etkisi istatistiksel anlamlilia ulasmadi. Bunun sebebini
aragtirmak adina, iki grubun benzer ve 6zgii protein degisiklikleri aragtirildi. LYC1’e
0zgli 119, GAL2’ye 6zgii 10, ortak olarak 26 protein degisimi tespit edildi (Sekil 14A).

Ortak ve 0zgii proteinlerin listesi ayrica Tablo 9‘da sunulmustur.

PCA sonuglarinda goriilen PC1 (%80,9) ve PC2 (%17,5) gibi yiiksek temel
bilesen degerleri, bilesik uygulamalar1 sonucunda protein ifadelerindeki farkliliga

isaret etmektedir (Sekil 14B). Ayrica, tiim ornekler %95 giiven araliginda bulunup,
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grup dis1 Ornek tespit edilmemistir. Bu da o6rnek hazirhiginin ve protein ifade

analizlerinin optimal kosullarda ger¢eklestigini dogrulamaktadir.

LYCI ' GAL2 -

°

PC2 (17.5%)

119 26 10
O\ 2 i

S > - GALZ

T -15

"PC1 (80.9%)

Sekil 14. GAL2 ve LYC1’in korteks bolgesindeki ifade farkliliklarinin biyoinformatik
analizleri: A. Venn analizi B. Temel bilesen analizi (PCA). Kirmiz1 daire 5xFAD’1,
yesil tiggen LYC1’1, mavi kare GAL2’yi temsil etmektedir.

Iki grupta ortak olarak ifade degisikligi bulunan proteinler arasinda AH ile yiiksek
oranda iligkili olan Apolipoprotein E (ApoE), Clusterin (Clu) ve Mikrotiibiil iliskili
protein tau (Mapt) belirlendi. Bu proteinlerin ifadesindeki azalma, hem LYC ve

GAL’in AP ve tau patolojisi lizerindeki etkisine igaret etmektedir.

DAVID yazilimi ile, LYC1 e 6zgii ifadesi degisen proteinler fonksiyonlarina gore
5 kiimede (cluster) toplandi: sinaps, hiicre iskeleti, niikleotit baglanmasi (nucleotide
binding), tasima ve ara filament (intermediate filament). Bu kiimeler, LYC1’in AH’de
onemli olan mekanizmalarin rol alan proteinlerin yeniden diizenlenmesi ile etki

ettigini gosterdi.

Tablo 9. LYCI ve GAL2'ye 6zgii ve ortak olarak kortekste ifadesi anlamli degisen
proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi DO
no
LYCl1 GAL2

Q8BXKS Arf-GAP with GTPase  ANK repeat and PH domain- 5,76
containing protein 1
P04370 Myelin basic protein 5,41

Q5SSH7 Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing proteinl 5,19

LYCle ozgii
proteinler
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Tablo 9. LYC1 ve GAL2'ye 6zgii ve ortak olarak kortekste ifadesi anlamli degisen
proteinlerin listesi (devam)

Q01065 Calcium/calmodulin-dependent ~ 3' 5'-cyclic  nucleotide 4,59
phosphodiesterase 1B
Q62000 Mimecan 34
Q8BNW9 Kelch repeat and BTB domain-containing protein 11 3,36
Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B 2,67
Q08642 Protein-arginine deiminase type-2 2,46
Q922Q1 Mitochondrial amidoxime reducing component 2 2,35
Q923T7 Tripartite motif-containing protein 7 2,28
QI9RONS5 Synaptotagmin-5 2,28
P20357 Microtubule-associated protein 2 2,28
Q6P6LO Filamin A-interacting protein 1-like 2,26
Q8CCS88 von Willebrand factor A domain-containing protein 8 2,18
Q7TSJ2 Microtubule-associated protein 6 2,11
P54227 Stathmin 2,08
Q9QXV0 ProSAAS 2,07
055042 Alpha-synuclein 2,03
Q8BGD9 Eukaryotic translation initiation factor 4B 1,99
.i‘g Q8BNA6 Protocadherin Fat 3 1,94
g Q6R891 Neurabin-2 1,93
% P57080 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 1,92
E Q62417 Sorbin and SH3 domain-containing protein 1 1,91
%3 Q8BYRS5 Calcium-dependent secretion activator 2 1,91
= Q91WM1 Spermatid perinuclear RNA-binding protein 1,86
Q56975 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 1,86
Q4ACU6 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3 1,85
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 1,81
Q4U2R1 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 1,8
Q8R4E6 Purine-rich element-binding protein gamma 1,77

QO9DBR4 Amyloid-beta A4 precursor protein-binding familyB member2 1,77

Q8BLR2 Copine-4 1,74
Q8K1Z0 Ubiquinone biosynthesis protein COQ9_ mitochondrial 1,73
088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 1,69
P13542 Myosin-8 1,68
P23242 Gap junction alpha-1 protein 1,68
Q9D478 Outer dense fiber protein 2-like 1,67
Q7TQD2 Tubulin polymerization-promoting protein 1,59

Q9DC70 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7 mt 1,59

Q60780 Growth arrest-specific protein 7 1,59
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Tablo 9. LYC1 ve GAL2'ye 6zgii ve ortak olarak kortekste ifadesi anlamli degisen
proteinlerin listesi (devam)

LYCle 6zgii proteinler

Q61390 T-complex protein 1 subunit zeta-2 1,58
P30415 NK-tumor recognition protein 1,58
P63216 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 1,58
gamma-3

088456 Calpain small subunit 1 1,57
Q8VE47 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5 1,55
Q9EPUO Regulator of nonsense transcripts 1 1,55
Q99PU5 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1 1,54
P31254 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Y 1,53
Q9Z0P4 Paralemmin-1 1,53
A2AQWO0  Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15 1,53
P50580 Proliferation-associated protein 2G4 1,52
055029 Coatomer subunit beta' 1,52
P62918 60S ribosomal protein L8 1,51
P47802 Metaxin-1 1,51
P27546 Microtubule-associated protein 4 1,51
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 1,5

QI9R0OYS5 Adenylate kinase isoenzyme 1 1,5

054865 Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 1,49
Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase mitochondrial 1,48
P03995 Glial fibrillary acidic protein 1,47
QIWUX5 Protein MRVI1 1,46
Q61548 Clathrin coat assembly protein AP180 1,46
088935 Synapsin-1 1,45
P48678 Prelamin-A/C 1,45
Q5EBJ4 Ermin 1,45
Q8BLQY Cell adhesion molecule 2 1,45
P32921 Tryptophan--tRNA ligase cytoplasmic 1,44
Q9QYR6 Microtubule-associated protein 1A 1,44
B2RXS88 Centrosome and spindle pole associated protein 1 1,44
P20152 Vimentin 1,43
Q9Z0P5 Twinfilin-2 1,43
QI9CPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 1,43
P97450 ATP synthase-coupling factor 6 mitochondrial 1,43
Q7TPV4 Myb-binding protein 1A 1,42
QOVGY8 Protein TANCI 1,41
Q61789 Laminin subunit alpha-3 1,41
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 1,41
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Tablo 9. LYC1 ve GAL2'ye 6zgii ve ortak olarak kortekste ifadesi anlamli degisen
proteinlerin listesi (devam)

QI9DAWI Calponin-3 1,41
Q8R5M8 Cell adhesion molecule 1 1,41
Q3TRMS8 Hexokinase-3 1,4

G5E8KS5 Ankyrin-3 1.4

Q80U28 MAP kinase-activating death domain protein 1,39
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35 1,39
Q571C7 Transcription factor TFIIIB component B" homolog 1,39

Q7TNP2 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory 1,39
subunit A beta isoform

055137 Acyl-coenzyme A thioesterase 1 1,38
Q6Z2Q18 Protein EFR3 homolog B 1,37
Q8R1Q8 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 1,37
Q80YN3 Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 1,37
Q921F2 TAR DNA-binding protein 43 1,36
QIWVE0 Sorting nexin-1 1,36
QI9QUR?7 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 1,36
) QI1XL9 Oxysterol-binding protein-related protein 1 1,36
-E, A2AAJ9 Obscurin 1,36
§_ 070318 Band 4,1-like protein 2 1,36
g” P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 1,35
S BOV2N1 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 1,35
: Q9IM52 Misshapen-like kinase 1 1,35
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 1,35
Q3UHX2 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein 1,35
Q3UNH4 G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1 1,35
Q9Z2H5 Band 4,1-like protein 1 1,35
Q9JK48 Endophilin-B1 1,34
P36993 Protein phosphatase 1B 1,34
Q9D023 Mitochondrial pyruvate carrier 2 1,34
Q6PDLO Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 1,34
054774 AP-3 complex subunit delta-1 1,34
P63137 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 1,33
Q9QXY6 EH domain-containing protein 3 1,33
Q9DBG6 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 1,32
glycosyltransferase subunit 2
P56391 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 1,32
P70398 Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X 1,31
QIWTS6 Teneurin-3 1,31

55



Tablo 9. LYCI ve GAL2'ye 6zgii ve ortak olarak kortekste ifadesi anlamli degisen
proteinlerin listesi (devam)

- Q9WU78 Programmed cell death 6-interacting protein 1,31
-%é QI9EPNI1 Neurobeachin 1,31
g Q99KE1 NAD-dependent malic enzyme mt 1,31
g" Q8VEDS5 Keratin_ type II cytoskeletal 79 1,31
8 QICXW3 Calcyclin-binding protein 1,31
: 088737 Protein bassoon 1,31
P33175 Kinesin heavy chain isoform 5A 1,36 1,67
P45591 Cofilin-2 1,34 1,46
QI9CSH3 Exosome complex exonuclease RRP44 -1,33 -1,47
PODP28 Calmodulin-3 -1,33 -1,59
Q99P72 Reticulon-4 -1,35 -1,35
P08226 Apolipoprotein E -1,35 -2,22
Q60598 Src substrate cortactin -1,39 -1,39
P60879 Synaptosomal-associated protein 25 -1,39 -1,37
Q06890 Clusterin -1,41 -1,82
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 -1,47 -1,37
D3YVFO0 A-kinase anchor protein 5 -1,47 -1,39
E, Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 -1,52 -1,54
'5_,5 POCG50 Polyubiquitin-C -1,54 -2,27
Eh Q5DU25 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2 -1,64 -1,45
]
*g P47708 Rabphilin-3A -1,64 -1,32
Q9WV92 Band 4,1-like protein 3 -1,67 -1,41
Q9QWI6 SRC kinase signaling inhibitor 1 -1,72 -1,64
Q91XM9 Disks large homolog 2 -1,79 -1,52
Q8CC35 Synaptopodin -1,79 -1,59
Q3UHJO AP2-associated protein kinase 1 -1,92 -1,49
Q51012 Putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 10 -2,00 -1,54
P10637 Microtubule-associated protein tau -2,04 -1,69
Q917273 Beta-synuclein -2,08 -1,82
Q9WUK2 Eukaryotic translation initiation factor 4H -2,22 -1,96
Q6PIK8 Caskin-1 -2,22 -1,67
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 -2,78 -2,27
P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 1,38
:E‘O E Q8BFZ6 Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase 2 1,35
’S g D3Z7P3 Glutaminase kidney isoform mitochondrial 1,35
g E QICQX8 28S ribosomal protein S36_ mitochondrial -1,32

Q920E5 Farnesyl pyrophosphate synthase -1,32

56



Tablo 9. LYC1 ve GAL2'ye 6zgii ve ortak olarak kortekste ifadesi anlamli degisen
proteinlerin listesi (devam)

Q80U23 Syntaphilin -1,32
P54728 UV excision repair protein RAD23 homolog B -1,32
P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase -1,56
P12023 Amyloid-beta A4 protein -1,67
Q2KN98 Cytospin-A -1,72
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Sekil 15. ODGl ve ODG2’nin serebellum boélgesindeki ifade farkliliklarinin
biyoinformatik analizleri: A. PCA B. HC ve C. Venn analizi. Tiim figiirlerde kirmizi
ve/veya daire S5XFAD’1, yesil ve/veya iiggen ODGI1’i, mavi ve/veya kare ODG2’yi
temsil etmektedir.

GALL1, ODGI1 ve ODG2 gruplar1 5xFAD ile karsilagtirmal1 olarak incelenmistir.
ODG?2 ile GALI farelere esit dozda uygulanmistir. Bu gruptaki bilesiklerin kognitif
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bozukluga bir etkisi gdzlenmemis olsa da ODG’nin GAL’den yapisal olarak sadece
bir metil grubu eksik iken (Sekil 3C), GAL’de kortekste goriilen protein ifadesindeki
farkliliklarinin, ODG’de yogunlukla serebellum bdlgesinde goriilmesi dikkat
cekicidir. ODG nin serebellum bolgesindeki bu etkisinin arastirilmasi adina ilk adim
olarak PCA gerceklestirildi. ODG1, ODG2 ve 5xFAD gruplarmin birbirlerinden PC1
(%77,1) ve PC2 (%14.9) ile ayrilarak sonuglarin yiiksek tekrarlanabilirligini
gostermistir (Sekil 15A). Ayrica HC analizi de 6rnekleri kendi gruplarina kiimeleyerek
bu sonuglart dogrulamistir (Sekil 15B). Venn diyagrami ile 32 proteinin iki grupta da
ortak olarak, 11 proteinin ODG1’e 6zgii, 22 proteinin ise ODG2’ye 6zgii degisim

gosterdigi tespit edilmistir.

Bu proteinlerin biyolojik fonksiyonlarini daha iyi anlayabilmek ve AH ile
iliskilendirebilmek i¢in GO ve KEGG yolak analizleri gerceklestirildi ve sonuglar
Sekil 16°da sunuldu. ODG1’e 6zgii anlamli degisen proteinlerin, néron apoptotik
stirecinin negatif regiilasyonu, kadmiyum iyonuna hiicresel yanit ve hiicre
adezyonunun pozitif diizenlenmesi ile ilgili biyolojik siireclerde, ODG2’ye 6zgii
anlamli degisen proteinlerin ise ilaca yanit, mitokondriyal solunum zinciri kompleks
I, mitokondriyal ATP sentezine bagimli proton tasinmasi gibi biyolojik siireglerde
zenginlestikleri tespit edilmistir. ODG1 ve ODG2’de ortak degisen proteinlerin ise
hiicresel demir iyonu homeostazisinde ve yaglanma biyolojik siireglerinde birlikte

zenginlestikleri goriilmiistiir.

KEGG analizleri ise, ODG1’de akson yonlendirme, sirkadiyen siiriiklenme,
kolinerjik sinaps, glutamaterjik sinaps ve Ras sinyal yolaklarindaki zenginlesmeyi
isaret ederken, ODG2’de B-alanin metabolizmasi, GABAerjik sinaps, valin, 16sin ve
izolosin yikimi, alkolsliz yagli karaciger hastaligi, Huntington hastaligi (HH),
Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve AH yolaklar1 karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki
gruptaki anlamli degisen proteinlerin ise genellikle ndérodejenerasyon yolaklarinda
zenginlestigi bulunmustur - ¢oklu hastaliklar, kimyasal karsinojenez - reaktif oksijen
tiirleri, prion hastaligi, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS), retrograd endokannabinoid
sinyalleme ve Parkinson hastaligi (PH) gibi.
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Anlamli degisen proteinler arasindaki etkilesimleri analiz etmek ve ana diizenleyici
genleri (core regulatory genes) belirlemek icin protein-protein etkilesim (protein-
protein interaction, PPI) analizleri gergeklestirildi. Bunun i¢in ODGI1 ve/veya
ODG2’de ifadesi anlamli degisen proteinler haritalandirildi ve GNBI, GNB2,
NDUFS6, PAK2 ve RhoA, ilk 5 hub protein olarak tespit edildi (Sekil 17). Ayrica bu
proteinlerin ifadeye etkilerinin ODG1 ve ODG2 de ayni yonde oldugu belirlendi.
KEGG yolak analizi, GBB1, GBB2, PAK2 ve RhoA proteinlerinin Ras sinyal
yolaginda yer aldigmi; GBB1, GBB2 ve NDUFS6 proteinlerinin ise retrograd

endokannabinoid sinyal yolaginda bir rol oynadigini agiga ¢ikartti.
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Sekil 16. ODGI1 ve ODG2’de 5xFAD’a kiyasla anlamli degisim gosteren proteinlerin zenginlestigi yolaklarin baloncuk grafigi
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gosterimi. ODG1’in A. GO ve B. KEGG yolak analizleri, ODG2’nin C. GO ve D. KEGG yolak analizleri.

-log10(pvalue)

4.0
35
3.0
25
2.0

class
® KEGG

count
e 3

® s
@
@

-log10(pvalue)
4.0
3.5
3.0

e 2.5
2.0

—

class

® KEGG



Nbg\
Y Ppe2
Co>a>1/' [ \\\
-
\ |
‘\\\
Sco5a4 - CaBt
Hibch
Dlg&‘\ Efsa - Eifdl
Sam \//
Camict) Neald
Cardi1 , Eefiat
\ - Gmeas Ront
Ppo3ca ‘
= i | [Ppe5e \ Ftht
Histih1b Dh9 \ 4 Eno3 -
-
Hiisth4j |
D2 Mepia Pl
N Anoyl2
! Tpm1
Glul Kit5 /4 P\
\
\ - Abat D \ PdQ Actm
Adhgat G2
i
Pop2 isaretler
kat degisimi: I |
Vatll Siceat1 [BEEDT  Mgst3 Codc186 Goméb | Tubb1 | Dynll2| Fbxo2 | Peskin -5 5

Sekil 17. ODGI1 ve ODG2 i¢in protein-protein etkilesim haritast. ODG1 ve ODG2'de
5xFAD'a kiyasla anlamli degisen her proteinin ifade degisimini gostermektedir. Her
proteini bir dikdortgen, bir dikdortgenin sol ve sag tarafini sirasiyla ODG1 ve ODG2
temsil eder. Bir protenin ifadesinin artmasi mavi ile, azalmasi kirmizi ile gosterilmistir,
rengin aciklig1 ve koyulugu dereceli olarak kat degisimine baghdir (en az: -5, en ¢ok:
5) Beyaz renk, proteinin o grupta anlamli degismedigini gosterir. ilk 5 hub protein
yesil halka i¢cinde gdsterilmistir.

453 ALM-PAL(1-2)

ALM, PALI1, PAL2 ve 5xFAD gruplan karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
PAL2’nin 6grenme ve hafiza testinde anlamli iyilesme gosterdigi MSL ile tespit
edilmisti. PAL2 ve 5xFAD ile 5xFAD ve ALM gruplart arasindaki ikili

karsilagtirmalar iizerinden hipokampilis ve serebellum bolgelerindeki protein
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degisiklikleri  degerlendirilerek PAL’in  AH izerindeki molekiiler etkisi

anlamlandirilmaya calisild1.

PCA hem hipokampiiste hem de serebellumda ALM, 5xFAD ve PAL2 gruplari
arasinda proteinlerin kapsamli bir sekilde degistigini gOstermistir; bunlar,
hipokampiiste PC1 (%89.9) ve PC2 (%8.8) (Sekil 18A) ve serebellumda PC1 (%60.6)
ve PC2 (%26.9) (Sekil 19A) ile agik¢a ayrilmistir. Ayn1 gruplardaki 6rnekler, yiiksek

tekrarlanabilirlik gostererek bir arada kiimelendi.
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Sekil 18. ALM, 5xFAD ve PAL2’nin hipokampiis bolgesindeki ifade farkliliklarinin
biyoinformatik analizleri: A. PCA B. Venn analizi ve C. HC analizi. Tiim figiirlerde
kirmiz1 ve/veya daire SxFAD’1, yesil ve/veya licgen PAL2’yi, mavi ve/veya kare
ALM’yi temsil etmektedir.
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Sekil 19. ALM, 5xFAD ve PAL2’nin serebellum bolgesindeki ifade farkliliklarinin
biyoinformatik analizleri: A. PCA B. Venn analizi ve C. HC analizi. Tiim figiirlerde
kirmiz1 ve/veya daire 5SxFAD’1, yesil ve/veya liggen PAL2’yi, mavi ve/veya kare
ALM’yi temsil etmektedir.

PAL'in AH iizerindeki etkisinin daha iyi anlasilmasi i¢in ikili karsilagtirma
yapildi. Hipokampiiste, PAL2'de (5xFAD'a kiyasla) tanimlanan tiim ifadesi degisen
proteinlerin de 5xFAD'da (ALM'ye kiyasla) anlamli degistigi bulundu (Sekil 18B).
Ote yandan, serebellumda PAL2'de (5xFAD'a kiyasla) saptanan 110 anlaml1 degisiklik
gosteren proteinden 58'i SxFAD'dakilerle (ALM'ye kiyasla) ortiisiiyordu (Sekil 19B).
Bu proteinler HC ile degerlendirildi, hipokampiiste 8 proteinden (%100) ve
serebellumdaki 46 (%79) proteinin ALM'deki seviyesine gére ALZ'de yiikseldigi
sonra PAL2'de azaldig1; veya ALZ'de azaldig1 ve sonra PAL2'de arttig1 belirlendi
(Sekil 18C, Sekil 19C).

Daha sonra, hipokampiis ve serebellum bolgelerinde ortak olarak degisen
proteinler i¢in, biyolojik islevlerinin yorumlanmasini saglayan GO ve KEGG
analizleri gerceklestirildi ve sonuglar1 Sekil 20’de sunuldu. Proteinlerin zenginlestigi
ilk 3 molekiiler fonksiyon, hipokampiiste ge¢is metal iyonu baglanmasi, AP
baglanmas1 ve 6zdes protein baglanmasi iken, serebellumda glutamat dekarboksilaz

aktivitesi, glutamat baglanmasi ve protein baglanmasi olarak bulundu. Biyolojik

63



siireglerde proteinler, hipokampiiste; oksidatif strese yanitin diizenlenmesi ve
ndromiiskiiler siire¢ kontrol dengesinde, serebellumda ise hiicre proliferasyonu,
kolesterol metabolik siire¢ yolaklari, substantia nigra gelisimi ve hidrojen peroksite
yanit olarak intrinsik apoptotik sinyal yolunun negatif diizenlenmesinde yer aldig1
tespit edildi. Proteinler ¢cogunlukla hipokampiiste hiicre disi eksozom, lizozom ve
hiicre dis1 boslugun hiicresel bilesenleriyken, diger yandan serebellumda miyelin kilift,
hiicre dist eksozomu ve fokal yapigsmanin bilesenleri olarak bulundu. KEGG yolak
analizi ile hipokampiiste anlaml1 degisen proteinlerin AH yolaklarinda zenginlesmis
oldugu goriiliirken serebellumda diger ndrodejeneratif hastaliklar1 (PH, HH) ve

GABAerjik sinaps yolaklari tespit edildi.

Ayrica, temel diizenleyici genleri tanimlamak i¢in PPI analizi yapildi.
Serebellumda belirlenen 46 protein arasindan HS105, HS12A ve RL12, hem LAC hem
de DMNC yontemleri ile ilk 3 Aub proteini olarak belirlendi (Sekil 21).
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Sekil 20. PAL2’de 5xFAD’a kiyasla anlamli degisim gdsteren proteinlerin zenginlestigi yolaklarin baloncuk grafigi ile gosterimi. A.
hipokampiis ve B. serebellum bolgesine ait analizler. GO/KEGG terimleri y ekseninde verilmis olup, x ekseninde logl0 tabaninda
zenginlesme kat1 (fold enrichment, FE) gosterilmistir. Semboliin boyutu, belirtilen terimle iliskili protein kodlayan genlerin sayisini
belirtirken renk, diizeltilmis p degerini temsil etmektedir (-log10).
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Sekil 21. PAL i¢in protein-protein etkilesim haritasi. PAL2 ve ALM'de 5xFAD'a kiyasla anlamli degisen her proteinin ifade degisimini
gostermektedir. PAL2'nin ALZ iizerindeki iyilestirici etkisine vurgu yapmak adina, dogrudan ALM grubu ALZ'ye kiyaslanmigtir. Her
proteini bir dikdortgen, bir dikdortgenin sol ve sag tarafini sirastyla PAL2 ve ALM temsil eder. Bir proteninin ifadesinin artmasi mavi ile,
azalmasi kirmizi ile gosterilmis, rengin agiklig1 ve koyulugu dereceli olarak kat degisimine baglidir (en az: -5, en ¢ok: 5) Beyaz renk,
proteinin o grupta anlamli degismedigini gosterir. i1k 3 hub protein yesil dikdortgen icinde gdsterilmistir.



454 SCO(1-2)-PTX(1-2)

SCOI1, SCO2, PTX1, PTX2 gruplar1 5xFAD ile karsilastirmali olarak arastirildi.
Bu grupta PTX2’nin 6grenme fazinin son giiniinde 5xFAD’a gore anlamli iyilegsme
gosterdigi belirlenmisti. SCO ve PTX’in kumarinler olarak bir grupta, AH tizerindeki
protein seviyesindeki etkilerinin arastirilmast uygun goriildii. Kumarinlerin etkisini
cogunlukla kortekste gosterdigi tespit edildiginden dolayi, biyoinformatik analizlere
bu bolgede agirlik verildi. ilk adim olarak, PCA ile, gruplarin PC1 (%58,2) ve PC2
(%16,4) ile birbirlerinden ayrildig1 tespit edildi. PCA sonuglart proteom profilinin
bilesik uygulamasiyla biiytlik ol¢lide degistirildigini gosterdi. Kumarin enjekte edilen
gruplar arasinda P1, S1 ve S2 aralarinda daha az varyans ve birbirleriyle daha fazla
benzerlik gostererek birbirine yakin bir sekilde kiimelenirken, P2 agik¢a digerlerinden

farkli bulundu.

Her iki bilesigin her bir dozunun korteks iizerindeki etkisini anlamlandirabilmek
icin tiim veri seti filtrelendi (p < 0,05, ¢ < 0,05, 6zgiil peptit < 3 ve kat degisim orani
> 1,3). 404 proteinin anlamli seviyede farkli oldugu bulundu ve ekspresyon seviyeleri
ile HC analizleri yapild. ilk etapta 2 ana kiime olustugu bulundu; SCO1, SCO2, PTX1
ve PTX2’deki proteinlerin kontrol grubuna kiyasla ifadesinin, kiime 1'de ¢ogunlukla
artt1g1 ve kiime 2'de ise azaldig1 tespit edildi (Sekil 23A). Kiime 1 ve kiime 2, sirasiyla
kiime 1A, 1B, 1C, 1D ve kiime 2A, 2B, 2C, 2D olmak iizere 4 farkli gruba ayrild.
Daha sonra her grup GO ve KEGG yolak analizine tabi tutuldu.

Kiime 1A ve kiime 1B'de, proteinler genellikle kumarinler tarafindan ifadesinin
arttirlldigr goriildii, ancak SCO2'de proteinlerin ifadesi kontrole digerlerinden daha
yakin bir egilim izledi. KEGG yolak analizi bu proteinlerin 1A’da fruktoz ve mannoz
metabolizmas1 ve 1B’de karbon ve glikoliz/glukoneogenez metabolizmasi gibi
metabolik yollarda zenginlestigini ortaya koydu. PTX1’de, kontrole gore kiime
1C'deki proteinlerin ifadesi azalirken, diger gruplarda ¢cogunlukla arttig1 gozlendi, bu
proteinler 6zellikle PH ve folat biyosentezi yollaklarinda yol aldig1 aciga ¢ikarildi.

Kiime 1D, kumarinlerde ifadesi artmis proteinleri gruplandirmakla birlikte, bu

artisin PTX2’de daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu proteinlerin GABAerjik sinaps,
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dopaminerjik sinaps ve glutamaterjik sinaps, retrograd endokannabinoid sinyalleme

ve PH ve HH gibi norodejeneratif hastalik yolaklarinda zenginlestigi bulundu.

® 5xFAD
M PTXI
A PTX2
e scot
0802

-20

PC1 (58.2%)

Sekil 22. SCO, PTX uygulamasi sonrasi korteks bolgesinde ifade farklilig1 gosteren
proteinlerin biyoinformatik analizleri: A. PCA, B. Venn analizi. Kirmiz1 daire
5xFAD’1, mavi kare PTX1’1, yesil tiggen PTX2’yi, mor karo SCO1’1, turuncu gember
ise SCO2’yi temsil etmektedir.
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Sekil 23. Kumarin bilesiklerin biyoinformatik analizleri. A. HC analizi B. Etkilesim
ag1 haritas1 1D, 2A, 2C ve 2D kiimelerindeki proteinlerden olugsmakta olup, farkli ifade
degisim trendini gdstermektedir. Diigiimlerin rengi ve boyutu, sirastyla proteinlerin ait
olduklart alt kiimeleri ve PTX2’deki ifade kat degisimlerini temsil etmektedir.
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Kiime 1D, kumarinlerde ifadesi artmis proteinleri gruplandirmakla birlikte, bu
artisin PTX2’de daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu proteinlerin GABAerjik sinaps,
dopaminerjik sinaps ve glutamaterjik sinaps, retrograd endokannabinoid sinyalleme

ve PH ve HH gibi ndrodejeneratif hastalik yolaklarinda zenginlestigi bulundu.

Kiime 2A ve 2B’de, SCOIl, SCO2, PTX1 ve PTX2 gruplarinda protein
ifadelerinin kontrol grubuna gore azaldigi, ancak 2A'da PTX2 nin digerlerinden daha
az azaldig1 gorildi. AH, HH, PH ve endositoz yolaklar1 bu kiimelerdeki proteinlerle
iliskili bulundu. I¢cinde APP de bulunan kiime 2C'de tiim kumarin gruplarinda ifadesi
azaldig1, ancak PTX2 grubunda ifadesinin daha fazla azaldig: tespit edilmistir. 2C’deki
proteinler PPAR sinyali, valin, 1sin ve izoldsin yikimi, yag asidi bozunma yolaklar1
ile iliskilendirilmistir. Son olarak, kiime 2D PTXI1, SCO1 ve SCO2 gruplarinda
cogunlukla ifadesi artan proteinlerden olusurken, PTX2’de azaldig1 goriilmektedir. Bu
proteinlerin, taurin ve hipotaurin metabolizmasi ve vazopressin tarafindan diizenlenen

su emilimi yolaklarinda 6nemli 6l¢iide zenginlestigi bulunmustur.

MSL ile istatistiksel olarak anlamli gelisme sadece PTX2'de gozlenmisti. PCA ve
HC analiz sonuglar1 da PTX2in proteinlerinin digerlerinden farklt bir oriinti ile
degistirdigini desteklemektedir. Tim gruplarda 66 protein ifadesi ortak olarak
degismisken, 41 protein PTX2'ye 6zgii bulunmustu (Sekil 22B). Bu nedenle,
PTX2’nin kortikal proteom tizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in PTX2’de ifadesi
degisen 6zgii ve ortak proteinler (Tablo 10) ile GO analizi gergeklestirildiginde, bu
proteinlerin lokalizasyon ve tasima siire¢lerinde zenginlestigi bulundu. Pentoz fosfat,
karbon metabolizmasi, uzun siireli depresyon gibi yolaklarda rol alan 6-fosfoglukonat
dehidrojenaz (6PGD), glukoz-6-fosfat 1-dehidrojenaz (G6PD) ve Is1 soku 70 kDa
proteinleri (HSP72, HS71L) tiim gruplarda ortak degisen proteinler arasinda yer aldu.
Diger yandan, APP, apolipoprotein E (ApoE), glial fibril asidik protein (GFAP) ve
vimentin (Vim) dahil olmak tizere AH patolojisi ile dnemli iliskiler sergiledigi
bildirilen proteinler dahil olmak iizere 47 proteinin ifadesinin sadece PTX2’de
degistigi bulundu. KEGG yolak analizi ayrica valin, 16sin ve izoldsin yikimi ve PPAR
sinyal yolu gibi C2C'ye benzer yolaklarda yer alan PTX2'ye 6zgii proteinlerin,
hiicresel bilesen organizasyonunda veya biyogenez siireglerinde zenginlestigini ortaya

koydu.
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Tablo 10. PTX2'ye 6zgii veya en az bir baska grupta ortak bulunan, kortekste ifadesi
anlamli degisen proteinlerin listesi

PTX2ye 6zgii proteinler

Uniprot
no

Q99KX1
Q62167
P35802
P48962
P47809
QYR0Q6
Q8VCHO
QS8R1Q8
QYCR61
P63242
Q5SSL4
P62838
Q9CQI8
Q8VED5
P62761
Q62419
Q8R5J9
P63216
P28740
P28656
Q810U4
P55088
P51880
Q8BHY5
Q8BK64
Q8BLF1
Q78ZA7
P31786
P29758
Q8CJI19
P63318
P26040
Q99020
D3YVF0
Q7TMBS
QYR257

Protein ismi

Myeloid leukemia factor 2

ATP-dependent RNA helicase DDX3X

Neuronal membrane glycoprotein M6-a

ADP/ATP translocase 1

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4
Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A
3-ketoacyl-CoA thiolase B peroxisomal

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 7
Eukaryotic translation initiation factor SA-1

Active breakpoint cluster region-related protein
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9
Keratin_ type II cytoskeletal 79

Visinin-like protein 1

Endophilin-A2

PRA1 family protein 3

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-3
Kinesin-like protein KIF2A

Nucleosome assembly protein 1-like 1

Neuronal cell adhesion molecule

Aquaporin-4

Fatty acid-binding protein_ brain

Enoyl-CoA hydratase_ mitochondrial

Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1
Neutral cholesterol ester hydrolase 1

Nucleosome assembly protein 1-like 4

Acyl-CoA-binding protein

Ornithine aminotransferase  mitochondrial
[F-actin]-methionine sulfoxide oxidase MICAL3

Protein kinase C gamma type

Ezrin

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B

A-kinase anchor protein 5

Cytoplasmic FMR 1-interacting protein 1

Heme-binding protein 1

DO

1,61
1,43
1,41
1,40
1,40
1,39
1,39
1,39
1,37
1,34
1,33
1,33
1,33
1,32
1,32
1,31
1,31
1,30
1,30
-1,32
-1,32
-1,32
-1,32
-1,33
-1,35
-1,35
-1,35
-1,35
-1,35
-1,35
-1,37
-1,39
-1,41
-1,41
-1,52
-1,54
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Tablo 10. PTX2'ye 6zgii veya en az bir baska grupta ortak bulunan, kortekste ifadesi
anlaml1 degisen proteinlerin listesi (devam)

PTX2ye ozgii

PTX2de ve en az baska bir grupta degisen proteinler

proteinler

P20152
P52760
P12023
P03995
P08226
Q6NZKS5
Q8VHN7
P50153
QYDCR2
P62881
Q8ROWO
QYESW4
Q91Y97
Q9DCV7
QYCPU4
P60202
Q8BLK9
QYCZT8
Q61831
Q9DCDO
Q3TXX4
QYR0Q7
P47806
QOII146
P61750
035633
P56391
Q6P8J7
P35979
P09528
P63213
Q8BH44
P11679
P35762
Q6X893
Q791V5
P20917

Vimentin

2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase
Amyloid-beta A4 protein

Glial fibrillary acidic protein

Apolipoprotein E

Protein hinderin

G-protein coupled receptor 98

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-4
AP-3 complex subunit sigma-1

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5
Epiplakin

Acylglycerol kinase mitochondrial
Fructose-bisphosphate aldolase B

Keratin _ type II cytoskeletal 7

Microsomal glutathione S-transferase 3

Myelin proteolipid protein

Ribosomal protein S6 kinase delta-1

Ras-related protein Rab-3B

Mitogen-activated protein kinase 10
6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating
Vesicular glutamate transporter 1

Prostaglandin E synthase 3

Zinc finger protein GLI1

Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase 1
ADP-ribosylation factor 4

Vesicular inhibitory amino acid transporter
Cytochrome c oxidase subunit 6B1

Creatine kinase S-type mitochondrial

60S ribosomal protein L12

Ferritin heavy chain

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-2
Coronin-2B

Keratin_ type II cytoskeletal 8

CD8]1 antigen

Choline transporter-like protein 1

Mitochondrial carrier homolog 2

Myelin-associated glycoprotein

-1,75
-1,82
2,04
2,17
2,63
2,97
2,14
2,09
2,05
1,91
1,91
1,87
1,86
1,83
1,79
1,79
1,77
1,76
1,72
1,67
1,65
1,64
1,64
1,63
1,59
1,59
1,56
1,54
1,53
1,53
1,52
1,48
1,47
1,46
1,45
1,45
1,45
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Tablo 10. PTX2'ye 6zgii veya en az bir baska grupta ortak bulunan, kortekste ifadesi
anlaml1 degisen proteinlerin listesi (devam)

PTX2de ve en az baska bir grupta degisen proteinler

P16054
P28474
Q8BLI6
Q8VD37
Q923T9
P63330
088990
QYR1V6
QS8CHPS
P97315
Q02248
QYD2D7
Q6ZQ12
QIWU78
P01942
P16460
P27600
P68033
P49615
054983
P70175
P13020
QYER00
Q99K48
P17156
055042
PODP28
Q91VN4
Q9QWI6
Q8CISO
AGHSH2
Q63810
QYQXV0
P21278
P41105
Q8CONI1
Q9QZMO

Protein kinase C epsilon type
Alcohol dehydrogenase class-3

Isoleucine--tRNA ligase mitochondrial

SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit gamma

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform

Alpha-actinin-3

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 22

Glycerol-3-phosphate phosphatase

Cysteine and glycine-rich protein 1

Catenin beta-1

Zinc finger protein 687

Ninein-like protein

Programmed cell death 6-interacting protein
Hemoglobin subunit alpha

Argininosuccinate synthase

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12
Actin_ alpha cardiac muscle 1
Cyclin-dependent-like kinase 5

Ketimine reductase mu-crystallin

Disks large homolog 3

Gelsolin

Syntaxin-12

Non-POU domain-containing octamer-binding protein
Heat shock-related 70 kDa protein 2

a-synuclein

Calmodulin-3

MICOS complex subunit Mic25

SRC kinase signaling inhibitor 1

Caspase recruitment domain-containing protein 11
DENN domain-containing protein 4C

Calcineurin subunit B type 1

ProSAAS

Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11
60S ribosomal protein L28

Kinesin-like protein KIF2B

Ubiquilin-2

143
1,43
1,41
1,39
1,38
1,37
1,36
1,35
1,32
13
-1,32
-1,32
-1,32
-1,33
-1,33
-1,33
-1,33
-1,35
-1,35
-1,39
-1,39
-1,39
-1,39
-1,39
-1,41
-1,41
-1,41
-1,43
-1,43
-1,45
1,47
1,47
-1,52
-1,54
-1,54
-1,56
-1,56
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Tablo 10. PTX2'ye 6zgii veya en az bir baska grupta ortak bulunan, kortekste ifadesi
anlaml1 degisen proteinlerin listesi (devam)

055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 -1,59
P63037 DnaJ homolog subfamily A member 1 -1,59
P35505 Fumarylacetoacetase -1,61
Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B -1,67
3 psao Stathmin 1,67
g Q811D0 Disks large homolog 1 -1,69
g P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like -1,72
E)n P97450 ATP synthase-coupling factor 6 mitochondrial -1,75
8 P35278 Ras-related protein Rab-5C -1,79
i Q9D8B3 Charged multivesicular body protein 4b -1,79
= A2AQPO  Myosin-7B 1,82
% P27601 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 -1,85
; P42230 Signal transducer and activator of transcription SA -1,89
§ 088741 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 -1,89
:_;0 POCG50 Polyubiquitin-C -2,08
ﬁ P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -2,17
>~ Q9DCL9 Multifunctional protein ADE2 -2,50
Q06890 Clusterin -2,63
Q00612 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X -3,33
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 -3,33

4.6 Western Blot Validasyonlar:

LC-MS analizinin Western blot ile validasyonlar1 2 bilesik ig¢in
gerceklestirilmistir.

4.61 ALM-PAL(1-2)

LC-MS/MS sonuglarinin dogrulanmast i¢in, PAL2 grubunda serebellum
bolgesinde ifadesi degistigi bulunan ilk 3 Aub proteini ile Western blot analizleri
gerceklestirildi. Istatistiksel farkliliklar, yontemlerde agiklandigi gibi degerlendirildi.
Western blot analizleri, HS105'in 5xFAD’da ALM'ye kiyasla istatistiksel olarak
onemli 6l¢iide azaldigini (t(4) = 8,216, p=0,0012), PAL2'de 5xFAD’a kiyasla arttigin
(t(4)=6,458, p=0,003) gosterdi. RL12, ALM'ye kiyasla SxFAD'da 6nemli diisiis (t(4)
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= 3,202, p = 0,0328) ve PAL2'de 5xFAD'a kars1 artis gosterdi (t(4) = 2,951, p =
0,0419). Her ne kadar HS12A protein seviyesinin 5XxFAD’da azalip, PAL’de arttig1
belirlense de istatistiksel anlamlilik tespit edilemedi (Sekil 24). Bu sonuglar, LC-

MS/MS analizlerinden elde edilen verilerle tutarlidir.

HS105 HS12A RL12
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Sekil 24. PAL2’nin, HS105, HS12A ve RL12 proteinlerindeki ifade farkliliklarinin
Western blot ile validasyonlari. Veriler dagilim grafigi ve ortalama + SEM ile sunuldu,
grafigin altinda her proteinin temsili bant goriintiileri verildi. p < 0,05 (*), p < 0,01

(**)

4.6.2 SCO(1-2)-PTX(1-2)

Vimentin GFAP HSP 70 a-Synuclein
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Sekil 25. PTX2 nin, vimentin, GFAP, HSP 70, aSyn ve APP proteinlerindeki ifade
farkliliklarinin Western blot ile validasyonlar1. Veriler dagilim grafigi ve ortalama +
SEM ile sunulmustur, grafigin hemen altinda her proteinin temsili bant goriintiileri
verilmistir, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**).

Bu gruptaki validasyonlar, sadece anlamli farklilik goriilen PTX2 grubu 6rnekleri
tizerinde, PTX2'nin etki mekanizmasma dahil olma potansiyeline sahip ve ayni
zamanda AH ile yakindan iliskili bulunmus 5 se¢ilmis protein ile gergeklestirildi.
Gruplar aras: istatistiksel farkliliklar t-test ile degerlendirildi. Vim (t(4) = 3,25, p =
0,024), aSyn (t(4) = 3,15, p = 0,0345), HSP70 (t(4) = 3,17 p = 0,034), APP (t(4)) =
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6,21, p = 0,0034), GFAP (t(4) = 3,76, p = 0,02), ifadelerinin PTX2'de istatistiksel
olarak anlaml seviyede azaldigi LC-MS/MS analizinin sonuglariyla tutarli olarak

tespit edildi (Sekil 25).
4.7 Immiinohistokimya ile Ap Plak Yiikiiniin Incelenmesi

AP plak yikii AH’nin iki biiyiik patolojik markoriinden biridir ve ozellikle
hipokampiis ve korteks bolgelerinde gdzlemlenmektedir. Proteomik ve biyoinformatik
analizler dogrultusunda korteks bolgesinde etkin oldugu gozlemlenen ve A yolaklari
ile iligkili mekanizmalara dahil oldugu diisiiniilen iki bilesik enjeksiyonu
gerceklestirilmis beyin dokularinda IHK analizleri gerceklestirildi ve sonuglar

bulunduklar1 gruplar dahilinde asagida sunuldu.

471 GAL2-LYC(1-2)
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Sekil 26. AP plak yikiinii gdsteren immiinohistokimya goriintlisi. A. ALM, B.
5xFAD, C. GAL2 D. LYC1
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[HK analizleri sonucunda, kortikal beyin dokusunda ALM’de (Sekil 26A) A plaklari
tespit edilmemisken, sirastyla 5xFAD’da (Sekil 26B) en ¢ok, GAL2’de (Sekil 26C)
cok, LYC1’de (Sekil 26D) ise en az sayida oldugu belirlenmistir.

472 SCO(1-2)-PTX(1-2)

Yapilan optimizasyon sonuglarinda, bu deney yapilirken yiiksek arka plan
problemi ciddi oranda asildi ve ImageJ yazilimi ile kantitasyon yapilmasi miimkiin
oldu. Ayrica kortikal alanin daha genis gozlemlenebilmesi nedeniyle sagital kesitler
tercih edildi. PTX2'deki AP plak yiikiindeki olas1 degisikliklerin tespiti 3 biyolojik 2
teknik tekrar ile gergeklestirildi. Istatistiksel analiz sonucunda (t-test) PTX2 nin
kontrole kiyasla AP plak yiikiinde anlaml bir degisiklige (t(10) = -0,29, p = 0,782)
neden olmadig1 agiga c¢ikt1 (Sekil 27).
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Sekil 27. AP plak yiikiinii gdsteren immiinohistokimya analizleri. IHK goriintiisii A.
5xFAD, B. PTX2, C. AP plak yogunluk grafigi. Veriler dagilim grafigi ve ortalama +
SEM ile sunulmustur.
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5 TARTISMA

AH bilissel, sosyal ve duygusal islevlerin dramatik sekilde bozulmasiyla seyreden
ilerleyici bir norodejeneratif bozukluktur. Klinik teshis genellikle ileri evrelerde
konulsa da FDA onayli ilaclar genellikle baslangig ila orta evrelerde kullanilmaktadir
ve gecici semptomatik rahatlama saglamaktadir (100). Aducanumab hastalik modifiye
edici ilk ilag olarak bu kurali bozsa da, baslangi¢ ve orta fazlarinda kullanilmasi ile bu
gruba girmektedir (55). Ayrica bu ilag FDA onayl olsa da oldukga tartismalidir ve
Avrupa basta olmak iizere diinyada bir¢ok yerde kullanim izni alamamistir (101). Bu
nedenle, diinyada AH’nin ilerleyisini durduracak ya da iyilestirecek ve hatta bunu ileri

evrelerde gerceklestirecek bir tedavi arayisi tiim hiziyla stirmektedir.

Bu ¢aligsmada 12 aylik 5XFAD AH modeli farelerde, AH’yi iyilestirme potansiyeli
olan 6 dogal bilesik iki farkli dozda uygulandi ve Oncelikle bilesiklerin bilissel
yetenekleri iizerine etkileri Morris su labirenti testi ile incelendi. Bu testin 12 aylik
5xFAD farelerde validasyonu ALM ve 5xFAD fareleri karsilastirarak gerceklestirildi.
Literatiirler uyumlu olarak (7,102,103), 5xFAD farelerin ALM farelerden hem
ogrenme hem de hafiza bakimindan istatistiksel anlamli daha zayif olduklar1 ortaya

koyuldu.

KBB gecisleri her bilesik i¢in arastirilmistir ancak hepsi i¢in kanitlanamamastir.
MRM-MS analizinde bilesige ait onciil iyon ile 3 fragmentinin, saf bilesik
enjeksiyonunda yiiksek intensitede ve eslesen alikonma zamanlarinda goriilmeleri
MRM-MS analizinin bilesik analizi i¢in yeterli hassasiyete ve dogruluga sahip
olduguna isaret etmektedir. Bu durumda, enjeksiyon yapilmis beyin dokusunda geg¢isin
tespit edilememis olmasi su durumlardan kaynaklanabilir: bilesik enjeksiyon
konsantrasyonlarinin yeterli olmamasi, bilesenin piklerinin deteksiyon limiti altinda
kalmasi, veya her ne kadar farkli yontemler denenmis olsa da bilesigin beyinden izole

edilememesi gibi.

LC-MS/MS analizleri gerceklestirildikten sonra Tablo 8’de Ozetlendigi gibi
bilesiklerin gerek kimyasal yapilari (alkaloid ya da kumarin olmalar1), gerek dozlar

gerekse aktif olduklari beyin bdlgeleri degerlendirmeye alinarak 4 grup altinda
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toplandi ve biyoinformatik analizler bu gruplardaki bilesiklerde karsilastirmali

analizler ile gerceklestirildi. Tartisma boliimii bu gruplar ile devam edecektir.

51 GAL2-LYC(1-2)

Galantamine (GAL), 2011 yilindan beri FDA onayli AH ilaci olarak kullanilan bir
alkaloiddir. Lycoramine (LYC), yapisal olarak GAL’den sadece yiiziik yapisindaki bir
cift bant eksikligi bulunan bir alkaloid olup (Sekil 3A-B), daha 6nce yapilan bir¢ok in
silico ve in vitro ¢aligmalar ile AH tedavisi i¢in iimit vadettigi gosterilmistir. Bu
calisgmada LYC1’in hem 6grenme hem hafiza fazinda istatistiksel anlamli iyilesme
sagladig tespit edilirken (Sekil 7I), GAL2 nin iki fazda da anlamliliga ulasamadig:
goriildi (Sekil 7E-F). Giiniimiizde tedavi amach kullanilan ilacin etki gdstermemesi
sasirtict olsa da ilacin hedef kitlesinin baslangi¢ ve orta seviye AH hastalar1 oldugu,
giiniimiizde kullanilan ilaglarin sadece gegici semptomatik rahatlama sagladigi,
oziinde bir sonraki agamaya geg¢isi yavaslatmay1 sagladigr unutulmamalidir. Buna
uygun olarak, literatiir taramasi yapildiginda, yasli sicanlarda GAL’in biligsel
bozukluga herhangi bir etkisi bulunmadig1 goériilmiis, (104—106) ancak GAL’in geng
AH modeli farelerde (6 aya kadar), yiiksek dozlarda ve uzun siireler uygulandiginda
biligsel bozukluga ve amiloid beta ylikiinde iyilesme goriildigi bildirilmistir
(107,108). Ozetle, MSL sonuglart 7 giin boyunca uygulandiginda, LYC’in ileri
evrelerde dahi AH’deki gii¢lii terapdtik potansiyeline igaret etmektedir. MRM-MS ile
GAL (Sekil 8) ve LYC’in (Sekil 9) ilag¢ gelistirilmesinde 6nemli bir olgu olan
KBB’den gegebildikleri basar1 ile kanitlandi. Bu bulgular dogrultusunda korteks,
hipokampiis ve serebellum dokulari iizerinde gergeklestirilen LC-MS/MS analizi ile
LYC’in 5xFAD fizerindeki pozitif etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizma GAL2
ile karsilagtirmali olarak aragtirildi. Hipokampiis ve serebellumda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gdsteren protein saptanmazken, LYC2 grubunun korteksinde 145
proteinin ifadesinde anlamli degisim tespit edildi. PCA ile bilesik enjeksiyonlarindan
sonra gruplarin proteom profillerinin farklilastig: tespit edildi. Ifadesi anlamli degisen
kortikal proteinlerden 26 tanesinin GAL2 grubuyla ortak olarak degisim gosterdigi
bulundu (Sekil 14A). Ortak ve 6zgii proteinlerin AH ile iliskisini ortaya ¢ikarmak i¢in

asagida birkacinin kisaca rollerine deginilecektir.
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5.1.1 LYC1 ve GAL2’de ortak ifade degisimi gosteren proteinler

Literatiire gore, AP plaklarinin olusumu ve temizlenmesi ve mikrotiibiil
biitiinliigiiniin modiilasyonu gibi fonksiyonlarda yer alan Clusterin (Clu/ApoJ),
Apolipoprotein E (ApoE) ve Mikrotiibiil iligkili protein tau (MAPT) yiiksek oranda
AH patolojisi ile iliskili bulunmugtur. Clu ana genetik risk faktorlerinden biridir ve A3
agregasyonuna, temizlenmesi ve toksisitesine aracilik eder (109). AH dahil olmak
iizere norodejeneratif hastaliklarda Clu diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (110-114).
AP seviyeleri diislik oldugunda, Clu, AB'y1 baglayabilir, ¢dzebilir ve sitotoksisiteyi
azaltabilir, ancak yliksekse sitotoksisite artar (115,116). 12 aylik Clu nakavt AH fare
modelinde, 6nemli dl¢lide daha az fibriller AB plagt belirlenmistir (116).

ApoE ge¢ baslangicli AH (late onset Alzheimer’s disease, LOAD) ile en ¢ok
iliskilendirilen risk genidir. Bu proteinin ¢esitli AH fare modellerinde doza bagl AP
olusumunu tesvik ettigi bulunmustur (117-119). ApoE nakavt AH fare modelinde AP
birikiminde ve AP plak olusumunda 6nemli azalma bildirilmistir (120). Bir vaka
caligmasi, ApoE mutasyonu olan bir hastanin 6nemli bir bilissel bozuklugu veya baska
herhangi bir norolojik islev bozuklugu olmadigini ortaya koymustur (121). Ayrica,
LOAD hastalarinin korteksinde artan ApoE seviyeleri bildirilmistir (122).

Son olarak, mikrotiibiil stabilizasyonunda rolii olan MAPT, ya da tau, AH'nin
berlirteglerinden biridir. 5XFAD transgenik farelerde herhangi bir tau mutasyonu
olmamasina ragmen (7), birka¢ arastirma 5xFAD fare modelinde tau patolojisinin

varligin bildirmistir (123-127).

Bu ¢aligsmada, Clu, ApoE ve MAPT proteinlerinin ifadelerinin hem LYC1’de hem
de GAL2’de azaldiklar1 tespit edilmistir. Literatiirde bu proteinlerde AH’de tespit
edilen degisimlerin tersi yonde goriilen ifade degisimleri, 6grenme ve hafizanin

gelistirilmesine yol agan mekanizmalarda bir role sahip olabilirler.
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5.1.2 LYCT’e ozgii ifadesi degisen proteinler

AH ile iligkisinin kurulabilmesi adina, LYC1’e 6zgii proteinler DAVID yazilimi
ile fonksiyonlarma gore 5 gruba kiimelendi: sinaps, hiicre iskeleti, niikleotid

baglanmasi, tagima ve ara filament.

1. Kiime: Sinaps

Hiicreler arasindaki iletisim, sinapslar tarafindan saglanir. AH'de sinaptik

yogunluk ve plastisitenin azaldig1 bildirilmistir (128—130).

Gama-aminobiitirik  asit (GABA), sinapslarda yaygin bir inhibitor
ndrotransmiterdir. GABA reseptor alt birimi B2 (GABRB2), AH hasta beyinlerinin
korteksinde yasa bagl bir sekilde azalan GABA reseptdrlerinin birgok alt biriminden
biridir (131,132). Ayrica, GABRB2'deki bir missense mutasyonu nedeniyle genetik

epilepsi ve zihinsel engelli bir kiz ¢ocugu bir vaka raporunda sunulmustur (133).

Neurobeachin (Nbea), noéronal trafigi diizenleyen ve sinaptik fonksiyon ve
iletimde rol oynayan bir A kinaz baglama proteinidir (AKAP). PKA-AKAP
etkilesimlerinde Nbea sinir ile uyarilmig sinaptik iletimde yer alarak hafiza iglevinde
rol oynar (134). Bir AH calismasinda, Nbea'nin insan beyninde yaklasik 33 kat
azaldig1 gosterilmistir (135). Ayrica, rekombinant insan Nbea’sinin, Nbea nakavt
faresinde noronlardaki omurga yogunlugunu ve uyarici postsinaptik akimlari restore

ettigi bildirilmistir (136).

Sinaptotagminlerin (Syt) Ca?" aracili norotransmiter salimmini ve sinaptik
membran trafigini diizenledigi bilinmektedir (137—-139). Esas olarak beyinde eksprese
edilen bir Syt izoformu Syt-5'in (140) APP ile etkilesime girdigi ve Syt-5'in asiri
ifadesinin AP olusumunu destekledigi bildirilmistir (141).

Caligmada tespit edilen, LYC1’de GABRB2 ve Nbea proteinlerinin ifadesindeki
artis ve Syt-5'in ifadesindeki azalma sinaps aktivitelerini gelistirerek 6grenme ve

hafizanin gelismesinde destekleyici bir rol oynamis olabilir.
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2. Kiime: Hicre iskeleti

AH'deki ana hiicre iskeleti diizensizligi, hiperfosforile tau kiimeleri olan
norofibriler yumaklarin olusumudur (142). Daha 6nce tartisilmis olan tau’nun yani

sira, LYC1 de hiicre iskeleti ve tau ile ilgili farkli proteinler tespit edildi.

MAPT'den bagka, diger ndronal mikrotiibiil iliskili protein (MAP) ailesi iiyeleri
de AH patolojisinde rol oynamaktadir. MAP2 ve MAP1A'nin sirasiyla AH fare

modelinde ve Alzheimer hastalarinin beyninde arttig1 bulunmustur (143,144).

a-siniiklein (aSyn) PH i¢in bir imza protein olmasina ragmen, AH i¢in de
onemlidir, ¢linkii tau ve aSyn etkilesmekte ve yanlis katlanmayi ve birbirlerinin
kiimelenmesini tesvik etmektedir (145—147). Tiibiilin baglayici protein (Tppp/25),
mikrotiibiil stabilizasyonunda islev goriir (148). Tppp/25’in AP42 ve aSyn'e
baglandig1 bilinmektedir ve norolojik hastaliklarda oldugu gibi asir1 ekspresyonu,

anormal protein agregasyonunu tesvik eder (143,149,150).

LYC1’de azalan MAP1A, MAP2, aSyn ve Tppp/25 seviyeleri AH'de hiicre

iskeleti biitlinliiglinii destekleyebilir.

3. Kiime: niikleotit baglanmasi

Niikleotid baglayici proteinler, kinazlar bu gruba 6rnek verilebilir, G-proteinleri
ATP, GTP ve cAMP gibi niikleotitlere baglanir. Cesitli niikleotit baglayic1 protein
tiirlerinin AH'de modiile edildigi bulunmustur (151-153).

Bir niikleotit fosforil degisim reaksiyonu katalizorii olan adenilat kinazin (AK)
(154), APA42 aracili tau fosforilasyonunda (155) yer aldig1 rapor edilmistir. AB42 ile
indiiklenen AK1 asir1 ekspresyonu, AH hastalarinda ve AH model farelerde
gozlenmektedir (156).

Plazma zar1 Ca?>~ATPase (PMCA) bir niikleotit baglama alanina sahiptir (157).

Bir ¢aligmada, in vitro AP tedavisi ile PMCA aktivitesinin azaldigr ve noronlarda

81



kalsiyum konsantrasyonunda bir artisa neden oldugu bulunmustur. PMCAA4,
PMCA’nm serebral kortekste en ¢ok bulunan ve ayn1 zamanda A tarafindan en ¢ok

inhibe edilen tiirtidiir (158).

Epsl5 homoloji alam1 iceren (EHD) proteinler, endositik tasimanin
diizenleyicilerinden biridir (159). Bir ¢alisma, EHD3'lin B-sekretaz 1 (BACE1) ile
lokalize oldugunu bildirilmistir. Ayrica AH model farede, EHD3'lin devre dist
birakilmasi, A tliretiminde c¢arpici bir azalmaya yol agmaktadir (160).

Molekiiler bir saperon olan 1s1 soku proteini 70 (HSP70)’in, AH patolojisinde
dramatik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. HSP70, AH'de mikrotiibiil biitiinliigiinii
korumaya yardimci olur, mikrotiibiillere tau baglanmasini destekler ve boylece tau'nun
toksisitesini azaltarak doza bagli bir sekilde tau agregasyonunu onler (161-163).
Ayrica, HSP70, AP peptitinin in vitro olarak kendi kendine birlesmesinin erken
asamalarini dnlemekte (163), AP peptit birikimini ve plak olusumunu azaltmakta ve
5xFAD farelerinin uzaysal hafizasin1 gelistirmektedir (164). HSP70'in ayrica aSyn

agregasyonunu ve toksisitesini azalttii rapor edilmistir (165).

Is1 soku 70 kDa protein-benzeri proteinin seviyesinin artmast ve AK-1, EHD3 ve
PMCAA4'in fare izoformu olan plazma membran kalsiyum tastyict ATPaz 4 (AT2B4)
proteininin  azalmasi, 5xFAD farelerinde gorilen LYC1’in etkisindeki

mekanizmalarda kilit rol almis olabilir.

4. Kiime: tagima

AH'nin ayirt edici 6zellikleri olan AP ve tau'nun, bir¢ok tagima proteinindeki
degisiklikler sebebiyle AH'de tasima mekanizmasinin bozulmasinda rol oynadigi

distintilmektedir (166).
Oksisterol baglayici protein-1 (OSBP1) amiloidojenik APP islemesini modiile

ettigi bilinen lipid baglayic1 protein ailesinin bir iyesidir (167). OSBP-1 nakavt

ndroglioma hiicrelerinde AP 40-42 diizeylerinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu
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bildirilmektedir. Tersine, OSBP-1 proteininin asir1 ekspresyonu da amiloidojenik

islemenin azalmasina yol agmaktadir (168).

Sorbin ve SH3 alani igeren protein (SRBS-1), GLUT4'lin sitoplazmadan plazma
zarina yer degistirmesine aracilik eden bir adaptdr proteindir. Buna gore insiilin sinyal
aktivitesi nedeniyle obezite ve Tip 2 diyabette rol oynamaktadir (169,170). Obezite ve
diyabet ile de iliskili olan SRBS-1 ve AH'yi birbirine baglayan bir ¢alisma
bulunmaktadir (171). Ayrica, SRBS-1'in néronal farklilasmada o6nemli oldugu
(172,173) ve AH'de yiiksek oranda azaldig1 oldugu bulunmustur (174).

Yukarida belirtilen ifadelerle tutarli olarak, LYC1’de artan OSBP-1 ve SRBS-1
diizeylerinin AH’de bozulan transport mekanizmasinin tekrar diizenlenmesinde rol

alarak AB'nin azalmasinda rol oynayabilir.

5. Kiime: ara filament

Sinir sistemindeki glia hiicrelerinin ve ndronlarin hiicre iskeletinin bilesenleri olan

ara filamentlerin regiilasyonunda AH'de diizensizlikler meydana gelmistir (175).

Noral aglarda ve hafizada yer alan 6nemli sayida aktive edilmis glial hiicre, noritik
plaklarin yakinina yerlestirilmistir (176). Glial hiicrelerin alt tipleri; astrositler ve
mikroglial hiicreler, AH patolojisinde de anahtar rollere sahiptir (177,178). Aktif
mikroglia birgok néroprotektif faktor iiretir (179). Astrositler, AP plaklarinin etrafinda
toplanir ve ApoE yardimiyla AP temizleme siireclerinde ¢alisir (119,180). Bununla
birlikte, siddetli AH'de goriilen aktive astrositlerin (astrogliosis) asir1 artisi,
norodejeneratif hastaliklarin histopatolojik 6zellikleri olarak kabul edilir (181) ve
aktive edilmis mikroglia ile anti-inflamatuar sitokin salinimini tetikleyerek
norodejenerasyonu tesvik eder (182). Astrogliosis, ara filament proteinlerinin
ekspresyonunda bir artisa yol acar; glial fibril asidik protein (GFAP) ve Vimentin

(Vim) proteinleri ki bunlarin yaslanma ve AH ile arttiklar1 bilinmektedir.

Konneksinlerden olusan bosluk baglantilari, hiicrelerin iletisimine yardimer olur.

Esas olarak astrositlerde ifade edilirler. Baglica konneksinlerden biri olan Gap junction
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alfa-1 (Gja-1/Connexin43) proteininin AH hastalarinda ve AH fare modellerinde
arttigr gosterilmistir (183,184). Ayrica, artan Gja-1, Ozellikle AH plaklarinin
cevresinde yer almaktadir (185,186). Bir ¢alismada, 12 aylik GFAP-Gjal double-
knockout AH modeli fareler, herhangi bir bilissel islev bozuklugu gostermemistir.
Ayrica, AP yikiinde herhangi bir degisiklik saptanmamasina ragmen GFAP

ekspresyonundaki azalma ile birlikte sinaps sayis1 artmigtir (187).

GFAP, Vim ve Gja-1 proteinlerinde LYC1’de tespit edilen azalmanin, astrogliosis
ve anti-inflamatuar sitokin saliniminda bir azalmaya ve AP temizleme yeteneginin

yeniden kazanilmasinda rol alabilecegini diisiiniilebilir.

LC-MS/MS sonucunda proteomik ve biyoinformatik analizler, LYC’in AP ytiki
iizerinde etkisi olabilecegine isaret etmekteydi, bu hipotezi arastirmak adma IHK
boyamasit gergeklestirildi. Dokularda meydana gelen ¢6z-don olaylarindan dolay1
deneyin tekrar1 gerceklestirilemedigi icin plaklar1 kantite edebilme olanag:
bulunamamuis olsa da AP plaklarinin gozle goriiliir bir sekilde LY C uygulanmis beyin
dokusunda korteks bolgesinde azaldig: tespit edildi (Sekil 26).

Tiim sonuglar g6z oniine alindiginda, Lycoramine 4 mg/kg dozu ile FDA onayli
giintimiizde ila¢ olarak kullanilan GAL’in etki gdstermedigi evrede ve dozda dahi,
ogrenme ve hafizada iyilesme gostermesi, KBB’yi gecebilmesi, protein seviyesinde
AH’nin etkilerini tersine ¢evirici mekanizmalara katilmasi ve A plak yiikiinii azaltic

etkisi ile, AH i¢in timit vadedici bir ilag aday1 oldugunu gdstermistir.

52 GALI1-ODG(1-2)

ODG, GAL’in bir metabolitidir ve GAL’den yaklasik 10 kat daha yiiksek olan
AChe inhibitor aktivitesi oldugu bilinmektedir. Ancak literatiirde AH {izerindeki
etkisini aragtiran in vivo bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, GAL ile
karsilagtirmali olarak AH iizerindeki etkisinin ve calisma mekanizmasinin agiga
cikarilmast hedeflendi. MSL ile 6grenme ve hafiza iizerine 1 mg/kg ve 2 mg/kg
dozlarinda istatistiksel anlamli bir iyilesme tespit edilemedi. Cesitli yontemlerle

denenmis olmasina ragmen KBB gecisinin tespiti gerceklestirilemedi, muhtemel
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sebeplerine tartismanin giris boliimiinde deginildigi i¢in tekrar bahsedilmeyecektir.
Ancak literatiire baktigimizda, ODG’nin KBB’den gecebildigini bilgisine
ulagilmaktadir (188).

GAL’den tek fark: bir metil grubu olmasina karsin, GAL kortekse etki ederken,
ODG’nin protein seviyesinde etki ettigi bolge serebellum olarak tespit edilmistir.
Serebellum yillar boyu AH’de pasif bir seyirci olarak kabul edilirken, son arastirmalar,
serebellumun da AH’de yapisal, islevsel ve dejeneratif degisikliklere ugradigini agiga
cikartmistir (189—193). Demansin siddeti ile birlikte azalan serebellar hacim, bilissel
islev, hafiza ve diisiinme yapisi ile iligskilendirmistir (194,195).

ODG’nin AH modeli fare serebellumunda potansiyel kilit regiilatorlerini agiga
cikartmak icin PPI analizi gerceklestirildiginde, tespit edilen ilk 5 hub proteininin
(GNBI1, GNB2, NDUFS6, PAK2, RHOA), ODG'lerin calisma mekanizmasina
katilimlarin1 destekleyen hem diisiik hem de yiiksek dozlarda ODG uygulanmasi
yoluyla benzer sekilde degistirildigi bulundu. Dahil olduklar1 bu mekanizmay1
aydinlatmak icin Aub proteinleri tekrar KEGG yolak analizine tabi tutuldu. GBBI,
GBB2, PAK2 ve RHOA proteinlerinin Ras sinyallesme yolaginda; GBB1, GBB2 ve
NDUFS6 proteinlerinin ise retrograd endokannabinoid sinyallesme yolaginda rol
oynadig1 agiga ¢ikarildi. Bu proteinlerin dahil olduklar1 yollar araciligiyla AH ile
iliskisi ve norodejeneratif hastaliklarda rapor edilen ifadesel degisiklikleri asagida

kisaca tartigilacaktir.

Ras proteini siiper ailesi, molekiiler bir anahtar gorevi goren kiigiik GTPazlardan
olusur. Norojenez, farklilagma, gen ekspresyonu, membran ve protein trafigi,
vezikiiler trafik ve sinaptik plastisite gibi hiicresel siireclerde ¢esitli kritik rollerde
hizmet ederler (195). Ras ailesinin kii¢ciik GTPazlari, AH, PH ve ALS ile birlikte
ndrodejeneratif hastaliklarda rol oynar. Ras ve Rho aileleri, ndrodejenerasyona dahil

olan, en ¢ok c¢alisilan ailelerdir (196).

Doniistiiriici protein RhoA (RhoA), Rho GTPaz ailesine aittir, stres liflerinin
olusumuna ve fokal adezyonlara aracilik eder. RhoA, AH, PH, HH ve ALS gibi gesitli

norodejeneratif bozukluklarda yer alir (197). RhoA ekspresyonu, hiicre i¢i yerlesime
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gore farklilik gosterir, sinapslarda azalir ve ndritlerde artar. AH hastalarinin
hipokampiislerinde ve AH fare modelinde RhoA diizeylerinin azaldig: bildirilmistir
(198). Ayrica, insan noroblastom hiicreleri {iizerindeki A tedavisi, RhoA

aktivasyonunda artisa ve Rac1 aktivasyonunda azalmaya yol agmistir (199,200)

Bir Racl efektorii olan serin/treonin-protein kinaz PAK2 (PAK2), aktin ve
dendritik govde (spine) olusumunu desteklemede rol oynar (201,202). PAK2
mutasyonu ile iliskilendirilen noérolojik hastaliklardan bazilari, otizm spektrum
bozuklugu, 3g29 mikrodelesyon sendromu ve AH’dir (203). In vitro AH modellerinde
PAK ailesi proteinleri, kusurlu dendritik gévde olusumu ile iliskilendirilmistir (204).
Ileri seviye AH fare modelinde PAK?2 seviyelerinin diistiigii bildirilmistir (205,206).
Ayrica ¢ift negatif knock-out PAK fareleri hafiza bozukluklar1 gostererek, PAK
artisinin AH'de faydali olabilecegine isaret etmistir (203).

Guanin niikleotit baglayict protein G(I)/G(S)/G(T) alt birim B-1 (GBBI1) ve
guanin niikleotit baglayici protein G(I)/G(S)/G(T) alt birim -2 (GBB2) proteinleri, a
ve y alt birimleri ile birlikte heterotrimerik G-proteinleri olusturan  alt birimleridir.
G-proteinleri, molekiiler bir anahtar gorevi goriir ve G-protein-bagli reseptdrlerin
(GPCR'ler) sinyal iletimine aracilik eder (207). GBBI1, gelisimsel gecikme, distoni,
bliylime geriligi ve ndbetler dahil olmak iizere ¢esitli norolojik bozukluklarla
iligkilendirilmistir (208,209). GBB2 ayrica sizofreni gibi norolojik hastaliklar ve
hipotoni ve dismorfik fasiyesli norogelisimsel bozukluk ile iliskilendirilmistir (210—
212). AH fare model beyinlerinin mitokondrilerinde GBB1'in azaldig1 bulunmustur
(213). GBB2'nin insan AH beyin dokularinda, mikroglial hiicre dis1 vezikiillerde
arttig1 (214) ve entorinal kortekslerde azaldigi bildirilmistir (215).

Endokannabinoidler, presinapstan ndrotransmitter saliniminin zamanlamasini
ayarlayarak sinaptik etkinligi ve ndronal aktiviteyi diizenleyen retrograd habercilerden
biridir (216,217). Kannabinoid islevleri daha ¢ok hipokampiiste goriilse de reseptorleri
agirlikli olarak serebellum, beyin sapt ve mikrogliada yer almaktadir (218,219).
GBB1, GBB2 ve NDUFS6'min bu yolaga da dahil oldugu bulundu, ancak yukarida
GBBI1 ve GBB2 zaten tartisildig1 i¢in burada yalnizca NDUFS'den bahsedilecektir.
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NADH dehidrojenaz [ubikinon] demir-kiikiirt proteini 6 (NDUFS6), elektron
transfer zincirinin ilki olan NADH:ubikinon oksidorediiktazin (kompleks I) bir alt
birimidir. Bu proteinle ilgili fazla bilgiye ulasilamamis olsa da daha once klinik
belirtilerinden biri olan ndrodejenerasyon olan Kompleks I (CI) eksikliginde ve

sizofrenide rol aldig1 raporlanmistir (210).

Hub proteinlerinin iki dozda da anlamli olarak degismesi ODG'nin c¢alisma
mekanizmasina katilimlarina iliskin yapilan analizleri desteklemektedir. Serebellumda
ODG uygulamasi sonrasi GBBI, GBB2, RhoA ve PAK2 proteinlerinin ifade
seviyelerinin arttigr, NDUFS6'nin ise azaldig1 bulundu. Beynin bdlgeleri arasindaki
farkli protein ifade seviyeleri nedeniyle ve literatiir taramasina istinaden ozellikle
serebellum bolgesinde bu protein degisikliklerini bildiren hig¢bir ¢alisma yoktur; bu
nedenle karsilastirma yapilmamasi uygun goriilmiistiir. Bununla birlikte, bu
proteinlerin retrograd endokannabinoid ve Ras sinyal yollar1 yoluyla yeniden
diizenlenmesinin, AH'nin neden oldugu molekiiler degisikliklerin tersine ¢evrilmesine

katkida bulunabilecegini diistintilmektedir.

Caligmalar, hastaligin karmasik dogasi nedeniyle kombinasyon tedavilerinin
AH'de tek hedefli tedavilere gore ¢ok daha basarili oldugunu gostermistir (220,221).
Bu nedenle, bir¢cok bilesikten farkli olarak serebellumu hedef alan ODG'nin
gelecekteki kombinasyon tedavisi arastirmalart i¢cin degerli bir bilesik olarak

degerlendirilmesinde de fayda vardir.

53 ALM-PAL(1-2)

5xFAD grubu ile karsilastirilldiginda, PAL2 grubu hem 6grenme hem hafiza
fazinda istatistiksel anlamli iyilesme gosterdi. KBB, 6zellikle merkezi sinir sistemi
bozukluklarint hedef alan ilaglarin ¢ogunun 6niindeki baslica engeldir. Bu nedenle,
PAL'in KBB gegisi, literatiire paralel olarak MRM-MS analizi ile kanitlanmistir (Sekil
11) (222,223). PAL (10 mg/kg) enjeksiyonu sonrasi kognitif bozuklugun iyilesmesine
katki saglayan molekiiler mekanizmalar arastirildi. 5xFAD ile ALM ve PAL2 ile
5xFAD ikili karsilagtirmalar1 yapilarak, diger parametrelerin neden oldugu

degisiklikleri ortadan kaldirmak ve S5xFAD farelerde PAL2min AH kaynakl
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degisiklikleri iizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak amaglanmistir. Bolgesel analizler,
serebellumun PAL2 tarafindan en belirgin sekilde etkilenen beyin bolgesi oldugunu
ve diger etkilenen bolgenin hipokampiis oldugunu gdstermistir. Her iki bolgenin
verilerinden ortaya ¢ikan en ¢arpict sonug, PAL2 uygulamasindan sonra AH'de ifadesi
azalan proteinlerin tekrar artmasi, veya AH’de ifadesi artan proteinlerin tekrar

azalmasidir. Bu da PAL'yi giiclii bir potansiyel terapotik ajan haline getirmektedir.

Hipokampiis, beynin 6grenme, hafiza ve uzun siireli anilar1 depolama igin kritik
olan kismidir. Hipokampiisteki islev bozukluklarinin AH'deki hafiza bozukluguna
biiylik olglide katkida bulundugu disiiniilmektedir (224). GO analizi, PAL2'in
hipokampiisiindeki anlaml1 degisen proteinlerin, birbirleriyle ve AH ile yiiksek oranda
iliskili oldugu bilinen oksidatif stres, gecis metal iyonu baglanmasi1 ve A baglama
yolaklarina yanit olarak 6nemli Ol¢iide zenginlestigini gosterdi. KEGG analizi de
proteinlerin AH yolaginda zenginlestigini ortaya koyarak bu bulguyu desteklemistir
(Sekil 20). AH'de oksidatif stresin artmasi, bir¢ok calisma ile gosterilmis olup
hastaligin mekanizmasinda erken evredeki roliine igaret etmektedir (225-227). Bazi
teoriler AH nin patolojik belirtecleri olan AP ve NFY'lerin oksidatif stresi telafi etmek
icin olusturuldugunu 6ne stirmekte oldugu oksidatif hasarin A plaklarinin miktari ile
pozitif olarak iligkili oldugu bulunmustur (228,229). Ayrica, AP ve Onciisii APP,
yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri araciligiyla biyometallerle iliskilendirilmistir
(230-232). AP plaklarinda yiiksek konsantrasyonlarda bakir tespit edilmistir ve reaktif
hidroksi radikallerinin bir aracisi olarak AH'deki oksidatif streste rol oynar (233,234).
Benzer sekilde, beynin hafiza ve bilisle ilgili boliimlerinde, 6zellikle hipokampiiste
artan ¢inko konsantrasyonlari tespit edilmistir (235). Bu artis, kontrolsiiz ¢inko ve AP
birikiminin neden oldugu oksidatif stres ile iliskilendirilmistir (236). Bu nedenle,
yukarida belirtilen yolaklar yoluyla hipokampiiste PAL2 kaynakli degisiklikler, AH

farelerinin 6grenme ve hafizasinin iyilesmesine katkida bulunmus olabilir.

Hipokampal olusumla karsilastirildiginda, serebellumun AH'de sessiz bir seyirci
oldugu diisliniiliiyordu. Daha oOnce bahsedildigi gibi, son zamanlarda yapilan
caligmalar, beyincigin yapisal, fonksiyonel ve dejeneratif degisiklikler gecirerek
AH'de aktif bir rol oynadigini1 gostermistir (189,190,192,193,237,238). GO analizi,

anlamli degisen proteinlerin ¢cogunlukla hiicre proliferasyonu, glutamat baglanmasi ve
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glutamat dekarboksilaz aktivitesi ile iligkili oldugunu gosterdi. AH'de hipokampal
ndrogenez olarak bilinen hipokampiisteki hiicre proliferasyonunun A tarafindan
inhibe edildigi bildirilmistir (239). Glutamat, merkezi sinir sistemindeki 6grenme ve
hafizada onemli bir rol oynayan birincil uyaric1 nérotransmiterdir. Baglica inhibitor
norotransmiter GABA'y1(240) ve glutamati doniistiiren glutamin sentetazi sentezleyen
glutamik asit dekarboksilaz 1 ve glutamik asit dekarboksilaz 2 AH’de néronlar
tarafindan kullanilacak glutaminin seviyelerinin azaldig: bildirilmistir (241,242). Bu
caligmanin bir bagka dikkat ¢ekici sonucu, bu proteinlerin ekspresyon seviyelerinin

PAL?2 tarafindan yeniden diizenlenmesiydi.

KEGG yolak analizi, anlamli proteinlerin diger norodejeneratif hastaliklarda
zenginlestigini ortaya koydu: PH ve HH. PH, motor islev bozukluklari ile bilinir ve
altinda yatan mekanizma, bazal ganglionlarla iliskilidir. Ancak, tipki AH'de oldugu
gibi, son yillarda arastirmacilar, HH'deki patofizyolojik ve telafi (compensatory) edici

mekanizmalar1 nedeniyle serebellumun dnemine dikkat cekmektedir (243-245).

Norodejeneratif hastaliklar, mekanizmalarindaki kiimelenmis/yanlis katlanmig
proteinleri igermeleri, beyin hiicrelerinin Oliimleri, ilerleyici ve zayiflatict yap1 ve

fonksiyon kayiplarina sahip olmalar1 gibi ortak 6zellikleri paylagsmaktadirlar (246)

Anlamli degisen proteinler arasindaki anahtar proteinleri ortaya c¢ikarmak
amaciyla, yaygin olarak kullanilan ve en ¢ok onerilen iki PPI analiz yontemi, LAC ve
DMNCl'yi birlikte uygulandi. Bu yontemler HS105, HS12A ve RL12'yi ilk 3 Aub
proteinini olarak gosterdi. Her 3 proteinin de 5xXFAD’da ALM'ye kiyasla ifadesinin
azaldig1 ve 5xFAD’a kiyasla PAL2'de arttig1 tespit edildi. Bu nedenle, AH'nin bu
proteinlerin  ifadeleri iizerindeki etkisinin PAL2 tarafindan hafifletildigini
sOyleyebiliriz. Bu bulgu, bu proteinlerin kilit oyuncular oldugunu daha da
desteklemektedir. Bu proteinlerin AH ile iligkisini ortaya ¢ikarmak icin asagida kisaca

rollerine deginilecektir.

Is1 soku proteini 110 (Heat Shock Protein 110)'un bir izoformu olan HS105 (Is1
soku proteini 105 kDa), memelilerdeki ana ayristirma (disaggregase) mekanizmasinin

bir parcasidir (247). HS105'in yanlis katlanmis proteinleri dogal durumlarina yeniden
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katlamada ve hiicreyi stres kaynakli hiicre 6liimiine karsi korumada ana oyuncu oldugu
gosterilmistir (248,249). Farelerde HS105 kaybi, tau hiperfosforilasyonuna ve erken
AP birikimine neden olmustur (250). HS105 ayrica yanlis katlanmis ve kiimelenmis
proteinleri acabilen ve ¢dzebilen giiglii saperon makineleri olusturmak i¢in diger hub
proteini 1s1 soku 70 kDa protein 12A (HS12A) ile is birligi yapmaktadir (251). HS12A,
HSP70 ailesinin bir {iyesidir ve noroprotektif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
(252). Islevi hakkinda bilgi az olsa da HS12A, AP proteinini pargalandig1 yere tasiyan
bir kargo molekiilii olan SorLa icin 6zel bir adaptor protein olarak raporlanmistir
(253). RL12 (60S ribozomal protein L12), ribozomun biiyiik alt biriminin (60S) bir
bilesenidir. AH'li hastalarin ve farelerin beyinlerinde c¢esitli ribozomal proteinlerin
(RPL'ler) ekspresyonunun degistigi rapor edilmistir, bu da AH'deki degistirilmis
protein sentezi mekanizmasina isaret etmektedir (106,254,255). RL12 ifadesi AH fare
modelinde kan ve beyin arasinda Onemli Olglide farkli bulunmustur (256). Bir
biyoinformatik c¢alismasi, RL12'nin AH’deki anahtar sinyal ve diizenleyici
molekiillerden biri oldugunu 6ne siirmiistiir (257). Bu proteinlerin PAL2'de yeniden
diizenlenmesi, 12 aylik 5xFAD fare modelinin 6grenme ve hafiza yeteneklerinin

arttirllmasinda 6nemli bir role sahip olabilir.

Ozetle, PAL'min terapdtik potansiyeli, ileri evre AH fare modelinde
degerlendirildi. 7 gilinlik PAL (10 mg/kg) uygulamasindan sonra, MSL testi ile
istatistiksel olarak 6grenme ve hafizada 6nemli gelismeler tespit edildi. KBB gegisi
MRM-MS analizi ile kanitlandi. Biliste iyilesmeye yol acan molekiiler mekanizma,
beynin korteks, hipokampiis ve serebellumunda MS/MS ile arastirildi. Sasirtict bir
sekilde, PAL2'nin etkisini en ¢ok serebellum bolgesinde, sonra hipokampiiste
gosterdigi belirlendi. Analizler, 10 mg/kg PAL enjeksiyonundan sonra 5xFAD
farelerdeki anlamli degisen protein ifadelerinin ¢ogunun (PAL2/5xFAD), AH’de
olusan ifade degisimlerinin tam tersi oldugunu ortaya c¢ikardi (5xFAD/ALM).
Biyoinformatik analizler ile Aub proteinleri olarak HS105, HS12A ve RLI12
proteinlerini belirlendi ve bunlarin protein ekspresyon seviyeleri Western blot ile
dogrulandi. PAL2’de hipokampiis bolgesinde proteomik degisiklikler gozlemlenmistir
bu nedenle IHK ¢aligmasinin yapilmasi optimaldir ancak doku kayb1 yasanmasindan

otiirli bu deneyler gergeklestirilememistir.
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54 SCO(1-2)-PTX(1-2)

Kumarinler noroprotektif ozelliklerinden dolayr O6nemlidir. Daha once
bahsedildigi iizere SCO ve PTX’in AH’de yapilan g¢aligmalardan iyilestirici etki
gosterme potansiyeli tasiyabilecegi diislinlilmektedir. Bu gruplama ile bu iki
kumarinin SCO ve PTX’in 2 farkli dozda karsilagtirmali olarak protein seviyesinde
ileri evre AH fare modeli iizerindeki etkilerinin agiga ¢ikartmak amaclanmustir. Tlk
asama olan MSL testinde, 4. giinden itibaren gizli platformun bulunmasinda ilerleme
gosteren ve sonunda 0grenmenin son giinlinde istatistiksel anlamliliga ulasan PTX2
disinda, diger gruplarin higbirinde degisim goézlenmedi. Belki deneye devam edilseydi,
siiredeki azalmanin da devam edecegi diisiiniilebilir (Sekil 7V). Her ne kadar bu
calismada MRM-MS ile tespit edilemese de SCO ve PTX’in KBB gegebildigi daha
once raporlanmistir (258,259).

Bilesik kaynakli proteomik degisiklikleri kapsamli bir sekilde karsilagtirmak igin
HC analizi yapildi. Beklenmedik bir sekilde, PTX2, benzer bir model izleyen SCOI,
SCO2 ve PTX1'in aksine farkli bir protein ifade oOriintiisii ile digerlerinden ayristi
(Sekil 23A). Bu hipotez, PTX2'nin benzersiz bir ifade Oriintlisiine sahip oldugunu
gosteren PCA sonuglariyla da desteklenmistir (Sekil 22A).

Etkilesim ag1 analizi, anlamli degisen proteinlerin birbirleriyle yakindan
etkilesime girdigini ortaya ¢ikardi (Sekil 23B). PTX2'yi digerlerinden neyin
farklilastirdigini kesfetmek icin her kiime i¢cin GO ve KEGG yolu analizleri yapilsa da
bunlarin arasinda esas olarak, APP, GFAP, Vim, ApoE gibi proteinleri blinyesinde
toplayan kiime 2C’ye odaklanildi. 2C proteinleri, peroksizom proliferatorii ile aktive
olan reseptorler (PPAR'ler), yag asidi bozunmasi, valin, 18sin ve izoldsin bozunma
yollarinda zenginlesmistir. PPAR'lar lipid sensdrleri olarak hareket eder ve oksidatif
stres, enerji homeostazi, mitokondriyal yag asitleri metabolizmasi ve inflamasyonda
onemli bir rol oynar ve esas olarak beyindeki néronlarda ve astrositlerde eksprese
edilir (260,261). Son g¢aligmalar, PPAR ligandlarinin, AH fare modellerinde AP
plaklarinin ve tau fosforilasyonunun azalmasina ve gelismis davranis testlerine yol
actigini gostermistir (262,263). Ayrica metabolomik c¢alismalar dalli zincirli amino

asitler (branched-chain amino acids, BCCA) (valin, 16sin ve izolosin) ile AH arasinda
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olas1 bir iliski oldugunu ortaya koymustur. BCAA'larin degismesinin biligsel gerileme,
diyabet ve AH ile dogrudan iliskili oldugu bulunmustur (264,265). Bu yolaklardaki
degisiklikler, PTX2’nin biligsel gelisim iizerindeki olumlu etkisini agiklamaya

yardimci olabilir.

Sasirtict bir sekilde, ApoE, GFAP, Vim ve APP proteinlerinin ifadesinin sadece
PTX2'de anlamli seviyede azaldigi tespit edilmistir. Bu proteinlerin AH ile iliskisi
daha once LYC1’in tartigma kisminda agiklanmisti, bu nedenle burada kisaca
bahsedilecektir. ApoE, LOAD ile en ¢ok iliskilendirilen risk genidir ve AH fare
modellerinde AP plak olusumunu doza bagl bir sekilde destekler (117,119,120).
GFAP bir ara filamenttir ve gliozis nedeniyle ileri evre AH'de ifade seviyeleri arttig
bilinmektedir. GFAP, Vim (187,266-268) ile ayn1 mekanizmaya dahil oldugu
bildirilen bir bagka temel ara filamenttir ve Onemli 6l¢iide ifadesinin azaldigi
bildirilmigtir. 5XxXFAD fareleri, APP geninin asir1 ekspresyonuna neden olan 3
mutasyon tasir ve bu, gliosis ile birlikte 2 ay gibi kisa bir siirede goriilebilen A
patolojisinin erken ve agresif temsiline yol agmaktadir (7). Bu proteinin PTX2'de
gozlemlendigi gibi ifadesinin azalmasi, AP plak olusumlarinda da azalmaya yol
acabilir. Bununla birlikte, IHK sonuglar1 AP plak yiikiinde herhangi bir istatistiksel
farklilik gostermedi. Ancak, daha once de belirtildigi gibi, enjeksiyon dozu veya
uygulama siiresi arttirilmis olsaydi, AP yiikiinde dnemli bir iyilesme goriilme ihtimali
mevcuttur. Ayrica LC-MS/MS ile elde edilen ifade farkliliklarinin validasyonlari
Western blot yontemi ile, sadece anlamli farklilik goriilen PTX2 grubu 6rnekleri
tizerinde, PTX2'nin etki mekanizmasma dahil olma potansiyeline sahip ve ayni
zamanda AH ile yakindan iligkili bulunmus Vim, GFAP, HSP70, aSyn ve APP
proteinleri izerinden basart ile gerceklestirilmistir. Birlikte ele alindiginda, proteomik
sonuglar, bu onemli proteinlerin yeniden diizenlenmesinin AH'nin neden oldugu
molekiiler degisikliklerin tersine ¢evrilmesine Onemli katkilar sagladigini
gostermektedir (Sekil 25). Bu bulgular ayrica, PTX'in daha erken evreler i¢in tedavi

potansiyeline sahip olduguna igaret etmektedir.
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6 SONUC

Bu calisma ile Lycoramine, O-demethyl-galantamine, Palmatine, Scopoletin ve
Pteryxin’in etkileri ilk defa 5XxFAD farelerde calisilmis ve molekiiler mekanizmalari
kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Alkaloid grubundan, Lycoramine ve Palmatine’in
12 aylik 5xFAD farelerin hem 6grenme hem hafiza yeteneklerinde gelisme sagladig:
gosterilmis, KBB’den gegebildikleri kanitlanmistir. Lycoramine beynin korteks
bolgesinde etkili bulunmusken, Palmatine hipokampiis ve serebellumda protein
degisikliklerine neden olmustur. Diger yandan kumarin grubundan Pteryxin 6grenme
fazinin son gilinlinde anlamli iyilesme gostermistir ve Ozellikle beynin korteks
bolgesinde anlamli protein ifade farkliliklarina sebep oldugu tespit edilmistir. Diger
bilesiklerde farelerin bilissel yeteneklerinde iyilesme tespit edilmese de tiim
bilesiklerin protein seviyesinde neden oldugu degisiklikler incelenmis, calisma
mekanizmalari ¢esitli biyoinformatik yontemlerle incelenmistir. Proteomik analizler
bu bilesiklerin daha erken evrelerde, farkli dozlarda veya kombinasyon tedavileriyle

degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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8 EKLER

EK1

Bilesik uygulamasi sonrasinda korteks, hipokampiis ya da serebellum
bolgelerinde LC-MS/MS ile anlamh ifade farkhiliklar tespit edilen proteinlerin

listeleri.

Tablo 11. 5xFAD’1In ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

Q61207 Prosaposin 4 0,000 0,003 7,78
P08226 Apolipoprotein E 24 0,000 0,003 5,72
P03995 Glial fibrillary acidic protein 39 0,000 0,000 542
P56565 Protein S100-Al 3 0,035 0,030 4,71
P12023 Amyloid-beta A4 protein 10 0,000 0,000 4,52
Q60767 Lymphocyte antigen 75 4 0,001 0,006 3,33
P14106 Complement C1q subcomponent subunit B 3 0,000 0,003 3,32
Q3UGR5 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing 3 0,002 0,007 3,28

protein 2

Q91XU3 Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 gamma 3 0,019 0,020 2,97
Q64133 Amine oxidase [flavin-containing] A 4 0,013 0,016 2,90
008914 Fatty-acid amide hydrolase 1 3 0,011 0,015 2,76
Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase mt 5 0,002 0,007 2,68
Q06890 Clusterin 9 0,000 0,003 2,64
Q60625 Intercellular adhesion molecule 5 4 0,001 0,006 2,47
Q9CQ92 Mitochondrial fission 1 protein 4 0,009 0,013 2,46
QI99NHO Ankyrin repeat domain-containing protein 17 4 0,008 0,013 2,43
P98086 Complement C1q subcomponent subunit A 3 0,001 0,005 2,43
Q02105 Complement C1q subcomponent subunit C 4 0,000 0,000 243
P48318 Glutamate decarboxylase 1 4 0,001 0,004 2,33
P20152 Vimentin 23 0,000 0,003 2725
Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 8 0,001 0,005 2,08
A2AL36 Centriolin 4 0,005 0,010 2,06
QI9RONS5 Synaptotagmin-5 3 0,032 0,029 2,01
P20060 Beta-hexosaminidase subunit beta 6 0,001 0,006 1,99
QICWIJ9 Bifunctional purine biosynthesis protein ATIC 7 0,001 0,005 1,97
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Tablo 11. 5xFAD’1In ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase 7 0,001 0,004 1,94

Q7TN37 Transient receptor potential cation channel subfamily M 3 0,041 0,034 1,92
member 4

P16054 Protein kinase C epsilon type 4 0,024 0,024 1,86

P18242 Cathepsin D 10 0,001 0,005 1,86

Q5PR73 GTP-binding protein Di-Ras2
P35762 CD81 antigen

5 0,033 0,030 1,83
3 0,007 0,011 1,78
P51174 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase mt 8§ 0,014 0,017 1,74
P32067 Lupus La protein homolog 3 0,041 0,034 1,74
3
7

P20444 Protein kinase C alpha type 0,020 0,021 1,73

0,039 0,033 1,72

P21619 Lamin-B2

P07724 Albumin 20 0,002 0,007 1,72
Q8R5MS8 Cell adhesion molecule 1 6 0,001 0,005 1,71
P10605 Cathepsin B 5 0,006 0,010 1,70
Q8BHC1 Ras-related protein Rab-39B 3 0,006 0,011 1,66
Q91YQ5 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 11 0,000 0,004 1,66

glycosyltransferase subunit 1

P85094 Isochorismatase domain-containing protein 2A 4 0,002 0,007 1,66
Q8BWT1 3-ketoacyl-CoA thiolase mt 9 0,023 0,023 1,65
P99028 Cytochrome b-c1 complex subunit 6 mt 3 0,008 0,013 1,63
QIWTL7 Acyl-protein thioesterase 2 4 0,009 0,013 1,62
008709 Peroxiredoxin-6 20 0,002 0,006 1,60
QICWO03 Structural maintenance of chromosomes protein 3 3 0,008 0,013 1,60
Q8BG32 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 3 0,001 0,004 1,57
P62082 40S ribosomal protein S7 4 0,048 0,037 1,56
D3YXGO  Hemicentin-1 10 0,015 0,018 1,55

Q8K406 Leucine-rich repeat LGI family member 3
P24472 Glutathione S-transferase A4 0,002 0,007 1,52
088643 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 0,032 0,029 1,52

3 0,038 0,033 1,53

4

5
Q99L04 Dehydrogenase/reductase SDR family member 1 3 0,002 0,007 1,51

3

4

0,037 0,032 1,51
0,039 0,033 1,51

P49442 Inositol polyphosphate 1-phosphatase

Q80UW2 F-box only protein 2

E9Q555 E3 ubiquitin-protein ligase RNF213 12 0,032 0,029 1,50
Q8JZP2 Synapsin-3 5 0,013 0016 1,50
088685 26S proteasome regulatory subunit 6A 120,025 0,024 1,49
QI9DBG6 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein 3 0,039 0,033 1,48

glycosyltransferase subunit 2

Q8JZQ2 AFG3-like protein 2 3 0,003 0,008 1,47
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Tablo 11. 5xFAD’1In ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

Q61035 Histidine--tRNA ligase cytoplasmic 3 0,043 0,035 1,45

P70403 Protein CASP 5 0,047 0,037 1,45

QI9CQES RNA transcription_ translation and transport factor protein 7 0,005 0,010 1,44

Q80TZ3 Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin 12 0,012 0,016 1,43
Q9QXX4 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 7 0,000 0,003 1,42
Q9JLC8 Sacsin 13 0,001 0,005 1,42
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 5 0,004 0,010 1,42
Q99LR1 Lysophosphatidylserine lipase ABHD12 4 0,017 0,019 1,40
P15508 Spectrin beta chain_ erythrocytic 15 0,038 0,032 1,40
Q63810 Calcineurin subunit B type 1 9 0,016 0,018 1,40
Q99JB2 Stomatin-like protein 2_mt 6 0,001 0,006 1,39
P52196 Thiosulfate sulfurtransferase 7 0,001 0,004 1,39
Q91VC3 Eukaryotic initiation factor 4A-I11 5 0,033 0,029 1,36
Q9JKR6 Hypoxia up-regulated protein 1 6 0,045 0,036 1,36
Q69723 Dynein heavy chain 17 axonemal 7 0,000 0,014 1,36
Q91X97 Neurocalcin-delta 3 0,008 0,013 1,36
P67871 Casein kinase II subunit beta 3 0,011 0,015 1,35
Q8CAY6 Acetyl-CoA acetyltransferase  cytosolic 6 0,004 0,009 1,35
P48036 Annexin A5 15 0,002 0,006 1,35
Q62433 Protein NDRG1 4 0,008 0,013 1,35
Q64727 Vinculin 5 0,002 0,007 1,34
Q92511 ATPase family AAA domain-containing protein 3 5 0,000 0,004 1,34
QICPY7 Cytosol aminopeptidase 8 0,003 0,008 1,34
Q9DCV7 Keratin_ type II cytoskeletal 7 4 0,003 0,008 1,33
Q917J5 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 6 0,034 0,030 1,32
Q8BHZ0 CYFIP-related Racl interactor A 6 0,005 0,010 1,32
P13020 Gelsolin 5 0,044 0,035 1,31
P12382 ATP-dependent 6-phosphofructokinase liver type 5 0,039 0,033 -1,30
P47757 F-actin-capping protein subunit beta 10 0,000 0,003 -1,30
P23506 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase 10 0,008 0,013 -1,30
Q9CQC7  NADH dehydrogenase[ubiquinone] 1 beta subcomplex 4 0,003 0,007 -1,30
subunit 4
Q9QXS6 Drebrin 14 0,000 0,003 -1,30
Q9D6M3 Mitochondrial glutamate carrier 1 10 0,003 0,008 -1,31
Q4KMM3  Oxidation resistance protein 1 20 0,006 0,011 -1,31
P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha 22 0,002 0,007 -1,31
QICVB6 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 10 0,011 0,015 -1,31
P14152 Malate dehydrogenase cytoplasmic 18 0,010 0,014 -1,31
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Tablo 11. 5xFAD’1In ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

QIQUIO0 Transforming protein RhoA 6 0,009 0,013 -1,31
Q9DCW4  Electron transfer flavoprotein subunit beta 7 0,009 0,013 -1,31
P84091 AP-2 complex subunit mu 18 0,007 0,012 -1,31
P51863 V-type proton ATPase subunit d 1 120,001 0,006 -1,31
Q9CQVS 14-3-3 protein beta/alpha 6 0,014 0,017 -1,31
QI9CR95 Adaptin ear-binding coat-associated protein 1 5 0,004 0,009 -1,31
P70296 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 15 0,025 0,024 -1,31
Q06185 ATP synthase subunit e mt 5 0,008 0,013 -1,31
Q8BJUO Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing 3 0,044 0,035 -1,31
protein alpha
P11499 Heat shock protein HSP 90-beta 19 0,003 0,007 -1,31
P68372 Tubulin beta-4B chain 3 0,024 0,023 -1,31
P10637 Microtubule-associated protein tau 19 0,002 0,006 -1,31
P62821 Ras-related protein Rab-1A 8 0,009 0,014 -1,32
P31938 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 8§ 0,032 0,029 -1,32
Q9JLBO MAGUK p55 subfamily member 6 5 0,000 0,003 -1,33
P63037 Dnal homolog subfamily A member 1 4 0,011 0,015 -1,33
Q8VHH5 Arf-GAP with GTPase  ANK repeat and PH domain- 5 0,018 0,020 -1,33

containing protein 3

Q99KX1 Myeloid leukemia factor 2 3 0,013 0,016 -1,33
Q8CHC4 Synaptojanin-1 37 0,000 0,003 -1,33
P62806 Histone H4 10 0,026 0,025 -1,34
Q8KOU4 Heat shock 70 kDa protein 12A 16 0,001 0,005 -1,34
P28663 Beta-soluble NSF attachment protein 13 0,006 0,011 -1,34
Q972Q6 Septin-5 18 0,003 0,008 -1,34
Q9Z2H5 Band 4,1-like protein 1 17 0,001 0,006 -1,34
P62137 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic 3 0,012 0,015 -1,34
subunit
Q9CXZ1 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein4 mt 4 0,006 0,011 -1,34
Q9DB77 Cytochrome b-c1 complex subunit 2_mt 23 0,002 0,007 -1,34
QIJIA1 Leucine-rich glioma-inactivated protein 1 10 0,006 0,011 -1,34
P68368 Tubulin alpha-4A chain 7 0,001 0,006 -1,34
Q9Z1G4 V-type proton ATPase 116 kDa subunit al 21 0,001 0,005 -1,34
P68254 14-3-3 protein theta 12 0,009 0,013 -1,34
P16125 L-lactate dehydrogenase B chain 23 0,003 0,008 -1,34
P62141 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic 4 0,003 0,008 -1,34
subunit
P62259 14-3-3 protein epsilon 17 0,000 0,003 -1,35
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Tablo 11. 5xFAD’in ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 12 0,004 0,009 -1,35
Q9D2G2 Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component 10 0,016 0,018 -1,35
of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex mt
P61750 ADP-ribosylation factor 4 3 0,019 0,020 -1,35
Q60864 Stress-induced-phosphoprotein 1 17 0,012 0,015 -1,35
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 28 0,002 0,006 -1,36
P59999 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 6 0,000 0,003 -1,36
P48771 Cytochrome c oxidase subunit 7A2 mt 5 0,001 0,005 -1,36
088935 Synapsin-1 26 0,001 0,005 -1,36
P19783 Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1_mt 14 0,007 0,012 -1,36
035658 Complement component 1 Q subcomponent-binding 4 0,027 0,026 -1,37
protein_mt
Q6IRUS Clathrin light chain B 8 0,006 0,011 -1,37
P01831 Thy-1 membrane glycoprotein 5 0,001 0,005 -1,37
035381 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 3 0,023 0,023 -1,38
member A
Q60932 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 19 0,000 0,002 -1,38
Q5DU25 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2 3 0,027 0,025 -1,38
Q62425 Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4 7 0,004 0,009 -1,38
Q07076 Annexin A7 9 0,003 0,008 -1,38
Q8CGN4 BCL-6 corepressor 4 0,005 0,010 -1,39
Q63912 Oligodendrocyte-myelin glycoprotein 9 0,003 0,008 -1,39
Q9Z1P6 NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 alpha subcomplex 4 0,002 0,007 -1,39
subunit7
P47708 Rabphilin-3A 14 0,003 0,008 -1,39
088990 Alpha-actinin-3 4 0,001 0,005 -1,39
Q64475 Histone H2B type 1-B 7 0,019 0,020 -1,39
Q8KOTO Reticulon-1 19 0,003 0,008 -1,40
Q60931 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 9 0,010 0,014 -1,40
QI9JKC6 Cell cycle exit and neuronal differentiation protein 1 6 0,016 0,018 -1,40
P63011 Ras-related protein Rab-3A 6 0,000 0,002 -1,40
P62827 GTP-binding nuclear protein Ran 9 0,002 0,006 -1,41
P19253 60S ribosomal protein L13a 5 0,004 0,009 -141
Q62420 Endophilin-Al 9 0,001 0,005 -1,41
G5E829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 14 0,004 0,009 -141
Q9Z1G3 V-type proton ATPase subunit C 1 16 0,006 0,011 -1,41
035526 Syntaxin-1A 11 0,001 0,005 -1,41
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Tablo 11. 5xFAD’in ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik

gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

Q8RO01 Microtubule-associated protein RP/EB family member 2 3 0,020 0,021 -1,41
Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 36 0,003 0,008 -1,42
Q80UG2  Plexin-A4 3 0,036 0,031 -1,42
QI9R0OP9 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 120,001 0,005 -143
P11404 Fatty acid-binding protein_ heart 4 0,002 0,006 -1,44
Q8VD37 SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 11 0,004 0,009 -1,44
Q99PU5 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1 6 0,012 0,015 -1,44
P63321 Ras-related protein Ral-A 4 0,002 0,006 -1,44
Q922584 cGMP-dependent 3'_5'-cyclic phosphodiesterase 20 0,010 0,014 -1,44
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 11 0,008 0,013 -1,44
Q91VR2 ATP synthase subunit gamma_mt 14 0,002 0,007 -145
P46097 Synaptotagmin-2 7 0,003 0,008 -1,45
QORI1T4 Septin-6 8 0,000 0,003 -1,46
Q3TXX4  Vesicular glutamate transporter 1 5 0,001 0,006 -1,46
QI9DOLS mRNA cap guanine-N7 methyltransferase 5 0,002 0,007 -1,46
Q6PDM2  Serine/arginine-rich splicing factor 1 4 0,009 0,014 -1,47
Q8VEMS  Phosphate carrier protein_mt 19 0,011 0,015 -1,47
P61982 14-3-3 protein gamma 9 0,004 0,009 -148
P31254 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Y 3 0,017 0,019 -1,48
089112 Glutathione S-transferase LANCL1 4 0,000 0,003 -1,48
P37804 Transgelin 4 0,001 0,005 -1,48
P61264 Syntaxin-1B 14 0,002 0,007 -1,49
QOJISS Synaptic vesicle glycoprotein 2A 12 0,008 0,013 -1,49
Q9QYJO Dnal homolog subfamily A member 2 7 0,001 0,005 -1,49
QICR68 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske mt 11 0,000 0,003 -1,50
P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 19 0,000 0,003 -1,50
Q91WS0  CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1 6 0,004 0,009 -1,51
P46638 Ras-related protein Rab-11B 5 0,001 0,005 -1,51
QICX34 Protein SGT1 homolog 3 0,014 0,017 -1,51
Q9D7G0  Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 3 0,004 0,009 -1,52
008599 Syntaxin-binding protein 1 43 0,000 0,003 -1,52
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35 9 0,015 0,018 -1,52
Q80YT7 Myomegalin 8 0,007 0,012 -1,52
Q99JY8 Phospholipid phosphatase 3 3 0,027 0,026 -1,53
P26645 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 5 0,001 0,005 -1,53
Q8BGO5 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 17 0,001 0,005 -1,53
P51881 ADP/ATP translocase 2 4 0,005 0,010 -1,54
Q6NXK7  Inactive dipeptidyl peptidase 10 5 0,001 0,006 -1,54
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Tablo 11. 5xFAD’in ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi(devam)

Q61644 Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 22 0,000 0,002 -1,54
proteinl
Q64324 Syntaxin-binding protein 2 3 0,009 0,013 -1,56
055042 Alpha-synuclein 8 0,009 0,013 -1,56
Q8R191 Synaptogyrin-3 3 0,000 0,002 -1,56
P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 4 0,000 0,003 -1,57
Q791T5 Mitochondrial carrier homolog 1 3 0,003 0,008 -1,57
Q8R5J9 PRAI family protein 3 3 0,000 0,003 -1,57
P26883 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A 4 0,004 0,009 -1,58
QI9CR61 NADH dehydrogenase[ubiquinone] 1 beta subcomplex 4 0,001 0,006 -1,58
subunit 7
P63040 Complexin-1 3 0,004 0,009 -1,59
Q9Z0H4 CUGBP Elav-like family member 2 4 0,000 0,003 -1,59
P12787 Cytochrome ¢ oxidase subunit SA mt 8 0,000 0,004 -1,60
P50153 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 3 0,008 0,013 -1,60
gamma-4
Q8R1Q8 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 9 0,002 0,007 -1,60
Q8BLQY Cell adhesion molecule 2 8 0,003 0,008 -1,61
Q64433 10 kDa heat shock protein_mt 6 0,010 0,014 -1,61
Q78IK2 ATP synthase membrane subunit DAPIT mt 3 0,001 0,005 -1,62
Q9D8Y0 EF-hand domain-containing protein D2 9 0,009 0,013 -1,62
Q5ND29 Rab-interacting lysosomal protein 4 0,000 0,003 -1,63
Q62283 Tetraspanin-7 4 0,011 0,015 -1,63
Q8JZW4 Copine-5 5 0,001 0,006 -1,66
P62071 Ras-related protein R-Ras2 3 0,000 0,003 -1,67
Q80VP1 Epsin-1 4 0,006 0,011 -1,69
E9Q4F7 Ankyrin repeat domain-containing protein 11 6 0,006 0,011 -1,69
P21279 Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha 11 0,000 0,003 -1,71
P48962 ADP/ATP translocase 1 11 0,001 0,006 -1,72
Q60870 Receptor expression-enhancing protein 5 4 0,002 0,006 -1,73
P62743 AP-2 complex subunit sigma 5 0,001 0,006 -1,75
P11103 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 3 0,001 0,005 -1,75
P63213 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 8 0,002 0,006 -1,76
gamma-2
Q61387 Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein_mt 3 0,000 0,003 -1,76
QI1XV3 Brain acid soluble protein 1 19 0,000 0,003 -1,76
Q9DC70 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7 mt 3 0,001 0,005 -1,76
P34884 Macrophage migration inhibitory factor 3 0,018 0,020 -1,78
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Tablo 11. 5xFAD’in ALM grubuna kiyasla korteks bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

P06837 Neuromodulin 5 0,006 0,011 -1,79
008585 Clathrin light chain A 5 0,004 0,009 -1,81
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 5 0,001 0,005 -1,83
P56382 ATP synthase subunit epsilon_mt 3 0,001 0,005 -1,85
P19536 Cytochrome ¢ oxidase subunit 5SB_mt 4 0,001 0,005 -1,85
P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a 6 0,001 0,005 -1,89
035382 Exocyst complex component 4 3 0,002 0,007 -1,90
P09528 Ferritin heavy chain 120,001 0,005 -1,90
P39054 Dynamin-2 5 0,001 0,004 -1,98
QI9CR16 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D 7 0,022 0,022 -2,01
Q9D3D9 ATP synthase subunit delta mt 3 0,000 0,003 -2,05
P97412 Lysosomal-trafficking regulator 4 0,012 0,016 -2,05
P97450 ATP synthase-coupling factor 6 mt 6 0,002 0,006 -2,08
P60904 Dnal homolog subfamily C member 5 3 0,013 0,016 -2,12
Q8CGK7 Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha 5 0,014 0,017 -2,41
B2RQC6 CAD protein 3 0,016 0,018 -2,43

Tablo 12. 5xFAD’in ALM grubuna kiyasla hipokampiis bdolgesinde anlaml
degisiklik gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

P08226 Apolipoprotein E 20 0,000 0,000 8,88
P03995 Glial fibrillary acidic protein 37 0,000 0,001 6,14
P12023 Amyloid-beta A4 protein 14 0,000 0,000 5,79
P20060 Beta-hexosaminidase subunit beta 5 0,000 0,001 5,32
Q9EPJ9 ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 1 4 0,000 0,003 4,96
P14106 Complement C1q subcomponent subunit B 5 0,001 0,007 491
P12025 Midkine 4 0,000 0,004 4,80
P20152 Vimentin 27 0,000 0,003 4,58
Q06890 Clusterin 12 0,000 0,003 4,14

Q02105 Complement C1q subcomponent subunit C 0,000 0,004 3,35
0,000 0,002 2,75
0,007 0,018 2,51
0,012 0,025 2,39
0,001 0,007 2,38
0,000 0,002 2,31

0,000 0,004 2,30

P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase

Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase mt

Q8VE33 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1-like 1
Q8BLF1 Neutral cholesterol ester hydrolase 1

P21460 Cystatin-C

QIRIT2 SUMO-activating enzyme subunit 1

W[l Wl ] W] W] & W
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Tablo 12. 5XxFAD’in ALM grubuna kiyasla hipokampiis bdlgesinde anlaml
degisiklik gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

P18242 Cathepsin D 9 0,001 0,006 2,15
008709 Peroxiredoxin-6 21 0,000 0,005 2,14
QID1K2 V-type proton ATPase subunit F 3 0,006 0,017 2,10
QIDAWI9 Calponin-3 7 0,001 0,009 2,04
P10605 Cathepsin B 7 0,001 0,005 2,00
P55088 Aquaporin-4 3 0,001 0,007 1,98
P98086 Complement C1q subcomponent subunit A 4 0,006 0,017 1,97
Q99L04 Dehydrogenase/reductase SDR family member 1 4 0,003 0,013 1,89
QI9QXY6 EH domain-containing protein 3 8 0,001 0,008 1,86
P29758 Ornithine aminotransferase mt 3 0,003 0,012 1,84
P31786 Acyl-CoA-binding protein 3 0,003 0,012 1,82
P51880 Fatty acid-binding protein_ brain 4 0,000 0,004 1,76
P35283 Ras-related protein Rab-12 3 0,011 0,024 1,71
P48036 Annexin A5 12 0,006 0,017 1,68
P23242 Gap junction alpha-1 protein 0,000 0,003 1,68
QI9D1A2 Cytosolic non-specific dipeptidase 9 0,000 0,003 1,61
QI9DCN2 NADH-cytochrome b5 reductase 3 8 0,000 0,004 1,58
P26040 Ezrin 8 0,000 0,003 1,58
P57780 Alpha-actinin-4 16 0,000 0,005 1,53
Q00612 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X 3 0,008 0,019 1,53
Q91VK4 Integral membrane protein 2C 4 0,016 0,030 1,53
P70202 Latexin 4 0,001 0,008 1,50
P35700 Peroxiredoxin-1 8 0,000 0,003 1,48
P10711 Transcription elongation factor A protein 1 3 0,033 0,046 1,48
P52196 Thiosulfate sulfurtransferase 7 0,001 0,005 1,47
P13020 Gelsolin 4 0,000 0,004 1,46
Q8R3P0 Aspartoacylase 3 0,015 0,028 1,45
QIWV18 Gamma-aminobutyric acid type B receptor subunit 1 3 0,035 0,047 1,45
035874 Neutral amino acid transporter A 7 0,000 0,001 1,43
Q08642 Protein-arginine deiminase type-2 4 0,000 0,004 1,43
Q8VCWS Medium-chain acyl-CoA ligase ACSF2_mt 3 0,014 0,027 1,43
Q5EBJ4 Ermin 5 0,001 0,007 1,42
Q9CS84 Neurexin-1 5 0,010 0,022 1,40
QICPY7 Cytosol aminopeptidase 12 0,002 0,010 1,40
E9Q309 Centrosome-associated protein 350 0,002 0,011 1,39
Q99K 85 Phosphoserine aminotransferase 6 0,002 0,010 1,39
Q63912 Oligodendrocyte-myelin glycoprotein 11 0,000 0,001 1,38
Q8CAY6 Acetyl-CoA acetyltransferase  cytosolic 7 0,013 0,026 1,38
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Tablo 12. 5xFAD’1in ALM grubuna kiyasla hipokampiis bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

Q810U4 Neuronal cell adhesion molecule 18 0,001 0,006 1,37
Q925N0 Sideroflexin-5 6 0,001 0,006 1,37
Q9CQ62 2 4-dienoyl-CoA reductase_mt 3 0,012 0,025 1,37
Q6R891 Neurabin-2 6 0,000 0,004 1,36
Q00493 Carboxypeptidase E 7 0,001 0,007 1,36

7

4

5

Q6X893 Choline transporter-like protein 1 0,017 0,031 1,36
0,007 0,019 1,35

0,003 0,013 1,35

Q62465 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog

QO6P1F6 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory

P19096 Fatty acid synthase 29 0,000 0,003 1,35
P09103 Protein disulfide-isomerase 11 0,001 0,006 1,35
P80313 T-complex protein 1 subunit eta 14 0,021 0,034 1,35
Q91ZB0 Alpha-protein kinase 2 3 0,005 0,015 1,34
Q8ROY6 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase 19 0,014 0,027 1,34
088343 Electrogenic sodium bicarbonate cotransporter 1 11 0,005 0,015 1,34
P26041 Moesin 5 0,000 0,004 1,34
Q9ER00 Syntaxin-12 3 0,004 0,014 1,34
Q05816 Fatty acid-binding protein 5 5 0,002 0,010 1,34
P10649 Glutathione S-transferase Mu 1 11 0,002 0,010 1,33

P55264 Adenosine kinase 5 0,001 0,007 1,33
P19157 Glutathione S-transferase P 1 7 0,000 0,002 1,33
P50580 Proliferation-associated protein 2G4 3 0,002 0,010 1,33
7
6

0,001 0,007 1,32
0,000 0,005 1,32

Q91ZJ5 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase

P24369 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

088844 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 11 0,002 0,011 1,31

P35980 60S ribosomal protein L18 3 0,003 0,013 1,31

Q60692 Proteasome subunit beta type-6 6 0,004 0,015 1,31

QICR57 60S ribosomal protein L14 4 0,003 0,013 1,31

QI1XV3 Brain acid soluble protein 1 19 0,003 0,013 -1,31
QI9R1V6  Disintegrin and metalloproteinase domaincontaining protein22 3 0,004 0,013 -1,32
Q641P0 Actin-related protein 3B 7 0,010 0,023 -1,33
Q8KOU4 Heat shock 70 kDa protein 12A 20 0,001 0,008 ~-1,35
Q9DB16 Calcium-binding protein 39-like 3 0,026 0,040 -1,35
P06837 Neuromodulin 5 0,002 0,011 -1,36
Q80724 Neuronal growth regulator 1 3 0,001 0,008 -1,36
Q8R366 Immunoglobulin superfamily member 8 8 0,000 0,004 -1,37
Q61548 Clathrin coat assembly protein AP180 15 0,001 0,007 -1,39
054983 Ketimine reductase mu-crystallin 12 0,038 0,050 -1,40
Q61735 Leukocyte surface antigen CD47 4 0,003 0,012 -1,42
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Tablo 12. 5XxFAD’in ALM grubuna kiyasla hipokampiis bdlgesinde anlaml
degisiklik gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 11 0,007 0,018 -1,47
P47806 Zinc finger protein GLI1 3 0,012 0,025 -1,49
QY9ERD7 Tubulin beta-3 chain 7 0,000 0,004 -1,52
Q9QYS2 Metabotropic glutamate receptor 3 5 0,005 0,016 -1,53
Q9WUC3 Lymphocyte antigen 6H 5 0,001 0,006 -1,53
Q7M6YS Deuterosome assembly protein 1 3 0,014 0,027 -1,61
Q9Z2W9 Glutamate receptor 3 7 0,002 0,009 -1,72
Q61387 Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein_mt 4 0,030 0,043 -2,40
Q99JR1 Sideroflexin-1 6 0,000 0,002 -3,06

Tablo 13. 5xFAD’1in ALM grubuna kiyasla serebellum bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi op p q DO
no ]

Q9JMEF3 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 3 0,000 0,001 5,46

gamma-13
Q62108 Disks large homolog 4 10 0,042 0,018 2,20
Q91VI7 Ribonuclease inhibitor 3 0,001 0,001 2,06
070435 Proteasome subunit alpha type-3 3 0,022 0,011 1,93
P62320 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 3 0,002 0,002 1,88
QIIMG7 Hepatoma-derived growth factor-related protein 3 3 0,002 0,003 1,86
Q8C996 Transmembrane protein 163 3 0,003 0,003 1,73
Q9D819 Inorganic pyrophosphatase 4 0,003 0,003 1,71
P52503 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 mt 4 0,000 0,001 1,69
E9Q3E1 Aldehyde dehydrogenase family 3 member B2 3 0,028 0,013 1,69
Q97331 Keratin_ type II cytoskeletal 6B 5 0,015 0,008 1,67
Q9QZ06 Toll-interacting protein 4 0,001 0,002 1,64
P23198 Chromobox protein homolog 3 4 0,000 0,001 1,63
QICQNI1 Heat shock protein 75 kDa_mt 5 0,032 0,015 1,51
P03995 Glial fibrillary acidic protein 20 0,004 0,004 1,47
P20152 Vimentin 24 0,004 0,004 145

Q3V3R1 Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase mt 0,000 0,001 1,44
Q8R326 Paraspeckle component 1 0,007 0,005 1,44

3
4
P50149 Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-2 3 0,021 0,011 1,42
4
3

0,022 0,011 1,40
0,002 0,002 1,39

P28352 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) endonuclease

P43276 Histone H1,5
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Tablo 13. 5xFAD’1in ALM grubuna kiyasla serebellum bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

Q8CDN6  Thioredoxin-like protein 1 5 0,004 0,003 1,39
008810 116 kDa US small nuclear ribonucleoprotein component 5 0,000 0,001 1,39
Q921M3 Splicing factor 3B subunit 3 3 0,003 0,003 1,38
P54823 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 4 0,001 0,002 1,37
088487 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 5 0,002 0,002 1,35
Q91VR5 ATP-dependent RNA helicase DDX1 3 0,015 0,008 1,35
P47962 60S ribosomal protein L5 3 0,034 0,015 1,35
COHKE6  Histone H2A type 1-1 4 0,000 0,001 1,32
A3KGB4 TBC1 domain family member 8B 3 0,033 0,015 1,31
Q99JR1 Sideroflexin-1 4 0,004 0,003 1,30
Q9WVLO  Maleylacetoacetate isomerase 3 0,013 0,008 1,30
P12960 Contactin-1 24 0,004 0,004 -1,30
QI99LC5 Electron transfer flavoprotein subunit alpha mt 9 0,000 0,001 -1,30
Q99KB8 Hydroxyacylglutathione hydrolase mt 3 0,026 0,012  -1,30
Q9DCZ4  MICOS complex subunit Mic26 3 0,013 0,008  -1,30
Q9WTX5  S-phase kinase-associated protein 1 6 0,004 0,003 -1,30
Q9D6J6 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2 mt 10 0,008 0,005  -1,30

0,008 0,006 -1,30
P30416 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 0,020 0,010  -1,30

P01831 Thy-1 membrane glycoprotein 4
5

QI9CRC9 Glucosamine-6-phosphate isomerase 2 4 0,001 0,001 -1,30
3
4

Q61166 Microtubule-associated protein RP/EB family member 1 0,015 0,009 -1,30

0,004 0,004  -1,30

P63213 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit

gamma-2
Q61598 Rab GDP dissociation inhibitor beta 13 0,001 0,002 -1,31
Q03265 ATP synthase subunit alpha_mt 37 0,001 0,002  -1,31

Q78IK2 ATP synthase membrane subunit DAPIT mt 0,000 0,001 -1,31
Q92019 WD repeat-containing protein 7 0,002 0,002 -1,31

3
5
Q02248 Catenin beta-1 7 0,038 0,017  -1,31
3
8

P35980 60S ribosomal protein L18 0,008 0,006 -1,31
Q91WQ3  Tyrosine--tRNA ligase cytoplasmic 0,016 0,009  -1,31

Q9QXZ0 Microtubule-actin cross-linking factor 1 10 0,013 0,008 -1,31
Q99JY9 Actin-related protein 3 8 0,002 0,002 -1,32
P11499 Heat shock protein HSP 90-beta 17 0,002 0,003 -1,32
P35279 Ras-related protein Rab-6A 3 0,015 0,008 -1,32
070251 Elongation factor 1-beta 3 0,004 0,003 -1,32
P28651 Carbonic anhydrase-related protein 8 0,005 0,004 -1,32
P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 11 0,001 0,002 -1,32
P19783 Cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 1_mt 9 0,000 0,001 -1,32
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gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

Q9WTT4  V-type proton ATPase subunit G 2 6 0,002 0,002 -1,32
P62761 Visinin-like protein 1 12 0,003 0,003  -1,32
P30275 Creatine kinase U-type_mt 18 0,002 0,002 -1,32
Q9QYB5  Gamma-adducin 8 0,000 0,001  -1,32
P12970 60S ribosomal protein L7a 3 0,002 0,002 -1,33
Q62465 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog 4 0,002 0,002  -1,33
P35700 Peroxiredoxin-1 9 0,001 0,001  -1,33
P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 28 0,000 0,001 -1,33
Q9CPUO Lactoylglutathione lyase 7 0,023 0,011 -1,33
QI9CRB6 Tubulin polymerization-promoting protein family member 3 3 0,017 0,009  -1,33
P35293 Ras-related protein Rab-18 6 0,003 0,003 -1,33
Q99KI0 Aconitate hydratase mt 40 0,001 0,001 -1,33
Q9CQA3 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur 9 0,000 0,000 -1,33
subunit_mt
Q970S1 3'(2")_5'-bisphosphate nucleotidase 1 5 0,026 0,012  -1,33
P47708 Rabphilin-3A 14 0,018 0,010 -1,33
P58281 Dynamin-like 120 kDa protein_mt 19 0,009 0,006  -1,33
Q91VR2 ATP synthase subunit gamma_mt 6 0,011 0,007 -1,33
Q8BWFO0O  Succinate-semialdehyde dehydrogenase mt 16 0,000 0,000 -1,33

Q8BMF4  Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of 11 0,000 0,001 -1,33

pyruvate dehydrogenase complex mt

Q6ZWQO  Nesprin-2 14 0,034 0,016 -1,33
P46660 Alpha-internexin 22 0,010 0,006 -1,33
P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 31 0,000 0,001 -1,33
P40142 Transketolase 20 0,003 0,003 -1,34
Q3UUI3 Acyl-coenzyme A thioesterase THEM4 3 0,048 0,020 -1,34
P80317 T-complex protein 1 subunit zeta 10 0,000 0,001 -1,34
P61982 14-3-3 protein gamma 9 0,006 0,004 -1,34
035963 Ras-related protein Rab-33B 3 0,045 0,019 -1,34
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 6 0,001 0,002 -1,34
Q9DBIJ1 Phosphoglycerate mutase 1 15 0,000 0,001 -1,34
Q9JIK2 LanC-like protein 2 8 0,025 0,012 -1,34
QO6PIES Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 30 0,002 0,003 -1,34
P21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 8 0,002 0,002 -1,34
Q61699 Heat shock protein 105 kDa 6 0,006 0,005 -1,34
P00920 Carbonic anhydrase 2 15 0,002 0,003 -1,34
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gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

P17751 Triosephosphate isomerase 17 0,000 0,001 -1,34
Q3TC72  Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containingprotein2A 3 0,018 0,010  -1,35
P18572 Basigin 6 0,000 0,001 -1,35
P20108 Thioredoxin-dependent peroxide reductase_mt 5 0,002 0,002  -1,35
P17809 Solute carrier family 2 facilitated glucose transporter 5 0,000 0,001 -1,35
member 1
P05201 Aspartate aminotransferase  cytoplasmic 27 0,001 0,001 -1,35
P14824 Annexin A6 26 0,001 0,001  -1,35
Q8BW75  Amine oxidase [flavin-containing] B 5 0,013 0,008 -1,36
P10852 4F2 cell-surface antigen heavy chain 12 0,001 0,002 -1,36
Q64133 Amine oxidase [flavin-containing] A 4 0,017 0,009  -1,36
P60335 Poly(rC)-binding protein 1 4 0,000 0,001 -1,36
P62897 Cytochrome c¢_ somatic 12 0,000 0,001 -1,36
QI9CZU6 Citrate synthase mt 16 0,000 0,001 -1,36
P51174 Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase mt 11 0,001 0,002  -1,37
P28571 Sodium- and chloride-dependent glycine transporter 1 3 0,006 0,004  -1,37
P59999 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 5 0,001 0,001 -1,37
P60710 Actin_ cytoplasmic 1 12 0,003 0,003 -1,37
P09%411 Phosphoglycerate kinase 1 17 0,001 0,001 -1,37
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 5 0,010 0,006 -1,37
P46460 Vesicle-fusing ATPase 28 0,000 0,001 -1,38
QOROP5 Destrin 3 0,001 0,001  -1,38
Q8BH59 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 15 0,000 0,001 -1,38
P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 5 0,001 0,002 -1,38
Q60932 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 15 0,000 0,000 -1,38
QI1YTO NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1_mt 16 0,001 0,001 -1,38
P34884 Macrophage migration inhibitory factor 4 0,026 0,013 -1,38
Q91VD9  NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit_mt 30 0,001 0,001 -1,38
P35486 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 18 0,000 0,001 -1,38
somatic form mt
Q3UHJO AP2-associated protein kinase 1 18 0,000 0,001 -1,39
055125 Protein NipSnap homolog 1 5 0,001 0,002 -1,39
Q61768 Kinesin-1 heavy chain 5 0,000 0,000 -1,39
Q61361 Brevican core protein 5 0,000 0,001 -1,39
P14231 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 11 0,000 0,000  -1,39
P63038 60 kDa heat shock protein_mt 24 0,000 0,001 -1,39
P39053 Dynamin-1 32 0,000 0,001  -1,39
Q9D6M3  Mitochondrial glutamate carrier 1 5 0,003 0,003 -1,39
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P62814 V-type proton ATPase subunit B_ brain isoform 18 0,000 0,000  -1,39
QI9D6R2  Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha mt 13 0,000 0,001 -1,40
QI9CQ69 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 4 0,004 0,003 -1,40
P35979 60S ribosomal protein L12 6 0,001 0,001  -1,40
P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 23 0,000 0,001 -1,40
P17182 Alpha-enolase 22 0,000 0,001 -1,40
P56480 ATP synthase subunit beta_ mt 33 0,001 0,001 -1,40
Q9DB77  Cytochrome b-c1 complex subunit 2 mt 20 0,000 0,001 -1,41
Q60864 Stress-induced-phosphoprotein 1 19 0,006 0,004 -1,41
P45376 Aldo-keto reductase family 1 member B1 5 0,008 0,005 -1,41
Q9Z1G4 V-type proton ATPase 116 kDa subunit al 16 0,000 0,001 -1,41

P51863 V-type proton ATPase subunit d 1 0,003 0,003 -1,41
P23506 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O methyltransferase 0,014 0,008 -1,41

7
7
Q8VCWS8  Medium-chain acyl-CoA ligase ACSF2_mt 4 0,000 0,001 -1,42
7
7

Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 0,010 0,006 -1,42
0,035 0,016 -1,42

Q9QUP5  Hyaluronan and proteoglycan link protein 1

008749 Dihydrolipoyl dehydrogenase mt 15 0,001 0,001 -1,42
QI91WC3  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6 20 0,000 0,001 -1,43
Q8KIM6  Dynamin-1-like protein 21 0,001 0,002 -1,43
Q9Z2Q6  Septin-5 12 0,000 0,001 -1,43
D3Z7P3 Glutaminase kidney isoform_ mt 13 0,002 0,002 -1,43
Q62188 Dihydropyrimidinase-related protein 3 5 0,010 0,006  -1,43
P26443 Glutamate dehydrogenase 1 mt 22 0,000 0,001 -1,43
Q9CQQ7  ATP synthase F(0) complex subunit Bl mt 7 0,000 0,001 -1,43
Q80TJ1 Calcium-dependent secretion activator 1 30 0,000 0,001 -1,43
P70404 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma 1_mt 8 0,000 0,001 -1,43
Q9JHI5 Isovaleryl-CoA dehydrogenase mt 6 0,004 0,003 -1,43
P28652 Calcium/Calmodulin-dependent protein kinase type 1I 8 0,002 0,002  -1,43
subunit beta
P68368 Tubulin alpha-4A chain 5 0,000 0,001 -1,43
Q68FD5  Clathrin heavy chain 1 77 0,000 0,001 -1,44
P28661 Septin-4 11 0,005 0,004 -1,44
P52480 Pyruvate kinase PKM 34 0,000 0,000 -1,44
Q91X97  Neurocalcin-delta 6 0,001 0,001  -1,44
P70202 Latexin 4 0,002 0,002 -1,44
035215 D-dopachrome decarboxylase 5 0,006 0,004 -1,44
P20357 Microtubule-associated protein 2 29 0,001 0,002 -1,45
P48722 Heat shock 70 kDa protein 4L 22 0,002 0,002 -1,45
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055131 Septin-7 18 0,001 0,001 -1,45
P16125 L-lactate dehydrogenase B chain 14 0,001 0,001 -1,45
P62631 Elongation factor 1-alpha 2 7 0,002 0,002 -1,45
P05202 Aspartate aminotransferase mt 26 0,000 0,001 -1,45
Q62048 Astrocytic phosphoprotein PEA-15 4 0,006 0,004 -1,45
Q61644 Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons 17 0,003 0,003 -1,46
protein 1
Q60931 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 7 0,000 0,000 -1,46
P08249 Malate dehydrogenase mt 19 0,000 0,001 -1,46
P09528 Ferritin heavy chain 9 0,000 0,001 -1,46
QICPQ8 ATP synthase subunit g mt 3 0,000 0,001 -1,46
Q60597 2-oxoglutarate dehydrogenase mt 32 0,000 0,001 -1,47
008529 Calpain-2 catalytic subunit 5 0,001 0,002 -1,47
P06801 NADP-dependent malic enzyme 9 0,002 0,002 -1,47
Q99JY0 Trifunctional enzyme subunit beta mt 11 0,001 0,001 -1,47
Q60930 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 12 0,000 0,001 -1,47
P49312 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 7 0,000 0,000 -147
Q80TB8 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like 12 0,007 0,005 -1,47
QI9RI111 Guanine deaminase 4 0,005 0,004 -1,48
Q9ERD7 Tubulin beta-3 chain 10 0,006 0,004 -1,48
Q91VM5 RNA binding motif protein_ X-linked-like-1 7 0,001 0,002 -1,48
Q97219 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta  mt 16 0,000 0,001 -1,48
QICPY7 Cytosol aminopeptidase 7 0,016 0,009 -148
Q8BK64 Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1 6 0,005 0,004 -1,48
P14148 60S ribosomal protein L7 7 0,002 0,002 -1,48
P61922 4-aminobutyrate aminotransferase mt 19 0,000 0,001 -1,48
P67778 Prohibitin 6 0,002 0,002 -1,48
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 8 0,002 0,003 -1,49
P58252 Elongation factor 2 22 0,001 0,002 -1,49
Q61301 Catenin alpha-2 5 0,013 0,008 -1,49
Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 37 0,000 0,001  -1,49
Q8K2B3 Succinate dehydrogenase[ubiquinone]flavoprotein 14 0,002 0,002 -1,49
subunit_mt
P14094 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 12 0,000 0,000 -1,49
Q99MNI9 Propionyl-CoA carboxylase beta chain_ mt 3 0,001 0,001 -1,50
QICR68 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske mt 9 0,000 0,001 -1,50
Q9JHU4 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 110 0,001 0,002  -1,50
P56135 ATP synthase subunit f mt 3 0,003 0,003 -1,50
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P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 0,000 0,001 -1,50
0,002 0,003 -1,50
0,001 0,001  -1,51
0,010 0,006 -1,51
0,002 0,002 -1,51
P00405 Cytochrome c oxidase subunit 2 0,001 0,002 -1,51

Q99K48 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 10 0,021 0,011 -1,51

Q3ULJO Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like protein

Q91V12 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase
Q9CQVS  14-3-3 protein beta/alpha
Q9D154 Leukocyte elastase inhibitor A

D N ] 9] A

P32848 Parvalbumin alpha 5 0,002 0,002 -1,52
Q05816 Fatty acid-binding protein 5 3 0,002 0,002  -1,52
Q9CZWS5  Mitochondrial import receptor subunit TOM70 8 0,001 0,002 -1,53
P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T)subunit 5 0,003 0,003  -1,53
betal
P14152 Malate dehydrogenase cytoplasmic 18 0,000 0,001 -1,53
QICPQ1 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C 7 0,000 0,001 -1,53
Q6ZWR6  Nesprin-1 12 0,000 0,000 -1,53

P19536 Cytochrome ¢ oxidase subunit 5SB_mt 0,003 0,003 -1,54
0,004 0,003 -1,54
Q9D7X3  Dual specificity protein phosphatase 3 0,002 0,002 -1,55

3
8
4
Q9DC70  NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7 mt 3 0,000 0,001 -1,55
3
4
7

Q63810 Calcineurin subunit B type 1

Q5PR73 GTP-binding protein Di-Ras2 0,006 0,004 -1,55
Q8K4GS5  Actin-binding LIM protein 1 0,011 0,007 -1,55
Q9ERS2  NADH dehydrogenase[ubiquinone]lalpha subcomplex 0,000 0,001 -1,55

subunit13
P62270 40S ribosomal protein S18 5 0,002 0,002 -1,55
070439 Syntaxin-7 4 0,016 0,009 -1,55
QICR62 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 13 0,000 0,001 -1,56
Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 4 0,001 0,001 -1,57
Q80YN3  Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 8 0,001 0,002  -1,57
E9PULS Proline-rich transmembrane protein 2 6 0,002 0,003 -1,59
Q61548 Clathrin coat assembly protein AP180 15 0,000 0,001 -1,60
P48318 Glutamate decarboxylase 1 5 0,003 0,003 -1,60
QI9ROP9 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 11 0,002 0,002 -1,61
Q8BVE3  V-type proton ATPase subunit H 6 0,000 0,001 -1,61
Q6ZWNS5  40S ribosomal protein S9 5 0,042 0,018 -1,61
P51881 ADP/ATP translocase 2 7 0,000 0,000 -1,62
P63328 Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit 8 0,000 0,000 -1,64

alpha isoform
Q97185 Neuronal-specific septin-3 10 0,001 0,001 -1,67
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Tablo 13. 5xFAD’1in ALM grubuna kiyasla serebellum bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

Q9CQ92 Mitochondrial fission 1 protein 8 0,002 0,002 -1,68
P02301 Histone H3,3C 4 0,011 0,007 -1,68
P84091 AP-2 complex subunit mu 12 0,000 0,001 -1,69
P15532 Nucleoside diphosphate kinase A 6 0,000 0,001 -1,69
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 8 0,001 0,001 -1,69
Q8VEMS  Phosphate carrier protein_mt 12 0,000 0,000 -1,71
P61027 Ras-related protein Rab-10 3 0,001 0,002 -1,73
035633 Vesicular inhibitory amino acid transporter 4 0,003 0,003 -1,75
P35762 CD81 antigen 4 0,001 0,001 -1,77
Q6IRUS Clathrin light chain B 5 0,002 0,003 -1,77
P48320 Glutamate decarboxylase 2 4 0,002 0,003 -1,77
P62482 Voltage-gated potassium channel subunit beta-2 3 0,001 0,002 -1,78
P62821 Ras-related protein Rab-1A 3 0,000 0,001 -1,79
Q9DBP5  UMP-CMP kinase 3 0,000 0,001 -1,80
Q62425 Cytochrome ¢ oxidase subunit NDUFA4 4 0,000 0,000 -1,84
P15105 Glutamine synthetase 23 0,000 0,001 -1,85
Q9QZMO0  Ubiquilin-2 4 0,044 0,019 -1,87
P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 6 0,001 0,001 -1,89
P04370 Myelin basic protein 16 0,001 0,002 -1,89
P26041 Moesin 7 0,000 0,001 -1,89
P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 6 0,001 0,002 -1,93
P43006 Excitatory amino acid transporter 2 17 0,003 0,003 -1,95
P48962 ADP/ATP translocase 1 7 0,000 0,000 -2,02
P16330 2' 3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 25 0,000 0,001 -2,02
Q8VDQ8  NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2 11 0,000 0,001 -2,03
Q99JB2 Stomatin-like protein 2_mt 3 0,008 0,005 -2,03
Q8KO0U4  Heat shock 70 kDa protein 12A 12 0,001 0,001 -2,04
Q61885 Myelin-oligodendrocyte glycoprotein 13 0,000 0,001 -2,12
054984 ATPase GET3 5 0,005 0,004 -2,16
P08553 Neurofilament medium polypeptide 31 0,000 0,000 -2,16
P08551 Neurofilament light polypeptide 32 0,000 0,000 -2,26
Q91XV3 Brain acid soluble protein 1 8 0,000 0,001 -2,30
P60202 Myelin proteolipid protein 9 0,001 0,001 -2,34
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 9 0,007 0,005 -237
Q9CRB9  MICOS complex subunit Mic19 7 0,000 0,001 -2,42
Q80UWS  Serine/threonine-protein kinase MRCK gamma 3 0,001 0,001 -2,44
Q9CZC8  Secernin-1 6 0,000 0,000 -2,46
QIQUIO0 Transforming protein RhoA 6 0,004 0,004 -2,49
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Tablo 13. 5xFAD’1in ALM grubuna kiyasla serebellum bolgesinde anlamli degisiklik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin listesi (devam)

P19246 Neurofilament heavy polypeptide 28 0,000 0,000 -2,51

Q8BLK3 Limbic system-associated membrane protein 4 0,000 0,001 -2,67

P60766 Cell division control protein 42 homolog 4 0,008 0,005 -2,75

Q9Z1P6 NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 alpha subcomplex 4 0,001 0,001 -2,78
subunit 7

Q9WUMS5  Succinate--CoA ligase[ ADP/GDP-forming]subunit alpha mt 0,001 0,002 -2,79

008585 Clathrin light chain A 0,000 0,001 -2,80

Q61387 Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein_mt 0,013 0,008 -2,85

Q92111 Serotransferrin 0,000 0,001 -2,85

P26645 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 0,001 0,002 -2,86

Q8R429 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 0,045 0,019 -2,90

Q6PDLO Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 0,004 0,003 -2,95

P31650 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 0,000 0,000 -2,97

Q69737 Sterile alpha motif domain-containing protein 9-like 0,000 0,001 -3,19

Q9D7B6 Isobutyryl-CoA dehydrogenase mt 0,000 0,000 -3,48

P07310 Creatine kinase M-type 0,027 0,013 -3,57

5
4
3
5
4
4
Q7TQD2 Tubulin polymerization-promoting protein 3 0,005 0,004 -291
5
8
3
3
6
3

Q61029 Lamina-associated polypeptide 2 isoforms 0,014 0,008 -4,00

beta/delta/epsilon/gamma

QI9JKC6 Cell cycle exit and neuronal differentiation protein 1 0,004 0,003 -4,29

P10922 Histone H1,0 0,000 0,001 -4,53

Q92202 Keratin_ type II cytoskeletal 5 0,003 0,003 -4,56

Q5XKEO  Myosin-binding protein C_ fast-type 0,009 0,006 -5,31

| Wl Wl ] 2

Q68FL4 Putative adenosylhomocysteinase 3 0,009 0,006 -5,89

Tablo 14. GAL1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

Q62000 Mimecan

E9Q414 Apolipoprotein B-100

0,018 0,030 3,26
0,046 0,057 2,69
0,000 0,004 2,37
0,001 0,007 1,99
0,021 0,034 1,91
0,039 0,051 1,82
0,002 0,009 1,79
0,001 0,006 1,78

Q08642 Protein-arginine deiminase type-2
Q56975 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46

Q62417 Sorbin and SH3 domain-containing protein 1
Q8BLR2 Copine-4

Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4

W[l O] W] W | K| | &~

Q9DBR4  Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family B member 2
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Tablo 14. GAL1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q99NHO Ankyrin repeat domain-containing protein 17 9 0,000 0,002 1,70

P50580 Proliferation-associated protein 2G4 4 0,004 0,012 1,65

Q99PUS Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1 8 0,000 0,002 1,59

Q6ZQ18 Protein EFR3 homolog B 4 0,001 0,006 1,58

Q7TPV4 Myb-binding protein 1A 3 0,014 0,027 1,56

P30415 NK-tumor recognition protein 3 0,001 0,005 1,54

Q8VE47 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5 4 0,020 0,033 1,54

055137 Acyl-coenzyme A thioesterase 1 3 0,013 0,026 1,52

P31254 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Y 4 0,008 0,019 1,51

Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase mt 4 0,008 0,019 1,51

P62918 60S ribosomal protein L8 7 0,002 0,008 -1,50
P60879 Synaptosomal-associated protein 25 16 0,000 0,002 -1,51
Q5DU25 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2 3 0,002 0,009 -1,53
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35 3 0,004 0,013 -1,55
P47802 Metaxin-1 5 0,008 0019 -1,55
P27546 Microtubule-associated protein 4 6 0,000 0,004 -1,56
Q60780 Growth arrest-specific protein 7 6 0,003 0,012 -1,57
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 12 0,025 0,038 -1,57
QI9EPUO Regulator of nonsense transcripts 1 3 0,000 0,004 -1,58
Q9DC70 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 0,000 0,003 -1,60

7 _mt

088935 Synapsin-1 28 0,000 0,004 -1,60
D3YVFO0 A-kinase anchor protein 5 9 0,000 0,003 -1,61
054865 Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 7 0,000 0,004 -1,62
088456 Calpain small subunit 1 6 0,000 0,004 -1,63
Q9QYR6 Microtubule-associated protein 1A 69 0,000 0,003 -1,64
Q61390 T-complex protein 1 subunit zeta-2 3 0,002 0,010 -1,66
Q9Z0pr4 Paralemmin- 1 8 0,000 0,002 -1,66
A2AQWO0 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15 4 0,000 0,003 -1,67
Q61548 Clathrin coat assembly protein AP180 15 0,000 0,003 -1,68
POCG50 Polyubiquitin-C 4 0,003 0,011 -1,69
P23242 Gap junction alpha-1 protein 4 0,001 0,006 -1,69
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 5 0,001 0,007 -1,69
QI9R0OY5 Adenylate kinase isoenzyme 1 7 0,000 0,002 -1,69
088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 12 0,000 0,004 -1,70
Q8K1Z0 Ubiquinone biosynthesis protein COQ9_mt 4 0,000 0,020 -1,71
Q7TQD2 Tubulin polymerization-promoting protein 5 0,000 0,004 -1,72
Q4U2R1 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 16 0,001 0,005 -1,75
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Tablo 14. GAL1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q8BYRS5 Calcium-dependent secretion activator 2 12 0,000 0,004 -1,78
P47708 Rabphilin-3A 120,000 0,003 -1,83
P63216 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 5 0,000 0,004 -1,84
gamma-3
P97450 ATP synthase-coupling factor 6_mt 6 0,002 0,009 -1,86
Q91XM9 Disks large homolog 2 14 0,000 0,002 -1,87
QIWV92 Band 4,1-like protein 3 16 0,000 0,003 -1,87
Q9QWI6 SRC kinase signaling inhibitor 1 23 0,000 0,002 -1,87
Q91WM1 Spermatid perinuclear RNA-binding protein 4 0,003 0,011 -1,93
QO6R891 Neurabin-2 9 0,000 0,002 -2,03
Q8BNA6 Protocadherin Fat 3 3 0,000 0,004 -2,08
QI9RONS5 Synaptotagmin-5 3 0,002 0,010 -2,10
Q8CC35 Synaptopodin 8 0,000 0,004 -2,13
Q4ACU6 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3 4 0,000 0,003 -2,14
Q9QXV0 ProSAAS 3 0,000 0,002 -2,15
P13542 Myosin-8 3 0,002 0010 -2,18
Q8R4E6 Purine-rich element-binding protein gamma 4 0,002 0,010 -2,25
Q3UHJO AP2-associated protein kinase 1 17 0,000 0,002 -2,26
P57080 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 4 0,002 0,010 -2,28
Q7TSJ2 Microtubule-associated protein 6 28 0,000 0,003 -2,35
Q9WUK2 Eukaryotic translation initiation factor 4H 9 0,000 0,002 -2,36
Q922Q1 Mitochondrial amidoxime reducing component 2 4 0,008 0,020 -2,38
Q8CC88 von Willebrand factor A domain-containing protein 8 3 0,003 0,011 -2,39
Q51012 Putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 10 4 0,003 0,011 -2,43
Q8BGD9 Eukaryotic translation initiation factor 4B 4 0,001 0,005 -2,44
P10637 Microtubule-associated protein tau 23 0,000 0,002 -2,48
P54227 Stathmin 3 0,001 0,006 -2,52
Q917273 Beta-synuclein 5 0,000 0,004 -2,52
Q6PIK8 Caskin-1 4 0,001 0,007 -2,62
Q6P6LO Filamin A-interacting protein 1-like 3 0,003 0,012 -2,65
055042 Alpha-synuclein 7 0,000 0,002 -2,74
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 9 0,002 0009 -2,87
P20357 Microtubule-associated protein 2 48 0,000 0,002 -2,94
Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B 4 0,000 0,004 -3,11
Q8BNW9 Kelch repeat and BTB domain-containing protein 11 6 0,000 0,001 -3,42
Q5SSH7 Zinc finger ZZ-type and EFhand domain-containing proteinl 8 0,000 0,002 -4,52
Q01065 Calcium/calmodulin-dependent 3' 5'-cyclic nucleotide 8 0,000 0,001 -4,56

phosphodiesterase 1B
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Tablo 14. GAL1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P04370

Myelin basic protein

14

0,000

0,002

-5,34

Q8BXKS

Arf-GAP with GTPase_ ANK repeat and PH domain-

containing protein 1

4

0,000

0,002

-6,21

Tablo 15. GAL2’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

P33175 Kinesin heavy chain isoform 5A 5 0,002 0,045 1,67
P45591 Cofilin-2 5 0,001 0,024 1,46
P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 5 0,000 0,015 1,38
Q8BFZ6 Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase 2 4 0,002 0,045 1,35
D3Z7P3 Glutaminase kidney isoform_mt 10 0,000 0,024 1,35
QICQX8 28S ribosomal protein S36_mt 3 0,003 0,050 -1,31
Q920E5 Farnesyl pyrophosphate synthase 5 0,000 0,024 -1,31
Q80U23 Syntaphilin 3 0,001 0,028 -1,32
P54728 UV excision repair protein RAD23 homolog B 4 0,002 0,047 -1,32
P47708 Rabphilin-3A 12 0,001 0,035 -1,32
Q99P72 Reticulon-4 12 0,000 0,024 -1,34
P60879 Synaptosomal-associated protein 25 16 0,003 0,050 -1,36
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 5 0,000 0,015 -1,37
D3YVFO0 A-kinase anchor protein 5 9 0,001 0,039 -1,39
Q60598 Src substrate cortactin 9 0,002 0,040 -1,40
Q9WV92  Band 4,1-like protein 3 16 0,002 0,045 -1,40
Q5DU25 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2 3 0,002 0,042 -1,45
QI9CSH3 Exosome complex exonuclease RRP44 6 0,001 0,028 -1,47
Q3UHJO AP2-associated protein kinase 1 17 0,000 0,003 -1,49
Q91XM9 Disks large homolog 2 14 0,000 0,015 -1,51
Q51012 Putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 10 4 0,001 0,030 -1,54
Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 6 0,001 0,024 -1,55
P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase 4 0,001 0,024 -1,56
Q8CC35 Synaptopodin 8 0,000 0,015 -1,59
PODP28 Calmodulin-3 13 0,000 0,015 -1,59
Q9QWI6 SRC kinase signaling inhibitor 1 23 0,000 0,015 -1,63
P12023 Amyloid-beta A4 protein 11 0,000 0,015 -1,67
Q6PIK8 Caskin-1 4 0,001 0,024 -1,68
P10637 Microtubule-associated protein tau 23 0,000 0,015 -1,70
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Tablo 15. GAL2’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q2KN98 Cytospin-A 7 0,002 0,048 -1,74
Q917273 Beta-synuclein 5 0,001 0,028 -1,83
Q06890 Clusterin 8 0,001 0,036  -1,83
Q9WUK2 Eukaryotic translation initiation factor 4H 9 0,000 0,015 -1,98
P08226 Apolipoprotein E 18 0,001 0,035 -2,21
POCG50 Polyubiquitin-C 4 0,000 0,015  -2,25
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 9 0,003 0,050  -2,29

Tablo 16. LYC1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

Q62000 Mimecan 4 0,000 0,002 3,40
Q08642 Protein-arginine deiminase type-2 4 0,000 0,003 2,46
Q62417 Sorbin and SH3 domain-containing protein 1 3 0,001 0,004 1,91
Q56975 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 5 0,004 0,012 1,86
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 6 0,001 0,004 1,81
Q9DBR4  Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family B member2 3 0,001 0,004 1,77
Q8BLR2 Copine-4 3 0,038 0,046 1,74
P30415 NK-tumor recognition protein 3 0,001 0,005 1,58
Q8VE47 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5 4 0,020 0,030 1,55
Q99PUS Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1 8 0,000 0,001 1,54
P31254 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 Y 4 0,002 0,007 1,53
P50580 Proliferation-associated protein 2G4 4 0,000 0,002 1,52
Q61425 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase mt 4 0,007 0,016 1,48
Q8BLQY Cell adhesion molecule 2 6 0,000 0,002 1,45
QI9CPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 5 0,007 0,015 1,43
Q7TPV4 Myb-binding protein 1A 3 0,006 0,014 1,42
Q61789 Laminin subunit alpha-3 6 0,001 0,004 1,41
QOVGY8  Protein TANCI1 5 0,038 0,046 1,41
055137 Acyl-coenzyme A thioesterase 1 3 0,002 0,006 1,38
Q6ZQ18 Protein EFR3 homolog B 4 0,011 0,020 1,37
Q91XL9 Oxysterol-binding protein-related protein 1 4 0,009 0,018 1,36
P33175 Kinesin heavy chain isoform 5A 5 0,018 0,028 1,36
BOV2N1 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S 3 0,019 0,029 1,35
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 9 0,001 0,004 1,35
Q9D023 Mitochondrial pyruvate carrier 2 4 0,004 0,011 1,34
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Tablo 16. LYC1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P36993 Protein phosphatase 1B 3 0,007 0,016 1,34

P45591 Cofilin-2 5 0,001 0,006 1,34

Q9JK48 Endophilin-B1 4 0,040 0,047 1,34

P63137 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 3 0,004 0,011 1,33

QI9EPNI1 Neurobeachin 7 0,001 0,006 1,31

QICXW3 Calcyclin-binding protein 4 0,006 0,015 1,31

QIWTS6 Teneurin-3 3 0,001 0,005 1,31

Q8VEDS Keratin_ type II cytoskeletal 79 8 0,000 0,002 -1,31
Q99KE1 NAD-dependent malic enzyme mt 3 0,005 0,014 -1,31
P70398 Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X 3 0,003 0,010 -1,31
QIWU78 Programmed cell death 6-interacting protein 5 0,000 0,002 -1,31
088737 Protein bassoon 35 0,000 0,002 -1,31
QI9DBG6 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 7 0,002 0,007 -1,32

glycosyltransferase subunit 2

P56391 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 3 0,007 0,015 -1,32
PODP28 Calmodulin-3 13 0,001 0,006 -1,33
QI9QXY6 EH domain-containing protein 3 5 0,010 0,019 -1,33
QI9CSH3 Exosome complex exonuclease RRP44 6 0,001 0,006 -1,34
054774 AP-3 complex subunit delta-1 11 0,003 0,009 -1,34
Q6PDLO Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 6 0,009 0,018 -1,34
Q99P72 Reticulon-4 120,001 0,006 -1,34
Q3UHX2 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein 7 0,008 0,017 -1,35
P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 3 0,001 0,005 -1,35
Q9Z2H5 Band 4,1-like protein 1 17 0,000 0,002 -1,35
QI9JM52 Misshapen-like kinase 1 5 0,020 0,030 -1,35
Q3UNH4 G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1 9 0,000 0,003 -1,35
QI9QUR7 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 5 0,002 0,008 -1,36
A2AAJ9 Obscurin 120,000 0,002 -1,36
070318 Band 4,1-like protein 2 15 0,000 0,002 -1,36
Q921F2 TAR DNA-binding protein 43 7 0,005 0,012 -1,36
P08226 Apolipoprotein E 18 0,009 0,018 -1,36
QIWVE0 Sorting nexin-1 4 0,001 0,006 -1,36
Q80YN3 Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 6 0,014 0,024 -1,37
Q8R1Q8 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 6 0,002 0,006 -1,37
Q60598 Src substrate cortactin 9 0,001 0,006 -1,38
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35 3 0,020 0,030 -1,39
Q80U28 MAP kinase-activating death domain protein 8 0,016 0,026 -1,39

130



Tablo 16. LYC1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q571C7 Transcription factor TFIIIB component B" homolog 6 0,001 0,005 -1,39
Q7TNP2 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory 3 0,013 0,023 -1,39

subunit A beta isoform

P60879 Synaptosomal-associated protein 25 16 0,000 0,002 -1,39
Q3TRMS Hexokinase-3 5 0,008 0,016 -1,40
G5E8KS5 Ankyrin-3 19 0,001 0,004 -1,40
Q06890 Clusterin 8 0,004 0,011 -1,40
QIDAWI9 Calponin-3 5 0,001 0,005 -1,41
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 4 0,000 0,002 -1,41
Q8R5MS8 Cell adhesion molecule 1 4 0,000 0,002 -1,41
Q9Z0P5 Twinfilin-2 5 0,017 0,027 -1,43
P97450 ATP synthase-coupling factor 6_mt 6 0,017 0,027 -1,43
P20152 Vimentin 21 0,001 0,005 -1,43
Q9QYR6 Microtubule-associated protein 1A 69 0,000 0,002 -1,44
P32921 Tryptophan--tRNA ligase cytoplasmic 7 0,000 0,003 -1,44
B2RX88 Centrosome and spindle pole associated protein 1 6 0,003 0,010 -1,44
Q5EBJ4 Ermin 9 0,001 0,004 -1,45
088935 Synapsin-1 28 0,000 0,002 -1,45
P48678 Prelamin-A/C 15 0,000 0,002 -1,45
QIWUXS Protein MRVII 3 0,001 0,006 -1,46
Q61548 Clathrin coat assembly protein AP180 15 0,000 0,003 -1,46
D3YVFO0 A-kinase anchor protein 5 9 0,000 0,002 -1,46
P03995 Glial fibrillary acidic protein 32 0,004 0,012 -1,47
P99027 60S acidic ribosomal protein P2 5 0,000 0,002 -1,47
054865 Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 7 0,000 0,001 -1,49
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 12 0,017 0,028 -1,50
QI9R0OY5 Adenylate kinase isoenzyme 1 7 0,000 0,002 -1,50
P27546 Microtubule-associated protein 4 6 0,000 0,002 -1,51
P62918 60S ribosomal protein L8 7 0,001 0,004 -1,51
P47802 Metaxin-1 5 0,005 0,013 -1,51
055029 Coatomer subunit beta' 3 0,035 0,043 -1,52
Q501J6 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 6 0,000 0,003 -1,52
Q9Z0pr4 Paralemmin- 1 8 0,000 0,002 -1,53
A2AQWO Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15 4 0,002 0,008 -1,53
POCG50 Polyubiquitin-C 4 0,001 0,006 -1,54
QI9EPUO Regulator of nonsense transcripts 1 3 0,000 0,003 -1,55
088456 Calpain small subunit 1 6 0,000 0,002 -1,57
Q61390 T-complex protein 1 subunit zeta-2 3 0,002 0,008 -1,58

131



Tablo 16. LYC1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P63216 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) 5 0,000 0,001 -1,58
subunit gamma-3
Q7TQD2 Tubulin polymerization-promoting protein 5 0,000 0,001 -1,59
Q60780 Growth arrest-specific protein 7 6 0,002 0,008 -1,59
Q9DC70 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur 6 0,000 0,002 -1,59
protein7_mt
Q5DU25 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 2 3 0,003 0,010 -1,63
P47708 Rabphilin-3A 12 0,001 0,004 -1,63
QIWV92 Band 4,1-like protein 3 16 0,000 0,000 -1,66
Q9D478 Outer dense fiber protein 2-like 3 0,002 0,007 -1,67
P13542 Myosin-8 3 0,000 0,001 -1,68
P23242 Gap junction alpha-1 protein 4 0,002 0,007 -1,68
088569 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 12 0,000 0,001 -1,69
Q8K1Z0 Ubiquinone biosynthesis protein COQ9_mt 4 0,001 0,005 -1,73
Qo9QWI6 SRC kinase signaling inhibitor 1 23 0,000 0,002 -1,73
Q8R4E6 Purine-rich element-binding protein gamma 4 0,002 0,008 -1,77
Q8CC35 Synaptopodin 8 0,000 0,002 -1,78
Q91XM9 Disks large homolog 2 14 0,000 0,000 -1,79
Q4U2R1 E3 ubiquitin-protein ligase HERC2 16 0,000 0,002 -1,80
Q4ACU6 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3 4 0,000 0,002 -1,85
Q91WMI1 Spermatid perinuclear RNA-binding protein 4 0,001 0,004 -1,86
Q8BYRS5 Calcium-dependent secretion activator 2 12 0,000 0,002 -1,91
P57080 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 4 0,000 0,003 -1,92
Q3UHJO AP2-associated protein kinase 1 17 0,000 0,001 -1,93
QO6R891 Neurabin-2 9 0,000 0,001 -1,93
Q8BNA6 Protocadherin Fat 3 3 0,000 0,002 -1,94
Q8BGD9Y Eukaryotic translation initiation factor 4B 4 0,010 0,019 -1,99
Q51012 Putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 10 4 0,001 0,005 -2,02
055042 Alpha-synuclein 7 0,000 0,002 -2,03
P10637 Microtubule-associated protein tau 23 0,000 0,000 -2,04
Q9QXV0 ProSAAS 3 0,000 0,003 -2,07
P54227 Stathmin 3 0,003 0,010 -2,08
Q917273 Beta-synuclein 5 0,000 0,000 -2,10
Q7TSJ2 Microtubule-associated protein 6 28 0,000 0,001 2,11
Q8CC88 von Willebrand factor A domain-containing protein 8 3 0,009 0,019 2,18
Q9WUK2 Eukaryotic translation initiation factor 4H 9 0,000 0,001 2,21
Q6PIK8 Caskin-1 4 0,000 0,003 -2,22
Q6P6LO Filamin A-interacting protein 1-like 3 0,000 0,002 -2,26
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Tablo 16. LYC1’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P20357 Microtubule-associated protein 2 48 0,000 0,001 -2,28

Q8BNW9 Kelch repeat and BTB domain-containing protein 11 0,000 0,000 -3,36

0,000 0,000 -4,59

QI9RONS Synaptotagmin-5 3 0,002 0,006 -2,28
Q923T7 Tripartite motif-containing protein 7 3 0,000 0,002 -2,28
Q922Q1 Mitochondrial amidoxime reducing component 2 4 0,014 0,024 -2,35
Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B 4 0,000 0,002 -2,67
Q61792 LIM and SH3 domain protein 1 9 0,000 0,003 -2,78
6
8

Q01065 Calcium/calmodulin-dependent3’ 5'cyclic nucleotide
phosphodiesterase 1B

Q5SSH7 Zinc finger ZZtype and EFhand domain-containing proteinl 8 0,000 0,001 -5,19

P04370 Myelin basic protein 14 0,000 0,001 -5,41

Q8BXKS Arf-GAP with GTPase ANK repeat and PH domain- 4 0,000 0,001 -5,76

containing 1

Tablo 17. LYC2’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

Q62000 Mimecan 4 0,001 0,040 3,55
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 6 0,001 0,040 1,85
Q62417 Sorbin and SH3 domain-containing protein 1 3 0,001 0,040 1,78
Q9DBR4  Amyloid-beta A4 precursor protein-binding family B 3 0,003 0,042 1,73

member 2

Q56975 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 5 0,001 0,040 1,71
Q8BLQY  Cell adhesion molecule 2 6 0,001 0,041 1,56
Q6ZQ18  Protein EFR3 homolog B 4 0,001 0,040 1,49
P30415 NK-tumor recognition protein 3 0,002 0,041 1,37
P10518 Delta-aminolevulinic acid dehydratase 8 0,004 0,048 1,33
P45591 Cofilin-2 5 0,001 0,041 1,31
055125 Protein NipSnap homolog 1 6 0,004 0,044 -1,32
PODP28 Calmodulin-3 13 0,002 0,041 -1,35
Q9QZ06 Toll-interacting protein 6 0,003 0,042 -1,35
Q8K386 Ras-related protein Rab-15 3 0,002 0,041 -1,36
QI9EPUO Regulator of nonsense transcripts 1 3 0,003 0,042 -1,36
P49025 Citron Rho-interacting kinase 4 0,002 0,041 -1,36
G5E8K5  Ankyrin-3 19 0,002 0,041 -1,42
QIJIS8 Solute carrier family 12 member 4 4 0,002 0,041 -1,42
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Tablo 17. LYC2’de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P62918 60S ribosomal protein L8 7 0,001 0,040 -1,42
P23242 Gap junction alpha-1 protein 4 0,003 0,043 -1,43
QO6R891 Neurabin-2 9 0,002 0,041 -1,48
Q61390 T-complex protein 1 subunit zeta-2 3 0,005 0,049 -1,59
Q9QXV0  ProSAAS 3 0,002 0,041 -1,59
QI91WMI1  Spermatid perinuclear RNA-binding protein 4 0,001 0,041 -1,74
Q8BNA6 Protocadherin Fat 3 3 0,003 0,042 -1,79

Tablo 18. ODG2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot  Protein ismi ops p q DO

no

Q8BRO7  Protein bicaudal D homolog 1 4 0,000 0,046 -1,61

Tablo 19. ODGl'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi

Uniprot  Protein ismi ops p q DO

no

Q91XV3  Brain acid soluble protein 1 4 0,001 0,010 2,94

P60202  Myelin proteolipid protein 3 0,001 0,007 2,81

P35762  CD8l antigen 3 0,000 0,001 2,46

P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 6 0,001 0,007 2,29
beta-2

Q9CPU4  Microsomal glutathione S-transferase 3 4 0,000 0,001 2,28

Q68FL4  Putative adenosylhomocysteinase 3 5 0,003 0,013 2,22

Q91X97  Neurocalcin-delta 5 0,003 0,013 1,96

P58771 Tropomyosin alpha-1 chain 3 0,002 0,012 1,91

Q9D8B4 NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 alpha subcomplex 3 0,000 0,004 1,91
subunit 11

Q8QZS1 HIBCH MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase mt 6 0,005 0,017 1,86

Q8C9S4  Coiled-coil domain-containing protein 186 3 0,001 0,008 1,86

P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 5 0,001 0,007 1,85
beta-1

P51863 V-type proton ATPase subunit d 1 5 0,004 0,016 1,83

Q9QUIO  Transforming protein RhoA 3 0,001 0,008 1,81

P56391 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 7 0,001 0,007 1,73

P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 5 0,001 0,007 1,70
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Tablo 19. ODG1'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)

P09528 Ferritin heavy chain 8 0,000 0,023 1,67
P63242 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 3 0,000 0,005 1,67
Q61699 Heat shock protein 105 kDa 6 0,007 0,020 1,63
Q9DOMS Dynein light chain 2_ cytoplasmic 3 0,001 0,007 1,62
Q63844 Mitogen-activated protein kinase 3 7 0,001 0,007 1,60
P63328 Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit 5 0,002 0,010 1,59
alpha isoform
P28652 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit 6 0,000 0,006 1,59
beta
QS8CISO Caspase recruitment domain-containing protein 11 8 0,003 0,013 1,58
P10126 Elongation factor 1-alpha 1 6 0,001 0,010 1,57
Q80TB8 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like 7 0,001 0,008 1,56
Q8CIN4 PAK2 MOUSE Serine/threonine-protein kinase PAK 2 4 0,000 0,002 1,54
088531 Palmitoyl-protein thioesterase 1 3 0,012 0,027 1,51
P12787 Cytochrome ¢ oxidase subunit SA_ mt 6 0,003 0,013 -1,52
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 5 0,003 0,013 -1,60
Q9JLJ2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 4 0,001 0,007 -1,62
Q91XM9 Disks large homolog 2 11 0,000 0,002 -1,63
P70297 Signal transducing adapter molecule 1 3 0,003 0,012 -1,73
P52503 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 mt 3 0,005 0,017  -1,74
Q60676 Serine/threonine-protein phosphatase 5 3 0,002 0,010 -1,74
P12660 Purkinje cell protein 2 4 0,002 0010 -191
Q8QZY1 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 3 0,016 0,033 -1,96
P67778 Prohibitin 9 0,000 0,005 -2,04
Q91VM9 Inorganic pyrophosphatase 2 mt 4 0,000 0,004 -2,30
P62270 40S ribosomal protein S18 4 0,001 0,007  -245
P32067 Lupus La protein homolog 4 0,000 0,001 -2,76
P32848 Parvalbumin alpha 6 0,000 0,006 -2,88
P63054 Calmodulin regulator protein PCP4 3 0,009 0,024 -3,15
Tablo 20. ODG2'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi
Uniprot Protein ismi ops p q DO
no
P31650 Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3 5 0,002 0,006 1,68
Q922U2  Keratin_ type II cytoskeletal 5 3 0,030 0,028 1,67
Q99KB8  Hydroxyacylglutathione hydrolase mt 3 0,013 0,016 1,68
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Tablo 20. ODG2'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q7TPR4 Alpha-actinin-1 3 0,040 0,035 1,57
A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 3 0,027 0,026 1,79
Q9QXV0 ProSAAS 4 0,007 0,012 1,80
P21550 Beta-enolase 3 0,026 0,026 2,86
P35979 60S ribosomal protein L12 3 0,000 0,003 1,55
P09528 Ferritin heavy chain 8 0,008 0,012 1,60
Q9CQH3 NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 beta subcomplex 3 0,002 0,006 1,56
subunit 5_mt
Q8QZS1 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase mt 6 0,000 0,003 1,94
P51863 V-type proton ATPase subunit d 1 5 0,004 0,009 1,78
P15105 Glutamine synthetase 15 0,002 0,006 1,53
Q91X97 Neurocalcin-delta 5 0,000 0,001 1,87
Q68FL4 Putative adenosylhomocysteinase 3 5 0,001 0,004 2,27
Q61885 Myelin-oligodendrocyte glycoprotein 10 0,000 0,002 1,65
Q91XV3 Brain acid soluble protein 1 4 0,000 0,000 4,44
Q80UW2 F-box only protein 2 3 0,000 0,001 2,02
Q80TB8 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like 7 0,000 0,001 1,77
Q8C954 Coiled-coil domain-containing protein 186 3 0,000 0,003 1,72
QIQUIO Transforming protein RhoA 3 0,003 0,008 1,84
P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 7 0,002 0,007 1,82
P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) 6 0,001 0,003 2,55
subunit beta-2
Q9DOMS Dynein light chain 2 cytoplasmic 3 0,001 0,005 1,54
P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) 5 0,001 0,004 1,85
subunit beta-1
P60202 Myelin proteolipid protein 3 0,000 0,001 3,04
P61922 4-aminobutyrate aminotransferase mt 19 0,000 0,003 1,59
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 5 0,000 0,001 1,57
P48962 ADP/ATP translocase 1 9 0,000 0,001 1,53
P63242 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 3 0,000 0,003 1,84
Q9D8B4 NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 alpha subcomplex 3 0,000 0,001 1,68
subunit 11
Q8CIN4 Serine/threonine-protein kinase PAK 2 4 0,002 0,007 1,54
P35762 CD81 antigen 3 0,000 0,000 2,91
QI9CPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 4 0,000 0,001 2,37
P70403 Protein CASP 3 0,040 0,035 -1,64
070133 ATP-dependent RNA helicase A 11 0,011 0,015  -1,55
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Tablo 20. ODG2'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)

P62806 Histone H4 8 0,000 0,003 -16l
Q91YQ5 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 3 0,003 0,008 -1,54
glycosyltransferase subunit 1
P39054 Dynamin-2 3 0,001 0,006  -1,53
P43276 Histone H1,5 6 0,006 0011 -1,53
P20152 Vimentin 21 0,003 0,007 -1,64
QICQNI1 Heat shock protein 75 kDa mt 6 0,004 0,009 -1,91
P52503 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 mt 3 0,002 0,006  -2,13
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 5 0,002 0,007 -1,60
P70297 Signal transducing adapter molecule 1 3 0,005 0,009 -1,63
P12660 Purkinje cell protein 2 4 0,001 0,004  -2,10
Q60676 Serine/threonine-protein phosphatase 5 3 0,002 0,006  -1,82
QIJLJ2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 4 0,000 0,002  -1,77
P62270 40S ribosomal protein S18 4 0,006 0,011 -2,32
P32848 Parvalbumin alpha 6 0,000 0003 -298
P67778 Prohibitin 9 0,000 0,002 -2,16
Q91VM9 Inorganic pyrophosphatase 2 mt 4 0,000 0,001 -2,27
Q91XM9 Disks large homolog 2 11 0,001 0,003 -1,79
P32067 Lupus La protein homolog 4 0,000 0,001 -2,98
Tablo 21. PAL1'de 5xFAD'a kiyasla hipokampiis bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi
Uniprot Protein ismi ops p q DO
no
P60202 Myelin proteolipid protein 8 0,004 0,048 2,56
P05132 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha 4 0,003 0,044 2,00
P52196 Thiosulfate sulfurtransferase 5 0,001 0,034 1,58
Q6ZWQO  Nesprin-2 11 0,005 0,049 1,56
008528 Hexokinase-2 6 0,004 0,048 1,54
QI91WQ3  Tyrosine--tRNA ligase cytoplasmic 4 0,002 0,040 1,52
Q97331 Keratin_ type II cytoskeletal 6B 7 0,002 0,040 1,50
P63005 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta 7 0,003 0,044 147
Q80725 Oral-facial-digital syndrome 1 protein homolog 4 0,005 0,049 1,45
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 8 0,000 0,027 1,41
P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 9 0,002 0,041 1,41
Q99KP6 Pre-mRNA-processing factor 19 3 0,004 0,048 1,40
Q9DCDO  6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating 3 0,004 0,048 1,36
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Tablo 21. PALIl'de 5xFAD'a kiyasla hipokampiis bdlgesinde anlamli ifade

degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q8BG32 268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 5 0,000 0,027 1,35

Q80TB8 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like 12 0,005 0,048 1,33

Q61625 Glutamate receptor ionotropic_ delta-2 15 0,000 0,027 -1,31
Q3U0V1 Far upstream element-binding protein 2 10 0,003 0,046 -1,31
Q8CHP8 Glycerol-3-phosphate phosphatase 5 0,005 0,049 -1,33
Q62442 Vesicle-associated membrane protein 1 4 0,002 0,040 -1,35
P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 3 0,001 0,036 -1,43
P43277 Histone H1,3 3 0,005 0,048 -1,44
P12660 Purkinje cell protein 2 4 0,004 0,048  -1,47
P52503 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 5 0,001 0,040 -1,52

6 mt

Q6PI9K9 Neurexin-3 3 0,005 0,049 -1,53
Q8C650 Septin-10 5 0,004 0,048  -1,62
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 4 0,004 0,048 2,11

Tablo 22. PAL1'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bdlgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

P60202 Myelin proteolipid protein 8 0,004 0,048 2,56
P52196 Thiosulfate sulfurtransferase 6 0,001 0,030 1,58
Q91WQ3  Tyrosine--tRNA ligase cytoplasmic 3 0,002 0,039 1,53
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 8 0,000 0,026 1,41
Q80TB8  Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like 11 0,000 0,024 1,39
P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 9 0,002 0,043 1,39
Q8BG32 268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 5 0,000 0,024 1,35
G5E829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 7 0,002 0,043 1,35
Q91VN4  MICOS complex subunit Mic25 0,003 0,048 -1,32
Q61625 Glutamate receptor ionotropic_ delta-2 14 0,000 0,024 -1,38
P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 3 0,001 0,036 -1,43
Q8C650  Septin-10 7 0,000 0,030 -145
P52503 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 mt 5 0,001 0,037 -1,52
P97450 ATP synthase-coupling factor 6_mt 3 0,003 0,047 -1,70
P12660 Purkinje cell protein 2 4 0,002 0,042  -1,87
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Tablo 23. PAL2'de 5xFAD'a kiyasla hipokampiis bdlgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi
Uniprot Protein ismi ops p q DO
no
Q9DC53 Copine-8 3 0,001 0,042 1,40
Q91773 Beta-synuclein 3 0,001 0,043 1,38
Q62433 Protein NDRGl 6 0,000 0,041 -1,34
P21460 Cystatin-C 3 0,000 0,041  -1,53
P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase 6 0,000 0,041 -1,79
P12023 Amyloid-beta A4 protein 14 0,001 0,042  -1,87
P20060 Beta-hexosaminidase subunit beta 5 0,000 0,041 -2,81
P08226 Apolipoprotein E 20 0,000 0,042  -2,88
Tablo 24. PAL2’de 5xFAD’a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi
Uniprot Protein ismi ops p q DO
no
Q8BGH2  Sorting and assembly machinery component 50 homolog 4 0,001 0,014 4,71
P60202 Myelin proteolipid protein 9 0,000 0,012 3,37
Q9CZC8  Secernin-1 6 0,000 0,012 2,15
P35762 CDS81 antigen 4 0,000 0,013 2,04
Q69737 Sterile alpha motif domain-containing protein 9-like 3 0,001 0,018 1,92
Q92111 Serotransferrin 5 0,001 0,015 1,87
P56391 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 6 0,001 0,016 1,87
P23506 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase 7 0,004 0,022 1,74
P09528 Ferritin heavy chain 9 0,008 0,035 1,70
Q61885 Myelin-oligodendrocyte glycoprotein 13 0,007 0,030 1,64
QI91WQ3  Tyrosine--tRNA ligase cytoplasmic 8 0,010 0,037 1,64
P35803 Neuronal membrane glycoprotein M6-b 8 0,002 0,019 1,64
P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 11 0,000 0,013 1,62
QI9ROP9 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 11 0,015 0,046 1,61
Q91X97 Neurocalcin-delta 6 0,002 0,018 1,61
Q61699 Heat shock protein 105 kDa 6 0,010 0,037 1,59
Q8BHN3 Neutral alpha-glucosidase AB 3 0,002 0,018 1,59
P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta2 7 0,004 0,025 1,56
Q8CHHY9  Septin-8 9 0,001 0,013 1,54
P48320 Glutamate decarboxylase 2 4 0,000 0,012 1,53
E9Q3E1 Aldehyde dehydrogenase family 3 member B2 3 0,001 0,018 1,52
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Tablo 24. PAL2’de 5xFAD’a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)
Q8KOU4 Heat shock 70 kDa protein 12A 12 0,003 0,021 1,51
Q6IRUS Clathrin light chain B 5 0,000 0,012 1,47
QIQUIO0 Transforming protein RhoA 6 0,010 0,038 145
Q05816 Fatty acid-binding protein 5 3 0,004 0,023 1,44
P63005 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta 10 0,000 0,013 1,44
P48962 ADP/ATP translocase 1 7 0,002 0,019 144
P16330 2' 3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase 25 0,015 0,046 1,44
P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit betal 5 0,003 0,019 1,43
Q99JY9 Actin-related protein 3 8 0,001 0,016 143
P15105 Glutamine synthetase 23 0,004 0,022 1,43
P62823 Ras-related protein Rab-3C 5 0,009 0,036 143
QI9DAS9  Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) subunit 3 0,012 0,042 142
gamma-12
Q9DCLY9  Multifunctional protein ADE2 4 0,010 0,038 1,42
Q8BGT8  Phytanoyl-CoA hydroxylase-interacting protein-like 5 0,000 0,013 1,42
Q6ZWR6  Nesprin-1 120,001 0,015 141
QI9WTX5  S-phase kinase-associated protein 1 6 0,013 0,043 141
Q9D7X3 Dual specificity protein phosphatase 3 4 0,004 0,022 1,40
Q8R3P0 Aspartoacylase 3 0,006 0,027 1,38
QI9D8E6 60S ribosomal protein L4 9 0,011 0,039 1,38
Q3UM45  Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 7 0,001 0,015 1,38
P17183 Gamma-enolase 19 0,004 0,023 1,37
Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 37 0,000 0,013 1,37
Q8CDN6  Thioredoxin-like protein 1 5 0,002 0,018 1,37
Q810U4 Neuronal cell adhesion molecule 12 0,002 0,018 1,37
P09103 Protein disulfide-isomerase 15 0,005 0,025 1,36
P52480 Pyruvate kinase PKM 34 0,001 0,015 1,36
P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha 5 0,002 0,018 1,36
isoform
A2AKX3  Probable helicase senataxin 5 0,011 0,040 1,35
P19536 Cytochrome c oxidase subunit 5B 3 0,011 0,039 1,35
P35979 60S ribosomal protein L12 6 0,004 0,025 1,33
P61982 14-3-3 protein gamma 9 0,007 0,033 1,33
QI9CQI6 Coactosin-like protein 6 0,004 0,023 1,33
P18572 Basigin 6 0,009 0,036 1,33
P28652 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit beta 8 0,006 0,030 1,32
P35700 Peroxiredoxin-1 9 0,001 0,013 1,32
P48318 Glutamate decarboxylase 1 5 0,002 0,018 1,30
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Tablo 24. PAL2’de 5xFAD’a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q9DBP5 UMP-CMP kinase 3 0,010 0,039 1,30

P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a 6 0,003 0,022 1,30

Q7TMK9 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q 6 0,013 0,044 -1,31
Q9QXS1 Plectin 29 0,001 0,013 -1,33
P12960 Contactin-1 24 0,002 0,019 -1,34
054991 Contactin-associated protein 1 15 0,006 0,030 -1,34
Q64105 Sepiapterin reductase 11 0,001 0,016 -1,34
QI9DOE1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 14 0,007 0,032 -1,36
055125 Protein NipSnap homolog 1 5 0,005 0,027 -1,36
P56371 Ras-related protein Rab-4A 3 0,016 0,047 -1,37
P20152 Vimentin 24 0,009 0,036 -1,37
Q921F2 TAR DNA-binding protein 43 8 0,002 0,019 -1,37
Q99MNI9 Propionyl-CoA carboxylase beta chain 3 0,002 0,018 -1,38
Q9EQ20 Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating] 6 0,007 0,030 -1,38
QI9CQES RNA transcription_ translation and transport factor protein 4 0,001 0,018 -1,39
Q91VN4 MICOS complex subunit Mic25 5 0,000 0,005 -1,39
Q8BWT1 3-ketoacyl-CoA thiolase 12 0,004 0,025 -1,40
P26041 Moesin 7 0,013 0,044 -1,40
Q922F4 Tubulin beta-6 chain 3 0,002 0,019 -1,40
Q9CQ69 Cytochrome b-c1 complex subunit 8 4 0,001 0,013 -1,46
QICQNI1 Heat shock protein 75 kDa 5 0,004 0,022 -1,48
P12787 Cytochrome c oxidase subunit SA 5 0,002 0,018 -1,49
A3KGB4 TBC1 domain family member 8B 3 0,004 0,023 -1,49
Q3TC72 Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing protein 3 0,005 0,025 -1,49

2A
Q99JF8 PC4 and SFRS1-interacting protein 11 0,003 0,019 -1,50
Q3U0V1 Far upstream element-binding protein 2 9 0,013 0,043 -1,50
Q60676 Serine/threonine-protein phosphatase 5 6 0,001 0,016 -1,52
QICVB6 Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 9 0,000 0,009 -1,52
Q8BGQ7 Alanine--tRNA ligase cytoplasmic 7 0,007 0,033 -1,54
Q9Z1P6 NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 alpha subcomplex 4 0,014 0,045 -1,54
subunit 7

P31001 Desmin 6 0,003 0,019 -1,58
P62196 268 proteasome regulatory subunit 8 3 0,003 0,019 -1,59
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4 0,009 0,036 -1,59
008810 116 kDa US small nuclear ribonucleoprotein component 5 0,001 0,013 -1,67
Q3UGR5 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing 3 0,000 0,005 -1,72

protein2
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Tablo 24. PAL2’de 5xFAD’a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi (devam)
QIIMG7 Hepatoma-derived growth factor-related protein 3 3 0,002 0,018 -1,81
Q9ER00 Syntaxin-12 3 0,005 0,025 -1,82
QIIJLVS Cullin-3 3 0,000 0,006 -1,96
Q5SUF2 Luc7-like protein 3 4 0,008 0,035 -1,98
P43276 Histone H1,5 3 0,009 0,037 -2,02
Q11011 Puromycin-sensitive aminopeptidase 20 0,001 0,013 -2,06
P84104 Serine/arginine-rich splicing factor 3 6 0,014 0,045 -2,09
P62331 ADP-ribosylation factor 6 5 0,000 0,012 -2,10
P70372 ELAV-like protein 1 4 0,000 0,008 -2,16
P84075 Neuron-specific calcium-binding protein hippocalcin 3 0,004 0,023 -2,27
P52503 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 4 0,001 0,015 -2,42
P67778 Prohibitin 6 0,002 0,018 -2,74
Q99MR8  Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha 4 0,000 0,008 -2,81
COHKE6  Histone H2A type 1-I 4 0,002 0,018 -3,14
P53657 Pyruvate kinase PKLR 3 0,002 0,018 -3,94
P32848 Parvalbumin alpha 5 0,009 0,036 -3,98
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 5 0,000 0,012 -4,29
Q61768 Kinesin-1 heavy chain 5 0,000 0,001 -4,79

Tablo 25. SCO1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

Q6NZK5  Protein hinderin 3 0,000 0,003 2,59
Q8VHN7  G-protein coupled receptor 98 3 0,001 0,004 248
Q9DCV7  Keratin_ type II cytoskeletal 7 5 0,001 0,004 2,14
QI9ESW4  Acylglycerol kinase mt 5 0,000 0,002 2,11
Q8ROWO  Epiplakin 3 0,000 0,002 2,00
Q91Y97 Fructose-bisphosphate aldolase B 3 0,001 0,004 1,98
QI9CZT8 Ras-related protein Rab-3B 5 0,002 0,006 1,96
Q9CZD3 Glycine--tRNA ligase 3 0,007 0,010 1,90
Q3UMRS  Calcium uniporter protein_mt 3 0,003 0,006 1,89
Q9DCD0O  6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating 3 0,000 0,003 1,88
Q61831 Mitogen-activated protein kinase 10 3 0,017 0,017 1,87
Q8BLK9 Ribosomal protein S6 kinase delta-1 3 0,010 0,012 1,85
QI9CPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 3 0,000 0,001 1,79
Q99199 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase 4 0,007 0,010 1,76
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Tablo 25. SCO1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P35979 60S ribosomal protein L12 4 0,000 0,003 1,76
Q8BH44 Coronin-2B 7 0,001 0,004 1,74
P11679 Keratin_ type II cytoskeletal 8 3 0,000 0,003 1,65
Q9JJF3 Ribosomal oxygenase 1 3 0,027 0,023 1,64
P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 3 0,000 0,002 1,62
P47806 Zinc finger protein GLI1 3 0,005 0,009 1,61
P28867 Protein kinase C delta type 3 0,001 0,004 1,61
QIR1V7 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing 3 0,009 0,012 1,59
protein 23
P63040 Complexin-1 3 0,001 0,004 1,58
QI9DCR2 AP-3 complex subunit sigma-1 3 0,010 0,012 1,56
P56391 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 6 0,000 0,002 1,54
P61750 ADP-ribosylation factor 4 3 0,002 0,006 1,53
P28474 Alcohol dehydrogenase class-3 6 0,002 0,005 1,53
Q8R574 Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated 3 0,008 0,011 1,52
protein 2
Q6X893 Choline transporter-like protein 1 4 0,001 0,004 1,51
P00493 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 6 0,001 0,004 1,51
P60202 Myelin proteolipid protein 8 0,010 0,012 1,50
P50153 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) 3 0,016 0,016 1,49
subunit gamma-4
P63089 Pleiotrophin 3 0,039 0,029 1,49
035316 Sodium- and chloride-dependent taurine transporter 3 0,002 0,005 1,48
P20917 Myelin-associated glycoprotein 14 0,001 0,005 1,48
P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 6 0,009 0,012 1,48
Q6P8J7 Creatine kinase S-type mt 3 0,000 0,003 1,47
QI9R0Q7 Prostaglandin E synthase 3 5 0,000 0,002 1,46
QIWTL7 Acyl-protein thioesterase 2 3 0,023 0,021 1,45
Q8VD37 SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 5 0,002 0,005 1,44
Q923T9 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 11 10 0,001 0,005 1,42
subunit gamma
P62320 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 5 0,024 0,021 1,41
QIDAWI9 Calponin-3 4 0,031 0,025 1,40
088990 Alpha-actinin-3 5 0,002 0,006 1,40
P09528 Ferritin heavy chain 9 0,003 0,007 1,39
P25444 40S ribosomal protein S2 10 0,022 0,020 1,39
P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit 11 0,000 0,002 1,39

alpha isoform
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Tablo 25. SCO1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q3TXX4 Vesicular glutamate transporter 1 4 0,008 0,011 1,38
088544 COP9 signalosome complex subunit 4 5 0,029 0,024 1,37
QO9J146 Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase 1 4 0,013 0,015 1,36
P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 7 0,001 0,004 1,36
Q9D023 Mitochondrial pyruvate carrier 2 3 0,025 0,022 1,36
P47962 60S ribosomal protein L5 9 0,000 0,003 1,35
008547 Vesicle-trafficking protein SEC22b 4 0015 0016 1,35
035737 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 3 0,033 0,026 1,34
P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 10 0,012 0,013 1,34
QY9ERK4 Exportin-2 4 0,039 0029 1,34
Q80UW2 F-box only protein 2 4 0,011 0,013 1,34
Q8BIJ6 Isoleucine--tRNA ligase mt 4 0,037 0,028 1,34
Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 6 0,028 0,023 1,33
QI9R1V6 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing 7 0,015 0,016 1,33
protein 22
054984 ATPase Asnal 4 0,001 0,004 1,32
P35762 CDS81 antigen 3 0,001 0,005 1,32
P55264 Adenosine kinase 4 0,003 0,007 1,32
P63137 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 4 0,002 0,006 1,32
Q80SW1 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like protein 1 8 0,036 0,027 1,31
P68040 Receptor of activated protein C kinase 1 14 0,000 0,003 1,31
P62889 60S ribosomal protein L30 3 0,023 0,021 1,31
P26231 Catenin alpha-1 6 0,004 0,008 -1,30
Q99JB2 Stomatin-like protein 2_mt 5 0,007 0,010 -1,30
P41105 60S ribosomal protein L28 4 0,001 0,005 -1,30
QIWU78 Programmed cell death 6-interacting protein 4 0,007 0,010 -1,30
QI9R0OY5 Adenylate kinase isoenzyme 1 9 0,000 0,003 -1,31
P62627 Dynein light chain roadblock-type 1 3 0,009 0,012 -1,31
Q9D898 Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein 3 0,014 0,015 -1,31
P47964 60S ribosomal protein L36 3 0010 0,012 -1,31
Q64433 10 kDa heat shock protein_mt 8 0,003 0,006 -1,31
Q61595 Kinectin 3 0,001 0,004  -1,32
QIJLJ2 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 4 0,015 0,016  -1,33
D3YXGO0 Hemicentin-1 4 0,021 0,019 -1,33
Q60605 Myosin light polypeptide 6 6 0,001 0,004  -1,33
QI9CQES UPF0568 protein C140rf166 homolog 6 0,000 0,003 -1,34
Q9Z0pr4 Paralemmin- 1 10 0,000 0,003 -1,34
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Tablo 25. SCO1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

035295 Transcriptional activator protein Pur-beta 9 0,013 0,014  -1,34
QIWVA4 Transgelin-2 3 0,003 0,006 -1,34
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 17 0,005 0,008 -1,34
Q7TQD2 Tubulin polymerization-promoting protein 0,001 0,004 -1,35

9
QIWV27 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-4 8 0,002 0,006 -1,35
P27600 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12 4 0,005 0,009  -1,36

3

3

4

P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 0,005 0,009  -1,36
070133 ATP-dependent RNA helicase A 0,019 0,018 -1,36
P62774 Myotrophin 0,005 0,009 -1,36
Q6IRUS Clathrin light chain B 12 0,000 0,002 -1,37
Q64332 Synapsin-2 18 0,003 0,007 -1,37
P60879 Synaptosomal-associated protein 25 17 0,003 0,006  -1,37
Q63810 Calcineurin subunit B type 1 9 0,015 0,016  -1,38
E9Q3L2 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 6 0,002 0,005 -1,39
Q06890 Clusterin 9 0,041 0,030 -1,39
QIWTP7 GTP:AMP phosphotransferase AK3 mt 6 0,002 0,006 -1,40
A7XUY5 Selection and upkeep of intraepithelial T-cells protein 5 3 0,010 0,012  -1,40
Q02248 Catenin beta-1 12 0,002 0,005 -1,40
P04370 Myelin basic protein 13 0,001 0,004 -1,40
Q6PIK8 Caskin-1 3 0,005 0,008 -1,41
QS8CISO Caspase recruitment domain-containing protein 11 4 0,000 0,004 -1,41
P34884 Macrophage migration inhibitory factor 5 0,012 0,014 -1,41
Q80YN3 Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 9 0,007 0,010 -1,41
P60843 Eukaryotic initiation factor 4A-I 6 0,004 0,007 -1,41
Q9Z0H4 CUGBP Elav-like family member 2 5 0,001 0,005  -141
Q6ZQ12 Ninein-like protein 4 0,003 0,006 -1,42
P06837 Neuromodulin 6 0,014 0,015 -1,43
Q91VN4 MICOS complex subunit Mic25 6 0,001 0,004  -143
P01942 Hemoglobin subunit alpha 7 0,002 0,006 -1,44
Q917273 Beta-synuclein 3 0,002 0,006 -1,44
Q9QXV0 ProSAAS 7 0,002 0,006 -145
Q99K48 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 7 0,001 0,004 -1,46
P61089 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 5 0,001 0,004  -1,46
QICQNI1 Heat shock protein 75 kDa_mt 8 0,001 0,004 -1,46
P48725 Pericentrin 4 0,000 0,004 -1,48
PODP28 Calmodulin-3 8 0,000 0,003 -148
Q3U0V1 Far upstream element-binding protein 2 6 0,003 0,006 -1,50
POCG50 Polyubiquitin-C 4 0,004 0,007 -1,52
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Tablo 25. SCO1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P54227 Stathmin 5 0,003 0,006 -1,52
054983 Ketimine reductase mu-crystallin 5 0,000 0,004 -1,53
P42230 Signal transducer and activator of transcription SA 3 0,013 0,015 -1,57
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 6 0,000 0,002 -1,57
Q9WV80  Sorting nexin-1 3 0,017 0,017 -1,59
055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 4 0,000 0,002 -1,59
P97450 ATP synthase-coupling factor 6 mt 7 0,001 0,005 -1,63
P16460 Argininosuccinate synthase 4 0,001 0,004 -1,63
088741 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 3 0,048 0,033 -1,63
P05480 Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 3 0,007 0,010  -1,64
055042 Alpha-synuclein 6 0,003 0,006 -1,65
A6H8H2 DENN domain-containing protein 4C 3 0,000 0,002 -1,67
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 7 0,000 0,004 -1,67
Q8CON1 Kinesin-like protein KIF2B 3 0,000 0,003 -1,73
P21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 9 0,001 0,005 -1,76
P27601 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 11 0,003 0,007 -1,79
Q9QWI6  SRC kinase signaling inhibitor 1 21 0,000 0,003 -1,79
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 4 0,002 0,006 -1,80
Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B 4 0,000 0,002 -1,82
Q9QZMO0  Ubiquilin-2 3 0,002 0,006 -1,85
Q9D8B3 Charged multivesicular body protein 4b 3 0,003 0,007 -1,94
Q811D0 Disks large homolog 1 7 0,001 0,004 -2,01
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 8 0,001 0,004  -2,02
Q9DCLY9  Multifunctional protein ADE2 4 0,021 0,019  -2,26
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 3 0,033 0,026  -2,66
Q00612 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X 5 0,007 0,010 -3,86

Tablo 26. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

QO6NZKS5 Protein hinderin 3 0,000 0,005 285
QI9ESW4 Acylglycerol kinase_mt 5 0,005 0,011 2,52
Q8VHN7 G-protein coupled receptor 98 3 0,000 0,004 2,31
QI9DCR2 AP-3 complex subunit sigma-1 3 0,000 0,004 2,06
Q9DCV7 Keratin_ type II cytoskeletal 7 5 0,001 0,006 2,04
Q91Y97 Fructose-bisphosphate aldolase B 3 0,005 0,010 2,01
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Tablo 26. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q8ROWO Epiplakin 3 0,000 0,005 1,94
P60202 Myelin proteolipid protein 8 0,005 0,010 1,84
QI9CPU4 Microsomal glutathione S-transferase 3 3 0,000 0,000 1,79
Q9DCDO 6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating 3 0,002 0,007 1,73
P35979 60S ribosomal protein L12 4 0,001 0,006 1,73
Q3UMRS Calcium uniporter protein_mt 3 0,007 0,012 1,73
Q99199 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase 4 0,009 0,014 1,71
P47806 Zinc finger protein GLI1 3 0,008 0,013 1,71
Q8BLK9 Ribosomal protein S6 kinase delta-1 3 0,009 0,014 1,70
P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 3 0,000 0,006 1,70
Q61831 Mitogen-activated protein kinase 10 3 0,042 0,032 1,68
QICZT8 Ras-related protein Rab-3B S5 0,041 0,032 1,66
Q9JJF3 Ribosomal oxygenase 1 3 0,031 0,028 1,62
P00493 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 6 0,001 0,006 1,60
P61750 ADP-ribosylation factor 4 3 0,001 0,006 1,60
P56391 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 6 0,003 0,009 1,58
P63040 Complexin-1 3 0,009 0,014 1,58
Q6P8J7 Creatine kinase S-type mt 3 0,001 0,006 1,56
Q8BH44 Coronin-2B 7 0,011 0,015 1,54
P11679 Keratin_ type II cytoskeletal 8 3 0,012 0,016 1,51
035316 Sodium- and chloride-dependent taurine transporter 3 0,022 0,023 1,50
P28474 Alcohol dehydrogenase class-3 6 0,005 0,011 1,48
P28867 Protein kinase C delta type 3 0,027 0,025 1,47
Q9CZD3 Glycine--tRNA ligase 3 0,025 0,025 1,47
Q3TXX4 Vesicular glutamate transporter 1 4 0,033 0,028 1,46
QIR1V6 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 0,005 0,010 1,46
22
P35762 CD81 antigen 3 0,000 0,004 1,46
Q6X893 Choline transporter-like protein 1 4 0,003 0,008 1,45
Q8R574 Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2 3 0,011 0,016 1,44
P16054 Protein kinase C epsilon type 3 0,017 0,020 1,44
QI9R0Q7 Prostaglandin E synthase 3 5 0,001 0,006 1,43
P50153 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 3 0,015 0,019 1,43
gamma-4
P20917 Myelin-associated glycoprotein 14 0,003 0,008 1,42
Q8VD37 SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 5 0,000 0,004 1,41
Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 6 0,025 0,024 1,41
P55264 Adenosine kinase 4 0,008 0,013 1,41
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Tablo 26. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q9D023 Mitochondrial pyruvate carrier 2 3 0,022 0,023 1,41
Q923T9 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit 10 0,000 0,004 1,40
gamma
P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit 11 0,003 0,008 1,40
alpha isoform
Q61387 Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein_mt 4 0,033 0,029 1,38
008547 Vesicle-trafficking protein SEC22b 4 0,010 0,015 1,38
088990 Alpha-actinin-3 5 0,004 0,009 1,36
Q9CXW4  60S ribosomal protein L11 5 0,003 0,008 1,36
Q9J146 Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase 1 4 0,023 0,023 1,35
QI9R1P4 Proteasome subunit alpha type-1 9 0,013 0,017 1,34
P47911 60S ribosomal protein L6 5 0,044 0,034 1,34
P63137 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 4 0,007 0,012 1,33
P63216 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 8 0,007 0,012 1,33
gamma-3
Q922J6 Tetraspanin-2 3 0,017 0,020 1,33
Q8CHPS8 Glycerol-3-phosphate phosphatase 3 0,008 0,014 1,31
P09528 Ferritin heavy chain 9 0,004 0,010 1,31
P62320 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 5 0,043 0,033 1,30
P53810 Phosphatidylinositol transfer protein alpha isoform 6 0,002 0,008 1,30
QI9D0OK2 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1 _mt 20 0,004 0,010 -1,30
P97450 ATP synthase-coupling factor 6 mt 7 0,012 0,017 -1,31
Q60605 Myosin light polypeptide 6 6 0,002 0,008 -1,31
QIWTP7 GTP:AMP phosphotransferase AK3 mt 6 0,010 0,015 -1,31
P15508 Spectrin beta chain_ erythrocytic 4 0,003 0,008 -1,31
P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 3 0,005 0,010 -1,31
P62812 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-1 4 0,023 0,023 -1,31
055042 Alpha-synuclein 6 0,023 0,023  -1,32
Q5FWK3 Rho GTPase-activating protein 1 13 0,001 0,006 -1,32
P60879 Synaptosomal-associated protein 25 17 0,000 0,004 -1,33
E9Q3L2 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 6 0,002 0,008 -1,33
Q9ER00 Syntaxin-12 6 0,013 0,017 -1,34
Q9Z0pr4 Paralemmin- 1 10 0,001 0,006 -1,34
Q6Q477 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 17 0,002 0,007 -1,35
P97797 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 10 0,030 0,027 -1,35
QIWV27 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-4 8 0,001 0,006 -1,35
P61089 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 5 0,002 0,007 -1,38
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Tablo 26. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

009111 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 3 0,002 0,008 -1,38
subunit 11_mt
Q02248 Catenin beta-1 120,002 0,007 -1,38
P01942 Hemoglobin subunit alpha 7 0,000 0,002 -1,38
P35278 Ras-related protein Rab-5C 6 0,009 0,014 -1,38
PODP28 Calmodulin-3 8 0,007 0,013  -1,38
P54227 Stathmin 5 0,033 0,028 -1,39
P41105 60S ribosomal protein L28 4 0,006 0,012 -1,40
Q91VN4 MICOS complex subunit Mic25 6 0,001 0,006 -1,41
035295 Transcriptional activator protein Pur-beta 9 0,006 0,011 -1,42
P49615 Cyclin-dependent-like kinase 5 5 0,001 0,006 -1,43
QS8CISO Caspase recruitment domain-containing protein 11 4 0,002 0,007 -1,43
P60843 Eukaryotic initiation factor 4A-I 6 0,007 0,013 -1,43
Q9D898 Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein 3 0,002 0,007 -1,43
Q6ZQ12 Ninein-like protein 4 0,002 0,008 -1,44
Q9Z0H4 CUGBP Elav-like family member 2 5 0,001 0,006 -1,44
P10630 Eukaryotic initiation factor 4A-I1 6 0,005 0,011 -1,44
Q63810 Calcineurin subunit B type 1 9 0,019 0,022 -1,45
Q6PIK8 Caskin-1 3 0,005 0,011 -1,45
P15116 Cadherin-2 4 0,002 0,007 -1,45
054983 Ketimine reductase mu-crystallin 5 0,000 0,006 -1,45
P22892 AP-1 complex subunit gamma-1 3 0,020 0,022 -1,46
Q91WQ3 Tyrosine--tRNA ligase cytoplasmic 3 0,009 0,014 -1,46
QICQNI1 Heat shock protein 75 kDa_mt 8 0,001 0,006 -1,48
P48725 Pericentrin 4 0,010 0,015 -1,48
QI9CQES UPF0568 protein C140rf166 homolog 6 0,001 0,006 -1,50
P16460 Argininosuccinate synthase 4 0,001 0,006 -1,50
P06837 Neuromodulin 6 0,009 0,014 -1,52
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 6 0,001 0,006 -1,53
Q99K48 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 7 0,004 0,009 -1,55
Q9QXV0 ProSAAS 7 0,002 0,007  -1,56
P63037 Dnal homolog subfamily A member 1 4 0,001 0,006 -1,56
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 7 0,008 0,013 -1,57
Q3U0V1 Far upstream element-binding protein 2 6 0,002 0,007 -1,57
A6H8H2 DENN domain-containing protein 4C 3 0,001 0,006 -1,58
Q8CON1 Kinesin-like protein KIF2B 3 0,005 0,010 -1,59
P05480 Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 3 0,006 0,011 -1,60
055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 4 0,000 0,004 -1,61
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Tablo 26. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P42230 Signal transducer and activator of transcription SA 3 0,012 0,017 -1,61
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 8 0,002 0,007 -1,62
QIWVE0 Sorting nexin-1 3 0,005 0,011  -1,65
P21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 9 0,000 0,006 -1,68
QIQWI6 SRC kinase signaling inhibitor 1 21 0,000 0,004 -1,69
Q9QZMO  Ubiquilin-2 3 0,002 0,007 -1,75
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 4 0,001 0,006 -1,77
Q06890 Clusterin 9 0,010 0,015 -1,84
Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B 4 0,001 0,006 -1,84
P70175 Disks large homolog 3 4 0,005 0,010 -1,88
P27601 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 11 0,001 0,006 -1,89
A2AQPO Myosin-7B 4 0,006 0,010 -1,90
Q9D8B3 Charged multivesicular body protein 4b 3 0,005 0,011 -1,92
Q811D0 Disks large homolog 1 7 0,000 0,006 -2,01
088741 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 3 0,000 0,004 2,12
Q9DCL9 Multifunctional protein ADE2 4 0,000 0,005 -3,09
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 2 0,002 0,007  -4,24
Q00612 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X 5 0,003 0,009 -4,51
Tablo 27. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi
Uniprot Protein ismi Ops P q DO
no
P60710 Actin_ cytoplasmic 1 3 0,001 0,041 2,65
P35762 CD81 antigen 3 0,003 0,041 223
P60202 Myelin proteolipid protein 5 0,002 0,041 2,14
P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 6 0,000 0,026 1,86
beta2
P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 4 0,000 0,009 1,77
P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 3 0,004 0,050 1,71
beta-1
Q8KO0U4  Heat shock 70 kDa protein 12A 7 0,002 0,041 1,55
G5E829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 9 0,003 0,041 1,51
Q99PJ0 Neurotrimin 4 0,003 0,043 1,49
Q60605 Myosin light polypeptide 6 5 0,002 0,041 1,48
Q8RO81 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 11 0,004 0,046 1,48
Q99KS51  Plastin-3 3 0,002 0,041 1,46
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Tablo 27. SCO2'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bolgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi(devam)

Q61885 Myelin-oligodendrocyte glycoprotein 9 0,004 0,048 1,45

QI9R0OY5  Adenylate kinase isoenzyme 1 5 0,002 0,041 1,38

Q9D7X3  Dual specificity protein phosphatase 3 3 0,004 0,048 1,38

P62482 Voltage-gated potassium channel subunit beta-2 3 0,001 0,041 1,38

Q9D6J5 NADH dehydrogenase[ubiquinone] 1 beta subcomplex 7 0,001 0,041 1,33

subunit § mt

P20152 Vimentin 28 0,002 0,041 -1,33
Q9Z2D6  Methyl-CpG-binding protein 2 11 0,002 0,041 -1,33
Q8VI1J6 Splicing factor _proline- and glutamine-rich 9 0,003 0,044 -1,34
QI9D1G1  Ras-related protein Rab-1B 4 0,000 0,004 -1,35
QI9R1P4 Proteasome subunit alpha type-1 5 0,003 0,041 -1,36
P43274 Histone H1,4 4 0,000 0,009 -1,42
P35278 Ras-related protein Rab-5C 5 0,002 0,041 -1,55
Q3THE2  Myosin regulatory light chain 12B 5 0,002 0,041 -1,60
Q9CX86  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AOQ 8 0,003 0,041 -1,74
POCG50  Polyubiquitin-C 3 0,002 0,041 -1,74
Q9CZWS5  Mitochondrial import receptor subunit TOM70 6 0,004 0,048 -1,82
P12660 Purkinje cell protein 2 3 0,002 0,041 -1,84
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 3 0,001 0,041 2,17
035737 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 4 0,000 0,026 -2,29

Tablo 28. PTX1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

Q6NZKS  Protein hinderin

QI9CZT8  Ras-related protein Rab-3B
QI9DCR2  AP-3 complex subunit sigma-1

0,000 0,002 2,58
0,002 0,005 247
0,000 0,002 2,21
0,001 0,004 2,07
0,006 0,009 2,00
0,002 0,005 2,00
0,000 0,002 1,97
0,000 0,000 1,93
0,026 0,020 1,92
0,001 0,004 1,81
0,018 0,016 1,80
0,020 0,017 1,77

Q8VHN7  G-protein coupled receptor 98

Q3UMRS  Calcium uniporter protein_mt
QI9ESW4  Acylglycerol kinase mt
Q8ROWO  Epiplakin

Q9DCV7  Keratin_type II cytoskeletal 7

Q61831 Mitogen-activated protein kinase 10

Q9CPU4  Microsomal glutathione S-transferase 3
Q9CZD3  Glycine--tRNA ligase

W] Wl W] W ]| W]l ] W] Wl W wn| W

QOIJIF3 Ribosomal oxygenase 1
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Tablo 28. PTX1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q8BH44  Coronin-2B 7 0,000 0,003 1,74
P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 6 0,005 0,008 1,70
P50153 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 3 0,007 0,010 1,69
gamma-4
Q8BLK9 Ribosomal protein S6 kinase delta-1 3 0,010 0,011 1,69
Q9DCDO0O  6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating 3 0,001 0,004 1,68
Q9J146 Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase 1 4 0,006 0,009 1,67
P35979 60S ribosomal protein L12 4 0,000 0,002 1,64
Q91Y97 Fructose-bisphosphate aldolase B 3 0,002 0,005 1,63
QI9R0Q7 Prostaglandin E synthase 3 5 0,000 0,000 1,61
P47806 Zinc finger protein GLI1 3 0,006 0,008 1,60
P00493 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 6 0,001 0,005 1,58
P11679 Keratin_ type II cytoskeletal 8 3 0,001 0,004 1,57
Q99199 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase 4 0,012 0,013 1,56
Q8CAY6  Acetyl-CoA acetyltransferase cytosolic 6 0,018 0,016 1,56
P25444 40S ribosomal protein S2 10 0,002 0,005 1,55
QI9R1V7  Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 3 0,010 0,011 1,55
23
P61750 ADP-ribosylation factor 4 3 0,007 0,010 1,52
P62320 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 5 0,020 0,017 1,52
P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 3 0,005 0,008 1,51
P63089 Pleiotrophin 3 0,006 0,009 1,51
P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 6 0,002 0,005 1,50
QI9WTL7  Acyl-protein thioesterase 2 3 0,019 0,016 1,49
P28474 Alcohol dehydrogenase class-3 6 0,002 0,005 1,48
035316 Sodium- and chloride-dependent taurine transporter 3 0,004 0,008 1,47
088544 COP9 signalosome complex subunit 4 5 0,015 0,014 1,47
P20917 Myelin-associated glycoprotein 14 0,001 0,005 1,47
Q8R574 Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein2 3 0,006 0,009 1,47
Q9DAWY9  Calponin-3 4 0,015 0,014 1,44
P09528 Ferritin heavy chain 9 0,001 0,004 1,44
P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit .~ 11 0,000 0,002 1,42
isoform
Q8BIJ6 Isoleucine--tRNA ligase mt 4 0,002 0,005 1,41
P28867 Protein kinase C delta type 3 0,012 0,012 1,41
P63040 Complexin-1 3 0,013 0,013 1,41
054984 ATPase Asnal 4 0,001 0,004 1,40
P16054 Protein kinase C epsilon type 3 0,019 0,017 1,39
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Tablo 28. PTX1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q8VD37  SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 5 0,005 0,008 1,39
P60202 Myelin proteolipid protein 8 0,022 0,018 1,39
Q6X893 Choline transporter-like protein 1 4 0,004 0,007 1,39
Q8BGZ1 Hippocalcin-like protein 4 6 0,001 0,004 1,39
QI9ERK4  Exportin-2 4 0,021 0,018 1,37
Q6P8J7 Creatine kinase S-type mt 3 0,001 0,005 1,36
P59279 Ras-related protein Rab-2B 3 0,005 0,008 1,36
035633 Vesicular inhibitory amino acid transporter 3 0,036 0,025 1,34
QI9CQI3 Glia maturation factor beta 6 0,002 0,005 1,34
P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 5 0,003 0,007 1,34
beta2
088990 Alpha-actinin-3 5 0,007 0,009 1,34
Q7TPV4  Myb-binding protein 1A 3 0,021 0,018 1,32
P55264 Adenosine kinase 4 0,006 0,009 1,32
Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 6 0,041 0,027 1,32
QI9R1V6  Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein =~ 7 0,019 0,017 1,31
22
008547 Vesicle-trafficking protein SEC22b 4 0,009 0,011 1,31
Q80UW2  F-box only protein 2 4 0,004 0,007 1,30
P48774 Glutathione S-transferase Mu 5 7 0,004 0,007 1,30
E9Q3L2 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 6 0,001 0,005 -1,30
P35505 Fumarylacetoacetase 4 0,008 0,010 -1,30
COHKE4  Histone H2A type 1-E 5 0,008 0,010 -1,30
P41105 60S ribosomal protein L28 4 0,004 0,007 -1,31
Q6ZQ12 Ninein-like protein 4 0,014 0,014 -1,31
P84228 Histone H3,2 5 0,002 0,005 -1,31
054983 Ketimine reductase mu-crystallin 5 0,005 0,008 -1,31
P10853 Histone H2B type 1-F/J/L 3 0,000 0,002 -1,32
P13020 Gelsolin 4 0,001 0,005 -1,32
P62627 Dynein light chain roadblock-type 1 3 0,027 0,021 -1,33
P60879 Synaptosomal-associated protein 25 17 0,003 0,006 -1,33
Q9WTP7  GTP:AMP phosphotransferase AK3 mt 6 0,009 0,011 -1,33
Q9D898 Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein 3 0,000 0,003 -1,33
Q7TQD2  Tubulin polymerization-promoting protein 9 0,001 0,004 -1,33
Q11011 Puromycin-sensitive aminopeptidase 21 0,002 0,005 -1,34
Q9D2D7  Zinc finger protein 687 3 0,001 0,005 -1,34
QI9CQE8  UPF0568 protein C140rf166 homolog 6 0,008 0,010 -1,34
Q91VMS5  RNA binding motif protein_ X-linked-like-1 7 0,043 0,028 -1,34
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Tablo 28. PTX1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P21107 Tropomyosin alpha-3 chain 3 0,003 0,007 -1,35
P61089 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N 5 0,002 0,005 -1,36
Q6IRUS Clathrin light chain B 12 0,000 0,002 -1,37
P68033 Actin_alpha cardiac muscle 1 6 0,004 0,007 -1,37
P10630 Eukaryotic initiation factor 4A-11 6 0,008 0,010 -1,37
P01942 Hemoglobin subunit alpha 7 0,002 0,005 -1,38
P49615 Cyclin-dependent-like kinase 5 5 0,000 0,003 -1,38
Q9Z0P4 Paralemmin-1 10 0,001 0,004 -1,39
P60843 Eukaryotic initiation factor 4A-I 6 0,005 0,008 -1,39
Q02248 Catenin beta-1 12 0,002 0,006 -1,40
P54227 Stathmin 5 0,006 0,009 -1,40
Q3U0V1  Far upstream element-binding protein 2 6 0,003 0,006 -1,41
055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 4 0,000 0,002 -1,41
Q9QXVO0  ProSAAS 7 0,002 0,005 -1,41
P63037 Dnal homolog subfamily A member 1 4 0,005 0,008 -1,41
035295 Transcriptional activator protein Pur-beta 9 0,001 0,005 -1,41
Q917273 Beta-synuclein 3 0,003 0,006 -1,43
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 4 0,003 0,007 -1,43
Q9Z0H4  CUGBP Elav-like family member 2 5 0,001 0,004 -1,43
QS8CISO Caspase recruitment domain-containing protein 11 4 0,000 0,003 -1,43
Q06890 Clusterin 9 0,010 0,011 -1,44
055042 Alpha-synuclein 6 0,005 0,008 -1,44
Q80YN3  Breast carcinoma-amplified sequence 1 homolog 9 0,003 0,006 -1,44
P42230 Signal transducer and activator of transcription SA 3 0,028 0,021 -1,45
P16460 Argininosuccinate synthase 4 0,001 0,005 -1,45
QI9CQN1  Heat shock protein 75 kDa_mt 8 0,000 0,002 -1,45
Q99K 48 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 7 0,002 0,006 -1,47
PODP28 Calmodulin-3 8 0,002 0,005 -1,48
Q6PIK8 Caskin-1 3 0,003 0,006 -1,49
P48725 Pericentrin 4 0,005 0,008 -1,51
Q61387 Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein_mt 4 0,005 0,008 -1,53
P05480 Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 3 0,003 0,006 -1,53
P15116 Cadherin-2 4 0,001 0,005 -1,55
A6H8H2 DENN domain-containing protein 4C 3 0,001 0,005 -1,56
Q8CON1  Kinesin-like protein KIF2B 3 0,000 0,003 -1,57
P04370 Myelin basic protein 13 0,000 0,002 -1,65
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 7 0,000 0,003 -1,67
POCG50 Polyubiquitin-C 4 0,037 0,025 -1,69
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Tablo 28. PTX1'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

Q9WV80  Sorting nexin-1 3 0,004 0,007 -1,72
QIQWI6 SRC kinase signaling inhibitor 1 21 0,001 0,004 -1,73
P97450 ATP synthase-coupling factor 6_mt 7 0,000 0,003 -1,74
Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B 4 0,001 0,004 -1,77
P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 8 0,000 0,003 -1,77
P21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 9 0,000 0,003 -1,77
A2AQPO  Myosin-7B 4 0,004 0,007 -1,79
P27601 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 11 0,001 0,004 -1,81
088741 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 3 0,002 0,005 -1,81
Q9QZMO  Ubiquilin-2 3 0,000 0,002 -1,83
Q9D8B3  Charged multivesicular body protein 4b 3 0,005 0,008 -1,93
Q811D0 Disks large homolog 1 7 0,000 0,003 -2,01
Q9DCLY9  Multifunctional protein ADE2 4 0,000 0,004 -3,16
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 3 0,003 0,006 -3,44
Q00612 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X 5 0,001 0,005 -4,25

Tablo 29. PTX2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

QO6NZKS5  Protein hinderin 3 0,000 0,006 2,97
Q8VHN7  G-protein coupled receptor 98 3 0,000 0,006 2,14
P50153 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 3 0,001 0,010 2,09

gamma-4

QI9DCR2  AP-3 complex subunit sigma-1 3 0,009 0,023 2,05
Q8ROWO  Epiplakin 3 0,002 0,012 1,91
P62881 Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-5 3 0,000 0,006 1,91
QI9ESW4  Acylglycerol kinase_mt 5 0,003 0,013 1,87
Q91Y97  Fructose-bisphosphate aldolase B 3 0,001 0,010 1,86
QI9DCV7 Keratin_type II cytoskeletal 7 5 0,001 0,010 1,83
P60202 Myelin proteolipid protein 8 0,002 0,013 1,79
Q9CPU4  Microsomal glutathione S-transferase 3 3 0,000 0,007 1,79
Q8BLK9  Ribosomal protein S6 kinase delta-1 3 0,008 0,021 1,77
Q9CZT8  Ras-related protein Rab-3B 5 0,013 0,028 1,76
Q61831 Mitogen-activated protein kinase 10 3 0,032 0,047 1,72
QI9DCDO0O  6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating 3 0,003 0,014 1,67
Q3TXX4  Vesicular glutamate transporter 1 4 0,010 0,024 1,65

155



Tablo 29. PTX2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P47806 Zinc finger protein GLI1 3 0,003 0,013 1,64
QI9R0Q7  Prostaglandin E synthase 3 5 0,000 0,007 1,64
Q9J146 Diphosphoinositol polyphosphate phosphohydrolase 1 4 0,001 0,010 1,63
Q99KX1  Myeloid leukemia factor 2 3 0,031 0,046 1,61
035633 Vesicular inhibitory amino acid transporter 3 0,003 0,013 1,59
P61750 ADP-ribosylation factor 4 3 0,004 0,017 1,59
P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 6 0,001 0,010 1,56
Q6P8J7 Creatine kinase S-type mt 3 0,000 0,007 1,54
P09528 Ferritin heavy chain 9 0,001 0,008 1,53
P35979 60S ribosomal protein L12 4 0,014 0,030 1,53
P63213 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 12 0,009 0,022 1,52
gamma-2
Q8BH44  Coronin-2B 7 0,002 0,012 1,48
P11679 Keratin_ type 1I cytoskeletal 8 3 0,001 0,010 1,47
P35762 CD81 antigen 3 0,000 0,006 1,46
P20917 Myelin-associated glycoprotein 14 0,001 0,010 1,45
Q791V5 Mitochondrial carrier homolog 2 6 0,009 0,023 1,45
Q6X893 Choline transporter-like protein 1 4 0,003 0,014 1,45
P28474 Alcohol dehydrogenase class-3 6 0,009 0,023 1,43
P16054 Protein kinase C epsilon type 3 0,021 0,036 1,43
Q62167 ATP-dependent RNA helicase DDX3X 3 0,014 0,030 1,43
P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a 8 0,002 0,012 1,41
Q8BIJ6 Isoleucine--tRNA ligase mt 4 0,001 0,010 1,41
P47809 Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4 7 0,012 0,026 1,40
P48962 ADP/ATP translocase 1 11 0,007 0,021 1,40
Q8VD37  SH3-containing GRB2-like protein 3-interacting protein 1 5 0,000 0,007 1,39
Q8R1Q8  Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 9 0,001 0,009 1,39
Q8VCHO  3-ketoacyl-CoA thiolase B_ peroxisomal 6 0,002 0,011 1,39
QI9R0Q6  Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A 9 0,002 0,012 1,39
Q923T9  Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit 10 0,010 0,024 1,38
gamma
QI9CR61  NADH dehydrogenase[ubiquinone]1 beta subcomplex subunit7 7 0,017 0,032 1,37
P63330 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha 11 0,000 0,007 1,37
isoform
088990 Alpha-actinin-3 5 0,022 0,037 1,36
QI9R1V6  Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 7 0,010 0,025 1,35
22
P63242 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 5 0,006 0,019 1,34
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Tablo 29. PTX2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi(devam)

Q9CQJ8  NADH dehydrogenase[ubiquinone]1l beta subcomplex 7 0,001 0,010 1,33
subunit9
P62838 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2 3 0,001 0,010 1,33
Q5SSL4 Active breakpoint cluster region-related protein 5 0,000 0,007 1,33
P62761 Visinin-like protein 1 10 0,002 0,012 1,32
Q8CHP8  Glycerol-3-phosphate phosphatase 3 0,004 0,017 1,32
Q8VEDS5  Keratin_type II cytoskeletal 79 5 0,011 0,026 1,32
Q8R5J9 PRA1 family protein 3 3 0,034 0,049 1,31
Q62419 Endophilin-A2 8 0,007 0,021 1,31
P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 10 0,000 0,007 1,30
P28740 Kinesin-like protein KIF2A 5 0,029 0,045 1,30
P63216 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit 8 0,004 0,016 1,30
gamma-3
Q6ZQ12  Ninein-like protein 4 0,006 0,020 -1,31
P51880 Fatty acid-binding protein_ brain 3 0,018 0,033 -1,31
P55088 Aquaporin-4 3 0,002 0,012 -1,31
Q810U4  Neuronal cell adhesion molecule 21 0,002 0,011 -1,31
Q9D2D7  Zinc finger protein 687 3 0,006 0,019 -1,31
Q02248 Catenin beta-1 12 0,001 0,010 -1,32
P28656 Nucleosome assembly protein 1-like 1 3 0,003 0,014 -1,32
P27600 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12 4 0,010 0,024 -1,33
P16460 Argininosuccinate synthase 4 0,032 0,047 -1,33
P01942 Hemoglobin subunit alpha 7 0,026 0,042 -1,33
Q8BH95  Enoyl-CoA hydratase_mt 8 0,015 0,031 -1,34
Q9WU78  Programmed cell death 6-interacting protein 4 0,027 0,043 -1,34
Q8CJ19 [F-actin]-methionine sulfoxide oxidase MICAL3 3 0,019 0,034 -1,34
P29758 Ornithine aminotransferase _mt 4 0,033 0,048 -1,34
P31786 Acyl-CoA-binding protein 4 0,013 0,028 -1,34
Q78ZA7  Nucleosome assembly protein 1-like 4 4 0,034 0,049 -1,34
P49615 Cyclin-dependent-like kinase 5 5 0,001 0,010 -1,35
QS8BLF1 Neutral cholesterol ester hydrolase 1 5 0,002 0,011 -1,35
Q8BK64  Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1 8 0,002 0,012 -1,35
P68033 Actin_ alpha cardiac muscle 1 6 0,020 0,036 -1,36
P63318 Protein kinase C gamma type 17 0,001 0,010 -1,36
Q99K48 Non-POU domain-containing octamer-binding protein 7 0,003 0,014 -1,39
QI9ERO0  Syntaxin-12 6 0,007 0,021 -1,39
P13020 Gelsolin 4 0,002 0,012  -1,39
P70175 Disks large homolog 3 4 0,021 0,037 -1,40
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Tablo 29. PTX2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P26040 Ezrin 8 0,001 0,010 -1,40
054983 Ketimine reductase mu-crystallin 5 0,006 0,019 -1,40
PODP28 Calmodulin-3 8 0,007 0,021 -1,40
D3YVF0O  A-kinase anchor protein 5 10 0,000 0,006 -1,40
055042 Alpha-synuclein 6 0,022 0,037 -1,41
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 7 0,031 0,047 -1,41
Q99020 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 5 0,026 0,042 -1,41
Q9QWI6  SRC kinase signaling inhibitor 1 21 0,006 0,020 -1,42
Q91VN4  MICOS complex subunit Mic25 6 0,004 0,015 -1,44
QS8CISO Caspase recruitment domain-containing protein 11 4 0,001 0,009 -1,46
Q63810 Calcineurin subunit B type 1 9 0,014 0,030 -1,47
A6H8H2  DENN domain-containing protein 4C 3 0,002 0,012 -1,47
Q9QXV0 ProSAAS 7 0,002 0,012 -1,52
Q7TMB8  Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 7 0,001 0,010 -1,52
P41105 60S ribosomal protein L28 4 0,016 0,032 -1,53
P21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 9 0,002 0,011 -1,54
QI9R257 Fructose-bisphosphate aldolase B 4 0,010 0,024 -1,55
Q9QZMO  Ubiquilin-2 3 0,014 0,030 -1,55
Q8CON1  Kinesin-like protein KIF2B 3 0,015 0,031 -1,56
P63037 Dnal homolog subfamily A member 1 4 0,003 0,014 -1,59
055022 Membrane-associated progesterone receptor component 1 4 0,000 0,006 -1,59
P35505 Fumarylacetoacetase 4 0,017 0,032 -1,60
P54227 Stathmin 5 0,018 0,034 -1,66
Q8COE2 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B 4 0,001 0,010 -1,68
Q811D0 Disks large homolog 1 7 0,007 0,021 -1,69
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like 4 0,001 0,008 -1,73
P97450 ATP synthase-coupling factor 6 mt 7 0,005 0,017 -1,75
P20152 Vimentin 18 0,000 0,006  -1,77
Q9D8B3  Charged multivesicular body protein 4b 3 0,008 0,021 -1,77
P35278 Ras-related protein Rab-5C 6 0,000 0,006 -1,78
P52760 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase 8 0,000 0,002 -1,81
A2AQP0  Myosin-7B 4 0,003 0,013 -1,81
P27601 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 11 0,001 0,010 -1,87
088741 Ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 3 0,000 0,007 -1,88
P42230 Signal transducer and activator of transcription SA 3 0,002 0,012 -1,89
P12023 Amyloid-beta A4 protein 14 0,000 0,007 -2,04
POCG50 Polyubiquitin-C 4 0,004 0,016  -2,10
P03995 Glial fibrillary acidic protein 34 0,000 0,006 -2,18
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Tablo 29. PTX2'de 5xFAD'a kiyasla korteks bolgesinde anlamli ifade degisiklikleri
goriilen proteinlerin listesi (devam)

P08228 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 8 0,000 0,006  -2,20
QI9DCLY9  Multifunctional protein ADE2 4 0,009 0,023 -2,49
Q06890 Clusterin 9 0,001 0,009 -2,64
P08226 Apolipoprotein E 20 0,000 0,007  -2,66
008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 3 0,001 0,010 -3,29
Q00612 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X 5 0,016 0,032  -3,35

Tablo 30. PTX1'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bdlgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi

Uniprot Protein ismi ops p q DO
no

P60202 Myelin proteolipid protein 5 0,000 0,015 2,37
P60710 Actin_cytoplasmic 1 3 0,001 0,034 2,31
P35762 CD81 antigen 3 0,002 0,037 1,95
P62880 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit 6 0,001 0,034 1,67

beta-2

P56391 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 4 0,003 0,048 1,53
G5E829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 9 0,000 0,016 1,49
P15105 Glutamine synthetase 13 0,002 0,043 1,49
Q60930 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 9 0,001 0,034 1,46
Q99PJO Neurotrimin 4 0,000 0,015 1,41
Q8KO0U4  Heat shock 70 kDa protein 12A 7 0,001 0,034 1,41
Q8RO81 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 11 0,001 0,036 1,39
P14869 60S acidic ribosomal protein PO 3 0,002 0,037 1,39
QI91WC3  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6 5 0,003 0,044 1,37
Q9QUIO  Transforming protein RhoA 4 0,000 0,015 1,37
P20152 Vimentin 28 0,002 0,043 -1,53

Q9QZMO0  Ubiquilin-2
Q3THE2  Myosin regulatory light chain 12B

4 0,002 0,040 -1,67

5 0,001 0,034 -1,71
035737 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 4 0,001 0,034 -2,18

3

6

3

008756 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 0,002 0,040 -2,43
0,000 0,015 -2,79

0,000 0,014 -4,56

QI9WVS55  Vesicle-associated membrane protein-associated protein A

P70372 ELAV-like protein 1

159



Tablo 31. PTX2'de 5xFAD'a kiyasla serebellum bdlgesinde anlamli ifade
degisiklikleri goriilen proteinlerin listesi

Uniprot  Protein ismi ops p q DO
no
P60202 Myelin proteolipid protein 5 0,000 0,042 2,27
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EK 2

Etik kurul izni
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9 (OZGECMIS
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