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OZET

Huntington Hastalig1 Beyin Proteom Degisimlerinin YAC128 Transgenik Fare
Modelinde MALDI-MS Goriintiileme Teknigi ile Arastirilmasi

llerleyici nérodejeneratif hastaliklardan biri olan Huntington Hastalig1 (HH), otozomal
dominant kalitim gosteren oliimciil genetik bir hastaliktir. 4. kromozom {izerinde yer
alan ve degisken uzunluktaki poliglutamin tekrarlariyla huntingtin proteinini kodlayan
huntingtin geninin N-terminalindeki CAG triniikleotit tekrarlarinin anormal sekilde
genislemesiyle ortaya cikar. Iyi karakterize edilmis ve siklikla kullanilan HH
transgenik fare modellerinden biri olan YAC128, tam uzunlukta bir insan mutant
huntingtin genini eksprese eder. Proteomik, yapilarini, fizyolojik islevlerini,
dinamiklerini veya diger rollerini belirlemek i¢in proteinleri biiyiik dlgekte sistematik
olarak inceleyen giiglii bir alandir. Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon
kiitle spektrometresi goriintileme (MALDI-MSI), bir doku kesitinden proteinleri
homojenize etmeden doku iizerindeki mekansal konumlariyla birlikte dogrudan
belirlemeyi saglayan en son teknolojilerden birisidir. Bu ¢alismada HH’de gozlenen
norodejenerasyon siireci ve patolojisini proteomik agidan incelemek amaciyla, iki
temel ve birbirini tamamlayan MALDI-MSI ve LC-MS/MS teknnolojileri kullanilarak
motor disfonksiyonlari agik alan davranis testiyle tespit edilen 3, 6 ve 12 aylik farelerin
beyin dokulari analiz edildi. Her iki teknikten elde edilen veriler bir araya getirilerek
degerlendirildi ve hastaligin ilgili zaman dilimlerinde meydana gelen protein
ekspresyon degisimleri belirlenerek her grup o6zelinde, farkli yogunluklara sahip
oldugu tespit edilen proteinlerin dogrulamasi yapildi. Ayrica ekspresyonel farklilik
gosterdigi tespit edilen proteinlerin yolak analizleri gergeklestirildi ve hastalik
nedeniyle 3, 6 ve 12 aylik donemlerde gruplar arasinda degisiklik gosteren en belirgin

biyolojik siirecler ve molekiiler yolaklar sunularak sonuglar anlamlastirildi.

Anahtar Soézciikler: Huntington hastaligi, ndrodejenerasyon. proteomiks,
MALDI-MSI, LC-MS/MS.



ABSTRACT

Detection of Huntington’s disease Brain Proteome Alterations in YAC128

Transgenic Mouse Model via MALDI-MS Imaging

Huntington's disease (HD), one of the progressive neurodegenerative diseases, is a
fatal genetic disease with autosomal dominant inheritance. It is caused by abnormal
expansion of CAG trinucleotide repeats at the N-terminus of the huntingtin gene,
which is located on chromosome 4 and encodes the huntingtin protein with variable
length polyglutamine repeats. YAC128, one of the well-characterized and frequently
used, expresses a full-length human mutant huntingtin gene. Proteomics is a powerful
field that systematically studies proteins at a large scale to determine their structure,
physiological function, dynamics or other roles. Matrix assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry imaging (MALDI-MSI) is one of the latest
technologies that allows to directly identify proteins from a tissue section without
homogenization, along with their spatial information on the tissue. In this study, motor
dysfunctions detected with open field behavioral test. The brain tissues of 3-, 6- and
12-month-old YAC128 and their control mice motor were analyzed using two basic
and complementary technologies, MALDI-MSI and LC-MS/MS, to evaluate the
neurodegeneration process and the pathology observed in HD with a proteomics
perspective. The data obtained from both techniques were combined and evaluated,
and the protein expression changes occurring in the relevant time periods of the disease
were determined, and the proteins found to have different intensities for each group
were confirmed. In addition, pathway analyzes of the proteins that were found to show
expression differences were performed and the results were interpreted by presenting
the most prominent biological processes and molecular pathways that showed
difference between the groups at 3, 6 and 12 months due to the disease.

Keywords: Huntington’s disease, neurodegeneration, proteomics, MALDI-MSI,
LC-MS/MS.



1 GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklar, ndrodejenerasyon olarak bilinen siiregte néronlarin
ilerleyici yap1 veya islev kayb1 sonucu olusur. Bu tiir néronal hasar, hiicrelerin normal
fonksiyon goOsterememesine ve nihayetinde hiicre Oliimiine sebep olur.
Norodejenerasyon, beyinde noronal sistemin pek¢ok farkli seviyesinde meydana
gelebilir. Noronlarin ilerleyici dejenerasyonunu tersine ¢evirmenin bilinen bir yolu
olmadigi i¢in, bu hastaliklarin tedavi edilemez oldugu diisiiniilmektedir. Mevcut tedavi
yaklagimlart norodejeneratif hastaliklarin  semptomlarini azaltmaya ve seyrini
yavaglatmaya yoneliktir. Norodejeneratif hastaliklarin farkli bakis agilartyla arastirilip
molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasina yonelik calismalar, gelistirilecek terapdtik

yaklagimlar i¢in yeni firsatlar sunar (1).

Ilerleyici ndrodejeneratif hastaliklardan biri olan Huntington Hastaligi (HH),
otozomal dominant kalitim gosteren oliimciil genetik bir hastaliktir. Karakteristik
ozellikleri arasinda hareket bozukluklari, psikiyatrik ve davranigsal degisiklikler yer
alir. 4. kromozom tiizerinde yer alan ve degisken uzunluktaki poliglutamin tekrarlariyla
huntingtin proteinini kodlayan huntingtin (htt) geninin N-terminalindeki CAG
trintikleotit tekrarlarinin anormal sekilde genislemesiyle ortaya ¢ikar (2). HH nin en
belirgin noropatolojik bulgusu striyatumdaki selektif néron kaybidir (3). Bazal
gangliyanin striyatal kismi disinda, Kortikal tabakalar, globus pallidus, hipokampiis,
amigdala, talamus, substantia nigra, subtalamik niikleus, serebellum ve parietal
lobdaki angular gyrus bolgesi de hastaligin evrelerine bagl olarak ¢esitli derecelerde
etkilenen diger beyin bdlgeleridir (4). Beyinde bulunan noronal intraniiklear
inkliizyonlar (NII) HH’nin noéropatolojik belirteci olarak kabul edilir. Huntington
inkliizyonlar1 transgenik HH modelinin ve 6lim sonrast (post-mortem) HH
beyinlerinin striatum ve korteksinde gosterilmistir (5,6). Hastaligin semptomlart,
eksitotoksisite, transkripsiyonel degisiklikler, agregasyon ve proteinin normal
islevinin kaybi ile iliskilendirilmis olsa da, hastalik i¢in tam olarak uygulanabilir bir
tedavi heniiz kesfedilmemistir ve yeni terapotik yaklasimlar gelistirilebilmesi igin altta
yatan molekiiler ve patojenik mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmaya yonelik daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir (7).



Fare modelleri, kiigiik boyut, genetik manipiilasyonlara agik olma, kisa jenerasyon
stiresine ve insan genomuyla olduk¢a benzer bir genoma sahip olmalarindan dolay1
deneysel arastirmalarda siklikla kullamilirlar. lyi karakterize edilmis ve deneysel
calismalarda siklikla kullanilan HH transgenik fare modellerinden biri olan YAC128,
128 kalint1 uzunlugunda bir poliglutamin zinciri igeren tam uzunlukta bir insan mutant
htt’sini ifade eder (8). Bu model, striatal ndron kaybi ile iliskili olan yasa bagli beyin
atrofisi ve motor anormallikler sergiler. Insan HH'de gériilen motor disfonksiyon ve
noropatoloji, YAC128 transgenik farelerde taklit edilmektedir (9) . Bu agidan, HH ile
ilgili yapilacak deneysel c¢aligmalarda YAC128 transgenik fare modelinin
kullanilmasi, hastaligin dogasint ve ilerlemesini anlamak icin ideal bir aragtir.
YAC128 transgenik fareleri ilk 3 ayda asir1 hareketlilik, 6. aydan itibaren motor
islevselliklerde bozulma ve 9. ayda nérodejenerasyon siirecine baslayip, 12. ayda
hareketlerde yavaslama sergilemesinin yaninda, patolojik olarak beyin agirliginda

azalma ve striatal ve kortikal hacimlerinde kiigiilme gosterir (10,11).

Acik alan davranis testi (open field), kaygi benzeri davranislart ve spontan
lokomotor aktiviteyi degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir davranis testidir
ve HH fare modellerinin motor disfonksiyonunu tespit etmek i¢in siklikla tercih edilir
(11,12). HH transgenik fareleri agik alanda korkuya kapilma egiliminde olduklari i¢in
merkez alandan ziyade diizenegin kenarlarinda vakit gegirirler. Kaygi benzeri
davraniglarin degerlendirilmesi i¢in merkez ve kenarlarda gegirilen siireler dikkate
alinirken, lokomotor aktivitenin dlgiilmesinde test siiresi boyunca farenin hareketliligi
degerlendirilir (13).

Proteomiks, proteinlerin yapilarini, fizyolojik islevlerini, dinamiklerini veya
hiicre igindeki rollerini sistematik olarak incelemek igin kullanilan giiglii bir alandir.
Herhangi bir biyolojik siirecte hangi proteinlerin yer aldigi, belirli bir proteinin
digerleri ile nasil etkilesime girdigi ve hiicre i¢cinde nerede ve nasil lokalize oldugu
gibi 6nemli biyolojik bilgiler proteomik arastirmalar ile saglanabilir. Proteinlerin
dokudaki mekansal dagilimlarinin analizi, onlarin patolojik siireclerdeki islevini
anlamamiza yardimeci olabilir ve HH gibi kompleks hastaliklarin ilerlemesi sirasinda
proteinlerin molekiiler degisiklikler iizerindeki etkilerini aydinlatabilir (14). Matriks

destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle spektrometresi goriintiileme (MALDI-



MSI), ornek homojenizasyonu olmaksizin proteinleri doku iizerindeki mekansal
konumlariyla birlikte dogrudan belirlemeyi saglayan en son teknolojilerden biridir.
Doku homojenizasyonu ile mekansal bilginin kaybolmasi sorunu, dokunun kimyasal
ve mekansal biitiinliigiinii korudugu ic¢in bu proteomik teknik ile asilmistir (15).
MALDI-MSI yoluyla dogrudan protein analizinin en biiylik dezavantaji, elde edilen
sinyallerin tanimlanamamasi ve bu nedenle yalnizca m/z degerleri olarak rapor
edilebilmesidir. Bu dezavantajin iistesinden gelmek i¢in proteinler, diisiik molekiiler
agirliklar1 nedeniyle tespit edilmesi ve tanimlanmasi daha kolay olan peptitlerini elde
etmek i¢in enzimatik olarak sindirilir ve ardindan MS tabanli tekniklerle analiz edilir
ve tanimlanir. LC-MS/MS tabanli tanimlama, MALDI-MSI analizinden elde edilen
peptitleri belirlemek i¢in en sik kullanilan yaklagimlardan birisidir (16). Bu
yaklasimda, bir doku kesiti MALDI-MSI tarafindan incelenirken, aynt zamanda
ardigik kesitten saglanan 6rnek lizati, protein tanimlamasi igin LC-MS/MS ile analiz
edilir. Farkli profiller (kanserli, travmatize vb.) i¢eren tek bir dokunun MALDI-MSI
analizinden elde edilen verilerinin islenmesi, SCIiLS Lab gibi sinirl sayida programla
miimkiindiir. Ote yandan, biyolojik 6rnek setlerinde veri isleme ve drnekler arasinda
dogru bir karsilastirma yapabilmek igin birka¢ yazilim paketinin yardimiyla bir dizi

veri yeniden diizeltilmesi (data recorrection) onemli ve gereklidir.

Literatiirde, hastalik hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢cin HH transgenik fare
modelleri, hiicre dizileri ve klinik veya 6liim sonrast 6rneklerin kullanildig: birgok
proteomik temelli aragtirma vardir. Diger yandan, ¢esitli nérodejeneratif bozukluklari
arastirmak i¢in MALDI-MSI teknigini kullanan ¢alismalar da mevcuttur. Bu teknigi
kullanan giincel ¢alismalar, proteinler, peptidler, lipidler, fosfolipidler ve glikanlar gibi
biyolojik molekiillerin tanimlanmasi ve bunlarin hastalik patolojisi ile iligkilerinin
belirlenmesi veya norodejeneratif dokularda hastalifa 06zgili biyobelirteclerin
arastirilmasimi icermektedir. Yapilan ayrintili literatiir arastirmasina gore, bugiine
kadar farkli zaman noktalarindaki YACI128 farelerinden alinan beyin dokusu
orneklerinde bolgesel proteom degisikliklerini MALDI-MSI teknigini kullanarak

arastiran herhangi bir calismaya rastlanmamustir.



Bu calismanin amaci, MALDI-MSI teknolojisini kullanarak, 3, 6 ve 12 aylik
YACI128 transgenik farelerden ve bunlarin transgenik olmayan kontrollerinden alinan
beyin dokusu orneklerinde mekansal proteomik degisiklikleri gostermektir. Bu
amagla, acik alan davramis testi kullanilarak lokomotor aktivite ve anksiyete
degisiklikleri belirlenen 3, 6 ve 12 aylik farelerin beyin dokulart MALDI-MSI teknigi
ile analiz edildi. Veriler, SCILS Lab ve mMass yazilimlarinin bir kombinasyonu
kullanilarak islendi. Her grup 6zelinde, farkli yogunluklara sahip oldugu MALDI-MSI
analizleri ile tespit edilen bazi proteinlerin dogrulamas: yapildi. Ayrica, hastaligin
daha iyi anlasilmasina katkida bulunmak i¢in MALDI-MSI analizleri sonucu
ekspresyonel farklilik gosterdigi tespit edilen proteinlerin  yolak analizleri
gerceklestirildi ve HH nedeniyle 3, 6 ve 12 aylik donemlerde gruplar arasinda

degisiklik gosteren en belirgin biyolojik siirecler ve molekiiler yolaklar sunuldu.



2 GENEL BILGILER

2.1 Huntington Hastahgi

Huntington Hastaligs (HH), 4. kromozomdaki htt geninde CAG triniikleotit
tekrarlariin genislemesi sonucu ¢ok islevli htt ptroteininin mutant form kazanmasiyla
olusan, otozomal dominant kalitim gdsteren, motor ve davranig kombinasyonlarin
bozulmasiyla birlikte néronal disfonksiyon ve noéron dliimiiniin gozlendigi ilerleyici
norodejeneratif bir hastaliktir (17). Mutant htt, CAG genislemesinden dolay1 anormal
derecede uzun bir poliglutamin (polyQ) dizisi igerir ve bu da proteinin, ndronlarin islev
bozukluguna ve Olimiine neden olan toksik O6zellikler kazanmasina sebep olur.
Striatumdaki orta spiny ndronlar, mutant htt’nin neden oldugu hasara kars1 6zellikle
savunmasizdir, ancak HH, giderek tiim beyin ve viicudu saran bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Bilinen genetik nedeni, hastalik i¢in 6ngortisel ve tanisal genetik testlere
izin verir. Genellikle 30-40’l1 yaslarda ortaya ¢ikmasiyla birlikte, baslangigta
hastalarda ¢ogunlukla duygusal dalgalanmalar, sdzlerin agizda gevelenmesi, sakarlik,
depresyon ve sinirlilik gozlenirken hastaligin ilerlemesiyle yutma zorlugu, diizensiz
yirlime, denge kaybi, muhakeme giiciiniin bozulmasi ve bellek problemleri

gozlemlenmektedir.

2.2 Tarihce ve Epidemiyoloji

Hastaligin ismi, hastaligin kalitsal oldugunu 1872 yilinda ilk kez gozlemleyen Dr.
George Huntington’un soyadindan gelmektedir. Kore (Chorea) hastaligi olarak da
bilinmektedir. Kore sozciigli, Yunanca’da "dans etmek" anlamina gelir. Hastaliktan
miizdarip kisiler, istemsiz olarak kol ve bacaklarini asir1 miktarda hareket ettirdikleri
icin, ¢ok eskiden bu sekilde isimlendirilmistir (18). Fakat sozciigiin kii¢iik disiiriicii

= n

olabilecegi diisiiniildiigli i¢in bu sekilde anilmamakta, "Huntington Hastalig1" olarak

bilinmektedir.

CAG tekrar genislemesinin genetik acidan dogrulamasi, HH’nin modern
epidemiyolojik Ol¢limlerinin ayirt edici 6zelligidir. Dogru prevalans tahminleri,

hastalik baslangicinin nérolojik degerlendirmesiyle birlikte kapsamli genetik testlere



baghidir. Hem genetik hem de klinik teshis standartlarini igeren prevelans galismalari,
Bati popiilasyonlarinda 100.000'de 10.6-13.7 kisinin veya 7.300'de 1'inin etkilendigini
gostermektedir (19).

Genetik tanilardan yararlanan prevelans ¢alismalari, tek basina klinik 6l¢timleri
kullanan galismalara gore daha yiiksek hastalik oranlari bildirmektedir. Genis ¢apli
analizler, son yirmi yilda HH’nin prevalansinda tutarli bir artis oldugunu
gostermektedir ve bu, genetik testin daha genis kullanilabilirligiyle ayn1 zamana denk
gelmektedir. Genetik testler 6zellikle, yash popiilasyonda aile Gykiisiiniin genellikle
eksik oldugu ve bu popiilasyondaki bunama ve diger norodejeneratif bozukluklarin
daha yiiksek oranlart nedeniyle norolojik taninin daha zor olabilecegi ge¢ baslangicli
HH’nin tespit edilmesini saglamistir. Hastaligin insidans1 goz oniine alindiginda, Bat1
poplilasyonlarinda yilda bir milyonda 4,7-6,9 yeni vaka oldugu tahmin edilmektedir.
HH tiim popiilasyonlar i¢in endemiktir, ancak Avrupa kokenli bireyler arasinda ¢ok
daha yiiksek frekanslarda goriiliir. Japonya, Hong Kong ve Tayvan'da, HH milyonda
1-7 kiside teshis edilmektedir ki bu, Avrupa ve Kuzey Amerika'dakinin yaklasik onda
biri oraninda daha siktir. Giiney Afrika'da siyahilerde, beyaz ve karigik soydan gelen
alt popiilasyonlardan daha diisiik oranlarla hastalik gozlenmektedir. Afrika ve
Asya'daki diger popiilasyonlardan elde edilen epidemiyolojik veriler, vaka ¢alismalari
veya yerel klinik incelemelerle sinirlidir ve diinya ¢apindaki HH’nin genel prevalansi

veya insidansi belirsizligini korumaktadir (19).

2.3 Klinik Ozellikler

Hastaligin en belirgin klinik &zellikleri, motor, psikiyatrik ve kognitif
bozukluklardir. En dikkat ¢ekici motor bozukluk koredir. Kore formundaki istemsiz
hareketler hastaligin baslangicinda, kafa, kol ve bacaklarda diizensiz — sekilde
gozlenirken, hastalik ilerledikge viicudun geneline yayilarak istemsiz ve siirekli
kasilmalara doniisiir. Ortalama tani1 yasi yaklasik 40°tir. 20 yasindan once veya 65
yasindan sonra baslangi¢ nadir goriiliir. Semptomlar basladiktan sonra yasam siiresi

genellikle 15-20 yil kadardir (20).



Hastaligin evreleri semptomlarin gozlenmesine gore 3 ana baslik altinda
degerlendirilmektedir. Bunlar premanifest, motor tan1 ve manifest donemleridir (Sekil
1). Premanifest donem, hastaligin teshis edilebilir belirti ve semptomlarinin ortaya
¢ikmasindan 6nceki donemini ifade eder. Premanifest donemin 6ncesi presemptomatik
evre olarak adlandirilir ve hastalarda herhangi bir belirti veya semptom gozlenmez.
Degisken bir premanifest doneminden sonra, hafif motor, biligsel ve davranigsal
degisikliklerle karakterize olan prodromal evre, genellikle 15 yila kadar motor
baslangicin resmi klinik tanisindan 6nce gelir. Motor tan1 donemi, hastaligin tanisinin
arttk koyuldugu donemdir. Manifest donem ise motor bozukluklarin ilerledigi ve
biligsel bozukluklarin gozlendigi donemdir. Manifest donem de ¢esitli evreleri igerir.
Erken evrede (early stage), kisiye HH teshisi konulur ve hem evde hem de iste tam
olarak ¢aligabilir. Erken orta derece evresinde (early intermediate stage), kisi istihdam
edilebilir durumdadir ancak kapasitesi azalmistir. Baz1 zorluklara ragmen hala giinliik
isleri yonetebilmektedir. Geg orta derece evresinde (late intermediate stage), kisi artik
calisamaz veya ev sorumluluklarini yonetemez. Giinliik mali isleri halletmek icin
onemli dl¢iide yardima ve gozetime ihtiyaci vardir. Diger giinliik aktivitelerde hafif
zorluklar yasayabilir, ancak genellikle ¢ok az yardima ihtiyaci vardir. Erken ileri
evrede (early advanced stage), kisi artik giinliik aktivitelerde bagimsiz degildir,
bakima ihtiyaci vardir. Ileri evrede (advanced stage), kisi giinliik aktivitelerde tam

destege ihtiyag¢ duyar ve genellikle profesyonel hemsirelik bakimi gereklidir (19).
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Sekil 1. Huntington Hastaligi’nin evreleri (19).



HH'nin erken evrelerinde, motor anormallikler hafif olabilir ve hastanin uyarilma
durumuna bagli olarak degisebilir. Psikiyatrik semptomlarin siddeti HH'li kisilerde
blyiik farkliliklar gosterir. Son bulgular psikiyatrik sorunlarin 6zellikle ¢ocukluk
cagindaki vakalarda problemli oldugunu one siirmektedir. Hastalikta gdzlenen
depresyon genellikle tedaviye ¢ok iyi yanit verir, segici serotonin geri alim inhibitorii

olan antidepresanlar genellikle denenen ilk ajanlardir (21).

Tanm1 aninda, HH'li bireylerin ¢ogu noropsikolojik testlerle kolayca Olgiilebilen
onemli biligsel bozukluklara sahiptir. Bu ilk isaretler glinliik yasam faaliyetlerinin
cogunu engellemez. Her ne kadar epizodik hafiza bozulsa da, genel olarak hafiza,
Alzheimer Hastaligi’na (AH) gore iyi korunmustur. AH’deki demansin aksine HH’de,
diislince siireglerininin baslatilmasinda yavaslik, yiiriime islevinde zorluklar, dikkat ve
siralama gorevlerinde problemler ile karakterize biiyiik 6l¢iide subkortikal demans
gozlenir. HH'deki biligsel bozulmanin ilging bir 6zelligi, kisilerin kendi semptomlari
ile ilgili olan farkindalik eksikligidir. A¢ik¢a HH belirtileri olan bazi kisiler, herhangi
bir motor veya biligsel zorluk yasadiklarini inkar ederler. Farkindalik eksikligi,
bozulmus 6n lob fonksiyonunun tipik bir belirtisidir ve spesifik frontal lob uyarilarini

alan striatal ndronlarin erken islev bozuklugununun bir gostergesidir (22).

2.4  Genetik Ozellikler

4. kromozomun 4p16.3 bolgesinde htt geninin 1. eksonundaki CAG tekrarlarinin
geniglemesi hastaligin  sebebidir. htt’nin ekspresyon basamaklart Sekil 2’de
gosterilmistir. Normalde tam uzunluktaki htt proteinini {iretmek i¢in tam uzunluktaki
htt geni transkribe edilerek HTT mRNA transkripti olusturulur (Sekil 2.1). Eger gen
genisletilmis bir CAG tekrari igeriyorsa, sadece eksonl kismi transkribe edilerek HTT
eksonl mRNA transkripti olusturulur (Sekil 2.2). Translasyonla tam uzunluktaki HTT
proteini (Sekil 2.3) veya HTT eksonl proteini (Sekil 2.4) iretilir. HTT eksonl
fragmenti (HTT eksonl mRNA’sindan transkribe edilmis), 17-amino asitlik karisik bir
HTTNT dizisinden, CAG tekrar1 tarafindan kodlanan poliglutamin (polyQ) dizisinden
ve prolin bakimindan zengin bir alandan (proline-rich domain, PRD) olusur. Tam
uzunluktaki HTT proteini (HTT mRNA’sindan transkribe edilmis) ise, bu ekson1 dizisi
ve bu diziyi takip eden bir dizi sirali (Sekil 2°deki kutular) ve diizensiz (Sekil 2’deki
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dongiiler) protein segmentinden olusur. Diizensiz boliimlerde (Sekil 2°deki dongiiler)
bulunan tanima dizilerinin aracilik ettigi bolgelerden proteolitik bdliinme (yaygin bir
post transkripsiyonel modifikasyonlardan birisidir) sonucunda HTT eksonl benzeri
fragmentler dahil olmak tizere bir dizi iiriin tretilir (Sekil 2.5). Genisletilmis polyQ
segmentleri igeren bu tir fragmentler, heniiz aydmlatilamayan molekiiler

mekanizmalar tarafindan hastaligin tetiklenmesinde 6nemli rollere sahiptir (19).
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Sekil 2. huntingtin geninin ekspresyon basamaklar (19).

Mutasyona ugramis genin translasyonu, genellikle 7-36 CAG tekrar1 arasinda
degisen normal polimorfizm uzunlugunun 6tesinde htt proteininin N terminali de
glutamin zincirinin (PoliQ) uzamasia neden olur (Sekil 3). Spesifik olioniikleotid
primerleriyle basit PCR yapilarak CAG tekrarlarinin uzunlugu her bireyde tespit
edilebilir. 6-35 arasindaki CAG tekrari; normal popiilasyonda polimorfiktir. 36-39
CAG tekrarina sahip bireyler, klinik olarak tanimlanmaksizin normal yasam siirerler.
>40 CAG tekrar1 ise motor belirtilerin baslamasiyla hastaliktaki tiim semptomlarin

gozlenmesinin sebebidir (19).
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CAG tekrar uzunlugu, HH semptomlarinin baglama yas ile ters orantilidir. Daha
erken ve gec baslangich hastalik bicimleri tipik olarak farklt motor semptomlar
gosterdiginden, tekrar uzunlugundaki farkliliklar kismende olsa heterojen fenotipi
aciklar. 50 yasin tizerindeki artan yasla birlikte tekrar uzunlugunun baslangic yasi
tizerindeki etkisi azalmaktadir. Genisletilmis tekrar uzunlugu, baslangic yasindaki
degiskenligin yaklagsik %50'sini olusturur. Tekrarlama uzunlugu ile giiglii bir sekilde
iliskili olan baslangi¢ yasinin aksine, hastalik ilerlemesi oran1 tekrar uzunlugu ile ikna
edici bir sekilde iliskili degildir. Ortalama CAG tekrar uzunluklari, Avrupa kokenli
insanlarda 18.4-18.7 tekrarlardan, Dogu Asya'da sadece 17.5-17.7'ye ve Afrika
popiilasyonlarinda 16.9-17.4'e kadar uzundur. Prevalansi diisiik olan popiilasyonlarda,
genisletilmis CAG tekrarlar1 nadirdir ve daha diisiik bir de-novo mutasyon oranini
diisiindiiren yerel haplotiplerin bir karisimi {izerinde meydana gelir. Avrupa kokenli
bireylerde daha uzun CAG tekrarlarinin sebebinin, CAG tekrar genislemesi ve de-
novo htt mutasyonunun daha yiiksek oranlarda ger¢eklesmesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (22).

Short arm of chromosome 4
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Sekil 3. huntingtin proteini tiretiminin sematik gosterimi.

2.5 Hastahgin Molekiiler Genetigi ve Patolojisi

htt proteininin yanlis katlanmasi1 ve agregat olusumuna bagli norotoksikolojik

stireclerin yan1 sira HH igin kritik olan patolojik siirecler Sekil 4’te gosterilmistir (23).
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Ayrica HH’deki patogenetik hiicresel mekanizmalar Sekil 5’te &zetlenmistir (19).
HTT, tam uzunluktaki htt proteininin (native huntingtin) yani sira bir amino-terminal
HTT ekzonl fragmentini (hatali splicing sonucu) iiretmek tizere transle edilir (Sekil
5.1). Bu proteinlerdeki poliglutamin (polyQ) uzunlugu, somatik Kkararsizligin
derecesine baghidir. Tam uzunluktaki normal htt, ek protein fragmentleri olusturmak
igin proteolitik olarak pargalanir (Sekil 5.2). Protein fragmentleri ¢ekirdege girer
(Sekil 5.3). Fragmentler, kendi kendine birlesme, oligomerizasyon ve agregasyon
yoluyla ¢ekirdekte tutulur. Bu da inkliizyonlarin olusumuna yol agar (Sekil 5.4). htt
fragmentleri, sitoplazmada oligomerize olur ve agregat olusturur (Sekil 5.5). htt'nin
agregasyonu, proteostaz aginin (proteomun dinamik diizenlenmesi) hastalik kaynakli
bozulmasindan dolay1 siddetlenir ve bu da global hiicresel bozukluklara yol agar (Sekil
5.6). htt'nin anormal formlari, sinaptik islev bozuklugu, mitokondriyal toksisite ve
hasarl1 aksonal tagima dahil olmak {izere ek hiicresel bozukluklara neden olur (Sekil

5.7).

¥

nuclear inclusions

cyloplasmic aggregates

N-terminal fragment of mtHtt
abnormal conformation

pathological protein interactions
transcriptional dysregulation and epigenetic regulation

mitochondrial impairment and deficiency in energy metabolism
(aconitase, apolipoprotein A-/V)

impaired axonal transport and cytoskeleton
(calmodulin, syntaxin-1, VAMP1, VAMP2, SNAP-25, DARPP32)

neuronal vulnerability to oxidative stress and glutamate excitotoxicity
(glial fibriliary acidic protein, peroxiredoxins 1, 2 and 6)

immune system, microglia activation and inflammation
(IL-6, IL-8, TNFa, IL-4, IL-10, MCP-1, eotaxin, C-reactive protein, haptoglobin)

cell death

Sekil 4. HH'de ndrotoksisiteyi, patolojik siiregleri ve protein agregasyonunu gdsteren
sematik diyagram (23). Siiregler icerisinde HH’den etkilendigi belirlenen bazi
proteinler (sirasiyla siyah ve gri ile yazilmig olanlar, bagimsiz tekniklerle dogrulanmis
ve dogrulanmamis olanlar) de mevcuttur.
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Sekil 5. HH’deki patogenetik hiicresel mekanizmalar (19).

2.5.1 Mutant protein agregasyonu

Mutant protein fragment agregasyonu, molekiiler saperonlar veya ubikuitin-
proteazom sisteminin bilesenleri ile etkilesime girip koruyucu veya telafi edici
olmasinin yan1 sira toksik te olabilir. Agregatlar, PolyQ proteinlerinin diger hiicre
bilesenleriyle etkilesimini engelleyebilecegi icin bir basa ¢ikma mekanizmasi olarak
koruyucu, etkilesime girdigi proteinler kendi islevlerini yapamayacaklar i¢in toksik
olabilirler. Bu sistemlerle yanlig katlanmig proteinin yok edilme islemi yeterince etkili
olmayabilir. Bu durum noronal disfonksiyonu etkileyebilecek otofajiye neden olabilir.
Agregasyon-toksisite arasindaki iligki ¢oziilemese de; agregatlarin patolojik markerlar
oldugu netlestirilmistir (24). 1997°de HH ile ¢alisan gruplar, HH hastalarinin ve fare
modellerinin néron niikleuslarinda agregatlar (ndronal inkliizyon cisimleri=NIs)
gozlemlemislerdir. Geg¢ baslangighh olgularda daha az niikleus i¢i ve daha ¢ok
sitoplazmik agregatlarin gozlenmesi noronal inkliizyon cisimlerinin yanisira
sitoplazmik agregatlarin da ndronal disfonksiyonda rol oynayabilecegini
diisindirmektedir (25). Noron uzantilarinda konumlanmis agregatlar aksonal

tagimaya engel olarak dejenerasyona yol agabilir (26).
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2.5.2 Transkripsiyonel disregiilasyon ve epigenetik regiilasyon

Cekirdekte akiimiile olan mutant htt ve N-terminal PolyQ fragmentleri, c-AMP
Responsive Element Binding Protein (CREBP), p53, Specifity Protein 1 (SP1) ve
Transcription Initiation Factor TFIID subunit 4 (TAFII130) gibi ¢oklu genlerin
diizenlenmesinde yer alan transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girebilir (26—-30). Bu
etkilesimler transkripsiyonel diizensizlige yol acar (31). CREB baglayici protein
(CBP), histon asetiltransferaz aktivitesine sahiptir. Bu aktiviteyle kromatin yeniden
yapilanmasi ve epigenetik diizenleme iizerinde etkilidir. Normal fizyolojik kosullar
altinda, normal htt proteini, CBP’nin asetiltransferaz aktivitesine miidahale etmez ve
bu nedenle histonlarin asetilasyonu, transkripsiyonel aktivasyona ve ardindan néronal
biiylime ve hayatta kalma i¢in gerekli olan BDNF (Brain derived neurotrophic factor),
GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor) gibi noroprotektif genlerin
ekspresyonuna neden olur. Ancak HH'de mutant htt, CBP'nin asetiltransferaz
aktivitesini inhibe eder. Bu durum, noroprotektif genlerin transkripsiyonun

baskilanmasina yol agar ve noronal 6liimle sonuglanir (Sekil 6).
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Sekil 6. HH'de transkripsiyonel diizensizligin mekanizmalar (31).

Mutant htt, kodlanmayan miRNA'larin ekspresyon ve regiilasyonunu da etkiler
(Sekil 7). Bir¢cok noronal miRNA, BDNF gibi noronal sag kalim faktorlerinin
sitoplazma igindeki transkripsiyonel baskilayicisi olan REST (RE1-silencing
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transcription factor) ile kontrol edilir. Normal htt, sitoplazma igindeki transkripsiyonel
bir baskilayici olan REST ile etkilesime girer ve BDNF in transkripsiyonuna izin verir.
htt'nin genislemesi, REST ile olan bagmi bozar ve RE1 sitesindeki repressor
kompleksinin olusumu ile birlikte REST'in niikleer girisini kolaylastirir. mutant htt
REST’i ¢ekirdek i¢inde tutarak BDNF transkripsiyonunu engeller ve RE1 sitesinin

aktivasyonu, hedef gen susturma ile sonuglanir ve nérodejenerasyona sebep olur (32).
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Sekil 7. REST aracili gen regiilasyonu (32).

2.5.3 Mitokondri hasari ve enerji metabolizmasindaki bozulma

HH hasta 6rnekleri lizerinde yapilan ¢alismalar, striatumdaki akonitaz enziminde
ve oksidatif fosforilasyon komplekslerinin enzimatik aktivitelerinde 6nemli bir diisiis
oldugunu gostermistir (33). Bu da HH hastalarindaki hasarli enerji metabolizmasini
aciklamaktadir. Ayrica, polyQ'nun aracilik ettigi mitokondriyal kalsiyum hasarlarinin
bir sonucu da mitokondriyal membran depolarizasyonudur. Ki bu kaspazlar1 aktive
eder ve htt yikimiyla sonuglanir. Bu nedenle, bu islem, htt aracili nérotoksisitenin
baglatilmasina katkida bulunabilir (34). HH hastalarinin pozitron emisyon tomografi
taramalari, ayn1 zamanda, korteksin belli bolgelerinde ve striatum boyunca serebral

glukoz metabolizmas1 oranlarinda belirgin bir azalma oldugu icin, hatali enerji
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metabolizmasi hipotezini kuvvetle desteklemektedir (35). Beyinde yiiksek oranda
eksprese edilen peroksizom proliferatorii ile aktive edilmis reseptor-y koaktivator 1o
(PGC-1a)'nin 6nemli mitokondriyal genlerin ekspresyonunu diizenleyebildiginin
gosterilmesi, mitokondriyal hasar ile transkripsiyonel islev bozuklugu arasinda bir
baglanti1 oldugunu desteklemektedir. Ayrica PGC-lo. nakavt fareler, striatal

norodejenerasyonun kanitini saglamistir (36).

2.5.4 Hasarh aksonal transport ve hiicre iskeleti

Noronal hiicre govdesi gen transkripsiyonunu ve protein translasyonunu
saglarken, uzun aksonlar elektriksel sinyalleri aktarir ve sinapslar i¢in gerekli birgok
protein ve diger bilesenlerin anterograd (hiicre gévdesine dogru tasima) veya retrograd
(hiicre gdvdesinden uzaga dogru tasima) aksonal tasinmasina aracilik eder. Bu tagima
islemleri hiicre iskeleti proteinleriyle desteklenir (kinesin anterograd, dynein
retrograd). Anterograd tasimanin bozulmasi, genellikle kargo birikimi, néronal islev
bozuklugu ve dejenerasyon ile sonuglanir (37). huntingtin-iligkili protein 1'in BDNF
vezikiillerine baglanmasi, vezikiiliin akson boyunca taginmasini kolaylastirir. Mutant
htt varliginda ve normal htt seviyesinin azaldigi durumlarda BDNF tasinmasi
azalmaktadir. Bozulmus aksonal tasinimin alternatif agiklamasi, birikmis

otofagozomlar nedeniyle aksonal tagimanin yapisal kisitlamasi olabilir (38).

htt proteini direkt olarak dynein motor protein kompleksi ile etkilesime girebilir,
bu da poliglutamin ile genisletilmis htt proteininin bu aksonal tagima yolunun normal
caligmasina miidahale edebilecegini diistindiiriir. Alternatif olarak, yanlig katlanmis htt

proteini agregatlar olusturabilir ve yolakta tikanmalar yaratabilir (39).

2.5.5 Oksidatif stres ve glutamat eksitotoksisitesine karsi néronal hassasiyet

HH beynindeki dejenerasyon bdlgelerinde oksidatif hasar iiriinlerinin 6nemli
oOlgiide arttigina dair kanitlar ve hayvan modellerindeki artan reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerinin varlig, bu tiir faktorlerin HH patogenezine katkisini agik¢a gostermektedir
(40). HH post-mortem doku ve transgenik fare modellerinde yapilan g¢alismalar,

mutant htt ekspresyonu ile degismis glutamaterjik ndrotransmisyon arasinda bir
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korelasyon oldugunu 6ne siirmistiir. Korteksten glutamat sinyallerini ve substantia
nigradan dopamin sinyallerini alan MSN’ler (medium spiny ndron), glutamatin
toksisitesine (eksitotoksisite) secici olarak hassastir ve HH ile iliskili
norodejenerasyonun nedensel bir kanit1 olarak kabul edilmistir. Buna gore dopamin
taginiminin nakavt edilmesi dopamin seviyesininin yanisira MSN kaybini artirir iken

glutamat aktivitesinin azalmasi MSN aktivitesini restore eder (41).
2.5.6 Immiin sistem, mikroglia aktivasyonu ve enflamasyon

Mutant htt ayn1 anda pek¢ok yerde bagisiklik aktivasyonunu uyarir. Merkezi sinir
sisteminde, periferde ve molekiiler seviyede enflamasyona neden olabilir. Merkezi
sinir sisteminde mutant htt, hiicrelerin gogiinii etkiler ve mikroglia aktivasyonuna
neden olur. Aktif mikroglia, kendi yiizey proteinlerini daha fazla eksprese eder,
proteazlar salgilar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini ve IL-6, IL-1f3, IL-8 ve TNFa
gibi pro-enflamatuar sitokinleri serbest birakir (42—44). Post-mortem HH beyinlerinde
yapilan bir calisma, reaktif mikroglia varliginin, striatum ve kortekste Onemli
oldugunu gostermistir (45). Ayrica, in vivo goriintiilleme ile, presemptomatik HH
beyinlerinde mikroglia aktivasyonunun varligi ve mikroglial reaktivitenin hastalik

siddeti ile tutarl sekilde arttigi gosterilmistir (46,47).

Mikroglial anormalliklerin, insan HH’si kompleman (complement) sisteminin
aktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (48). Bu sistem, dogustan gelen
bagisikligin 6nemli bir parcasi olarak bilinir ve birgok ndrodejeneratif hastalikta
hiperaktive edilir. HH'de kompleman sistem, mutant htt tarafindan aktive edilebilir ve
RT-PCR tekniginin kullanildig: bir calismada, klasik kompleman yolag: bilesenlerinin
yani sira kKompleman inhibitorleri ve membran inhibitérlerinin, kontrollere kiyasla HH
beyinlerinde ¢ok daha yiiksek seviyelerde ifade edildigi gosterilmistir (49). Reaktif
mikroglia tarafindan salman norotoksik veya noroprotektif molekiiller, karmasik

etkilesimleri baslatan néronlar1 ve glial hiicreleri etkiler.
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2.6 Normal htt Proteininin Hiicreki Fonksiyonu

Normal htt proteini; 348kDa boyutunda ve 3144 aminoasitten olusur. Protein
formlar1 ¢ekirdekte ve sitoplazmada bulunabilir ve htt bu bdlmeler arasinda yer
degistirir. Hiicre tipine bagli olarak farkli seviyelerde eksprese edilir. Hiicre iginde
niikleer eksport-inport, ubiquitin aracili proteolizis, apoptoz, sinir sistemi geligimi,
BDNF iiretimi ve transportu gibi islevlere katilir. Bu iglevlerde proteinin spesifik
biyokimyasal fonksiyonlar1 ve bu biyokimyasal fonksiyonlarin yapisal temeli biiyiik
6l¢iide bilinmemektedir. Bu islevler genellikle mutasyona ugramis htt'nin varligindan

etkilenir. htt proteini hiicrede toplamda 233 protein ile direkt etkilesim halindedir (23).

2.7 Tedavi

Glinlimiizde, HH'nmin ilerlemesini yavaslatmak veya tersine cevirmek icin
uygulanan higbir tedavi yoktur. FDA onayli tetrabenazine diskinezia; istemsiz
hareketleri azaltmak icin kullanilmaktadir. ilacin yan etkileri depresyon ve
sedasyondur. htt geninin baskilanmasi, agregasyonun inhibisyonu, htt agregatlarinin
¢oziilmesi norotoksisiteyi onemli Olg¢lide iyilestirebilir. Noroprotektif stratejilerin
klinikk semptomlar gozlenmeden Once uygulanmasi i¢in gelismesi gerekir.
Muhtemelen beyindeki nérodejeneratif siirecin basladig1 zamandan 6nce, hatta HH'nin
ilerlemesini  geciktirmek ve ilerlemesini yavaslatmak i¢in uygulanmalidir.
Proteotoksisite (agregasyonun inhibisyonu) veya transkripsiyonel disregiilasyon
(HDAC inhibisyonu) gibi mutant htt patogenezinin daha proksimal ve tipik
mekanizmalarin1 hedefleyerek genel antioksidan ve antiexcitotoxic ilag stratejilerini
tamamlayacak yeni bir ilacin gelistirilmesi, mutant htt ndrotoksisitesini nemli dlglide

tyilestirebilir (23).

2.8 Huntington Hastalig1’m1 Arastirmada Kullanilan Fare Modelleri

Fare, insan norodejeneratif hastalik modeli i¢in ideal memeli organizmadir.
Kiiciik boyut, kisa jenerasyon siiresine sahip olmalari, genetik manipiilasyonlara agik

olmalar1 ve insan genomuyla oldukca benzer bir genoma sahip olmalarindan dolay1
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deneysel arastirmalarda siklikla kullanilirlar. Basit noronal devrelere ve noronal hiicre

tiplerine sahiptir. Bu hiicre tipleri HH i¢in secici hedeflerdir.

2.8.1 N-terminal transgenik model

Proniikleer mikroenjeksiyon yoluyla olusturulmus olan bu fareler, insan htt
geninin CAG tekrarlarini igeren 5° kismini igerirler. Fenotipi ¢cok erken gosterirler ve

yasam stireleri kisadir. R6/1, R6/2, N171-82Q modelleri 6rnek olarak verilebilir.

2.8.2 Knock-in model

Fare embriyonik kok hiicreleri kullanilarak homolog rekombinasyon teknikleriyle
olusturulur. CAG tekrarlarinin belli sayis1 gen igine direkt aktarilir. Bu yiizden CAG
boyutunun etkisini arastirmada kullamlir. Iyi kontrol edilmis gen dozaji
icerdiklerinden ve orantili ekspresyon diizeyleri agisindan avantajlidir. HdhQ111,

HdhQ150 modelleri 6rnek olarak verilebilir.

2.8.3 Full-lenght transgenik model

BAC (Bacterial Artificial Chromosome) ya da YAC (Yeast Atrtificial
Chromosome) vektorleri tasirlar. Tam uzunluktaki insan htt genini igerirler. Hastalik
fenotipini aylar igerisinde yavas yavas gosterirler. Hayatta kalma siireleri normaldir.
Insan htt geninde direkt olarak hedeflenmis deneysel terapilerde kullanilir. YAC128,
BAC-HD modelleri 6rnek olarak verilebilir.

2.8.3.1 YAC128

Patolojik olarak beyin agirliginda azalma ve striatal ve kortikal hacimlerinde
kiigiilme olmasi nedeniyle HH ¢alismalarinda kullanim i¢in uygun bir modeldir. 3.
ayda asir1 hareketlilik, 6. ayda motor islevselliklerde bozulma ve 12. ayda hareketlerde
yavaslama gosterirler. YAC128 fareleri, serinin en yenisidir ve tim YAC modelleri
arasinda bugiine kadarki en saglam fenotipleri sergiler; bu nedenle YAC128, HH'de
preklinik bir model olarak kullanilir (11).
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2.9 Proteomik Cahsmalar

Proteom, bir organizma veya sistem tarafindan liretilen veya degistirilen tim
protein setidir. Proteomik, proteinleri tanimlamak ve 6l¢mek i¢in gii¢lii bir yaklasimdir
ve ayn1 zamanda biyolojik sistemlerin karmasik mekanizmalarini anlamamiz1 ve
yorumlamamizi saglayan bir alandir. Proteomik, proteinlerin hangi biyolojik
stireglerde yer aldigi, diger proteinlerle nasil etkilesime girdigi ve hiicre iginde nerede
ve nasil lokalize oldugu gibi onemli biyolojik bilgiler saglar. Literatiirde, hastalik
hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in HH transgenik fare modelleri, hiicre hatlar1 ve
Klinik veya post-mortem Orneklerin kullanildigi proteomik temelli g¢aligmalar
mevcuttur (50). HH ile ilgili proteinler ayrica birkag farkli proteomik yaklasim
kullanilarak tanimlanmastir (51,52). Kiitle spektrometresi (mass spectrometry, MS),
bir asr1 askin siiredir var olan bir kimya teknigidir ve bununla birlikte Elektrosprey
Iyonizasyon (ESI) ve Matriks Destekli Desorpsiyon/Iyonizasyon (MALDI) gibi daha
modern iyonizasyon yoOntemleri kullanima sunulana kadar proteinler yaygin olarak
analiz edilmemistir. Bu yontemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi ilk olarak John
Fenn (ESI) ve Koichi Tanaka (MALDI) tarafindan gerceklestirilmistir. Her ikisi de
yenilik¢i teknolojiler oldugu icin arastirmacilara 2002 yilinda Nobel kimya &diilii
verilmistir (50).

MS tabanli proteomiks, karmasik biyolojik numunelerdeki proteinlerin
tanimlanmasi, miktarinin belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in giiglii bir aragtir (53).
MS tabanli proteomikste proteinlerin enzimatik proteolizinden sonra MS tarafindan
tanimlandig1 asagidan yukariya (bottom-up) stratejisi siklikla kullanilmistir (54). Bu
strateji yiiksek proteom kapsami sunmasi ve hizli tarama orani saglamasi gibi
avantajlara sahiptir. Planlanan bir MS tabanli proteomik c¢alisma temel olarak 3
basamakta gergeklestirilir (Sekil 8). Bu basamaklar 6rnek hazirligi, MS analizi ve
analiz sonrasi biyoinformatik analizlerin yapilmasidir ve her bir basamak i¢in ¢ok

cesitli uygulamalar mevcuttur (55).
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Sekil 8. MS tabanli proteomik ¢alismanin temel basamaklari.
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2.9.1 Kiitle spektrometresi (MS)

MS, molekiillerin kiitle-yiik (m/z) oranlarin1 6lgmek ic¢in kullanilan analitik bir
aractir. Tiim kiitle spektrometreleri iyonlagsma kaynagi, kiitle analizorii ve iyon
detektorii olmak iizere ii¢ ana bilesenden olusur (Sekil 9). Iyonizasyon kaynag:, peptit
orneklerini iyonlara doniistiirmek icin kullanilir. Farkli 6rnek tiirleri i¢in kullanilabilen
cesitli iyonizasyon teknikleri vardir. Iyonlar daha sonra kiitle analizorii tarafindan
kiitlelerine gore siralanir ve ayrilir. Bu sinyal genellikle, molekiil dedektorle
etkilesirken iiretilen indiiklenmis bir yiik veya akim olarak 6l¢iiliir. Sonuglar, x ekseni
tizerinde gosterilen m/z degerleri ve y ekseni tizerinde gosterilen yogunluk (intensite)
/goreceli bolluk (relative abundance) olarak ifade edilir. Kiitleler, daha ¢ok Dalton (da)
olarak bilinen birlesik kiitle birimleri cinsinden Ol¢iiliir. Kiitle/yiikk (m/z) oranlari,
spektral piklerin her birine kimlik saglamak amaciyla bilinen degerlerin bir

veritabaniyla karsilastirilabilir (50).
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Sekil 9. Temel kiitle spektrometresi bilesenleri.
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MS temelli arastirmalar, belirli sorulari yanitlamak i¢in metodolojide biiyiik
farkliliklar gosterir. MS’te orneklerin iyonizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan iki
peptidleri igeren sivi, kiiciik damlaciklar tiretmek i¢in bir kapillerden elektrostatik
olarak piskiirtiiliir. Bu damlaciklar, buharlasma ve ardindan birbirini takip eden
Coulomb patlamalari ile daha da kiigiiliir ve damlaciklar tek bir makromolekiil igerene
kadar bu gergeklesir (Coulomb patlamalari, ayrismaya izin veren bir damlacigin yiizey
gerilimi kuvvetlerinin istesinden gelen coulomb itme kuvveti nedeniyle meydana
gelir.). MALDI' de 6rnekler, agregasyonu azaltmak i¢in islev goren organik bir matriks
ile ¢alisilir. Kullanilan laser kaynaginin enerjisi matriks tarafindan absorbe edilerek
ornek lazer giiciinden kaynaklanabilecek istenmeyen etkilerden korunmus olur.

Uygulanan laser ile matriks ve igerdigi analitler buharlasir ve iyonize olurlar (56).

Kiitle analizoriinlin gérevi iyonize kiitleleri alip kiitle-yiik oranlarina (m/z) gore
ayirmaktir. Iyonlar1 ayirmak icin farkli prensiplerde calisan analizérler vardir (57) ve
proteomikte en yaygin olarak kullanilanlari, ugus siiresi (TOF; time-of-flight), dort
kutuplu (quadrupole) ve orbitrap ve ya kombinasyon sistemleridir (tandem mass
spectrometry). Kiitle analizor se¢imi, analitin iyonlagma sonrasi Ozelliklerine ve
yapilan deneyin gerekliliklerine baghdir. Dort kutuplu kiitle analizorleri, birbirinden
esit uzaklikta ve esit ve zit potansiyellere sahip iki ¢ift silindirik metal gubuktan olusur.
Her ¢ubuk cifti, RF bileseninin giiclinlin degistirilebildigi sabit bir dogru akim (DC)
ve alternatif radyo frekansi (RF) bileseni igerir. Kuadrupole giren herhangi bir iyonun
yoriingesi, m/z degeriyle orantili bir sekilde potansiyel tarafindan saptirilir. Belirli RF
degerlerinde, yalnizca belirli bir m/z degeri alanla rezonansa girerek dort kutuplunun
sonuna kadar ilerleyip algilanabilir. Diger m/z degerlerine sahip iyonlar ise kuadrupol
icinde carpisir, yiiklerini kaybeder ve algilanmaz (58). TOF analizori, elektrik veya
manyetik alan kullanmadan iyonlar1 zamana gore ayirir. Kabaca TOF,
duragan/hareketli faz olmamasi disinda kromatografiye benzer, ve kiitleleri ayirma,
iyonlarin kinetik enerjisine ve hizina bagldir. Her kiitle i¢in ugus siiresi (t)
benzersizdir ve bu siire bir iyonun hizlandirildigi enerji (E), kat etmesi gereken mesafe
(d) ve m/z tarafindan belirlenir. Denklem, belirli bir kinetik enerji (E) i¢in, daha kii¢iik

kiitlelerin daha biiyiik kiitlelerden daha yiiksek hizlara sahip olacagm ifade eder.
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Kiiciik kiitleli iyonlar dedektore daha erken ulasir. Bu analizor lineer ve reflektor
modlarda kullanilabilir. Daha yiiksek kiitlelerde, ugus siiresi daha uzun olacagi igin
rezollisyon (¢oziiniirliilk) problemi ortaya ¢ikar. Ayrica yiiksek kiitlelerde, ayn1 m/z
degerlerine sahip iyonlarin tiimii ideal TOF hizlarina ulasmaz. Bu sorunu ¢6zmek i¢in
genellikle analizore bir reflektor eklenir. Reflektor, ugus tiipliniin ucuna yerlestirilmis
cok yiiksek voltajli bir dizi halka elektrottan olusur. Bir iyon reflektdre girdiginde,
yiiksek voltaj nedeniyle ters yonde yansitilir. TOF kiitle analizorleri orta diizeyde
rezoliisyona sahiptir (10.000-40.000 FWHM) ve sik kalibrasyonla 5-25 ppm
araliginda kiitle dogrulugu sergiler (59). Orbitrap kiitle analizorleri, kiitle
spektrometresinde neredeyse bir standart haline gelen yiiksek ¢oziintirliikli (15.000—
140.000 FWHM), yiiksek dogruluklu (0.5-5 ppm) analizérlerdir. Iyonlar, ig seklindeki
elektrostatik hiicreye verilir ve eksenel hareketlerinden kaydedilen goriintiileme akimi,
degistirilmeden kaydedilir. Orbitrap kiitle analizorii sik sik kalibrasyon gerektirmez,
bu da onu yiiksek verimli ortamlarda c¢alistirilan cihazlar i¢in ¢ok iyi bir se¢im yapar
(60). Proteomik 6rnekler, ¢ok benzer analitlerin oldukga karmasik karisimlaridir (2000
protein tiiri-100000 peptit). Bu karmasiklik i¢inde kesin ve dogru tanimlama
yapabilmek i¢in peptit dizisinin kiitle spektrometresi iginde elde edilmesi gerekir.
Peptitin diziye 6zgii degredasyonuna neden olan bir olayla birlikte birden fazla kiitle

analizoriiniin (tandem MS) kullanilmasi tanimlamadaki dogrulugu artirir (61).

Iyon kaynag: ile iyonlastirilip kiitle analizérii sayesinde ayristirilan iyonlar son
asama olarak dedektore ulagirlar. Elde edilen spektrumlar, 6ncii iyon (MS1) ve

fragment iyon (MS2) spekturumlari olarak adlandirilir (62).

2.9.1.1 LC-MS/MS g¢alismalar

Sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-MS), sivi kromatografisinin fiziksel
ayirma giiciinii kiitle spektrometresinin (MS) kiitle analiz edebilme giicii ile birlestiren
bir analitik kimya teknigidir. Sivi kromatografisi, birden fazla bilesen igeren
karisimlart ayirirken, kiitle spektrometresi, ayrilan her bir bileseni tanimlamaya
yardimei olabilecek spektral bilgiler saglar (57). Bu ikili teknik, ¢evresel ve biyolojik
kokenli karmasik numunelerde yaygin olarak bulunan biyokimyasal, organik ve

inorganik bilesiklerin analiz edilmesi i¢in kullanilabilir. Bu nedenle sistemin
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kullanimi, biyoteknoloji, gida, ilag ve kozmetik endiistrileri dahil olmak tizere ¢ok

cesitli sektorlerde tercih edilir (63).

LC-MS tabanli proteomikte, karmagik protein karisimlarinin 6nce enzimatik
pargalanmaya tabi tutuldugu, ardindan elde edilen peptit triinlerinin bir kiitle
spektrometresi  kullanilarak  analiz  edildigi  bottom-up  stratejisi  siklikla
kullanilmaktadir. Standart bir bottom-up stratejisindeki temel asamalar: 1) drnekten
proteinlerin ekstraksiyonu, 2) kontaminantlarin ve bol miktarda bulunan proteinlerin
uzaklastirilmasi igin fraksiyonlama, 3) proteinlerin peptitlere enzimatik sindirimi, 4)
peptitlerin daha homojen bir karisimini elde etmek igin sindirim sonrasi ayirmalar
(LC) ve 5) MS ile analizidir. Analiz sonrasinda 6rnekteki proteinlerin tanimlanmasi ve
ve bolluk seviyelerinin 6l¢iilmesi gerceklestirilir (64). LC-MS/MS sistemleri genel
olarak ESI iyon kaynagi ile eslestirilmistir ve TOF, Quadrupole, Orbitrap ve ya
bunlarin kombinasyonlarinin (QTOF, TripleQ, TOF-TOF, Q-Orbitrap gibi) oldugu

analizorler igerir (65,66).

Literatiirde, LC-MS/MS teknigi kullanilarak, HH fare modeli ve insan
orneklerinde g¢esitli proteinlerin ekspresyonel farkliliklarini gdsteren c¢aligmalar

mevcuttur (67-69).

2.9.1.2 MALDI-MS gériintiileme ¢alismalar:

MALDI-MS Goériintiilleme (MSI) teknolojisi, hiicrelerdeki, dokulardaki veya
diger ornek tiirlerindeki karmasik molekiiler karigimlar yiliksek kimyasal 6zgiilliige
sahip olarak degerlendirebilen ve kiiciik metabolitlerden proteinler gibi biiyiik
makromolekiillere kadar genis bir kiitle araliginda ¢esitli molekiiler tiirlerin eszamanl
analizine olanak taniyan etkili bir aractir. Bu teknoloji sayesinde kiitle
spektrometresinin analitik giici ve mikroskobik bilginin birlesimi saglanarak doku
kesiti iizerindeki spesifik hiicre tiplerinde meydana gelen molekiiler degisimlerin
gbzlenebilmesi miimkiin olmustur. Molekiillerin eszamanli lokalizasyonu, translasyon
sonras1 modifikasyonlarin saptanmasi ve nispi niceliksel bilgiler tek bir deneyde elde
edilebilir. MS tarafindan olusturulan goriintiiler, dogrudan molekiiler dl¢iimlerden

elde edildikleri ve antikorlar gibi hedefe Ozgii reaktiflere dayanmadiklar1 igin

25



benzersizdir. MS tabanli tanimlama i¢in kiitle dogrulugu ve kimyasal 6zgiilliik ile
mekansal dagilimlart haritalamay1 birlestirmesi, MSI'y1 etkili bir kesif aract haline

getirir (70).

TOF analizori ile birlestirilmis MALDI-MSI sistemi kullanilan bir bottom-up
analizinde temel asamalar: 1) analiz edilecek dokudan uygun kalinliklarda kesitin lam
lizerine alinmasi, 2) kesit ylizeyindeki analizi etkileyecek kontaminantlarin
uzaklastirilmasi, 3) kesit yiizeyindeki proteinlerin peptitlere enzimatik sindirimi, 4)
doku ylizeyinin lazer enerjisini absorbe edecek ve yiizeydeki analitleri gaz fazina
gecirerek iyonlagtiracak uygun matriks ile kaplanmasi ve 5) MS analizidir (16). Kesit
yiizeyine uygulanan lazer atisindan sonra iyonlar, bir elektrik alani tarafindan
hizlandirilirlar ve ugus tiipii adi1 verilen bir serbest alan bolgesinde siiriiklenirlerken
TOF analizorii onlar1 hizlarina gore ayirir. Ardindan iyonlar dedektor tarafindan tespit
edilir ve m/z ve intensite degerlerini igeren spektral verinin yanisira her ilgilenilen m/z

degerleri i¢in doku iizerindeki mekansal dagilimlarini gosteren gorseller elde edilir.

MALDI-MSI yontemi kullanilarak, proteinler (71), peptitler (72), lipidler (73),
fosfolipidler (74) ve glikanlar (75) gibi biyolojik molekiillerin tanimlanmasi ve
bunlarin hastalik patolojisi ile iligkilerinin belirlenmesi veya norodejeneratif dokularda
hastaliga 6zgii biyobelirteglerin arastirilmasi iizerine yapilan ¢alismalar mevcuttur.
Literatiirde, HH 6zelinde MALDI-MSI teknigi ile kontrol ve hasta orneklerinin
kullanildig1 karsilagtirmali olarak protein ve ya peptit temelli bir calismaya rastlanmaz
iken lipid profillerinin karsilastirildigi ve lipidomik yapidaki farkliliklari gdsteren
calismalar mevcuttur (76,77). Ayrica hastalik i¢in kullanilabilecek potansiyel bir
tedavi ajaninin kan-beyin-bariyerini gecip ge¢medigini gostermek, etkilerini
degerlendirmek ve dokudaki mekansal dagilimint incelemek amaciyla MALDI-MSI
teknigi kullanilarak yapilmis bir ¢alisma mevcuttur (78). Bu g¢alismalar disinda
MALDI-MSI teknigi kullanilarak yapilmis HH’ye 6zgii bir caligmaya rastlanmamastir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Cahsma Plam

Bu tez ¢alismasinda, Jackson Laboratuvari’ndan siparis edilen transgenik ve hibrit
fareler DEHAM biinyesinde iiretildi. Uretimi saglanan farelerin genotiplemesi
yapilarak transgenik olup olmadiklart degerlendirildikten sonra 3, 6 ve 12 aylik zaman
dilimlerine kadar yetistirilen YACI128 ve onlarin kontrol farelerine davranis testi
uygulanarak motor anormalliklerin gelisimi degerlendirildi. Dekapitasyon ardindan
farelere ait beyin dokulari dikkatlice disekte edilerek sivi azot tizerinde hizlica
dondurulduktan sonra analizler gergeklestirilene kadar -80°C sogutucuda muhafaza
edildi. Beyin dokular1 ile MALDI-MSI, LC-MS/MS, validasyon analizleri
gerceklestirildi. Caligsmadaki is akis plan1 Sekil 10°da gosterilmistir.
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Genotiplemelerinin yapilarak
Deney hayvanlarinin transgenik ve kontrol Davranis testlerinin
iiretimi ve yetistirilmesi gruplarimin belirlenmesi gerceklestirilmesi

=
- \BQ

LC-MS/MS analizinde
kullamlacak doku Kesitinin FASP
LC-MS/MS analizi protokolii icin hazirlanmasi
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& -

a®
@E. . .ﬁj = 8CDQ

Validasyon analizlerinde
Western Blot analizi kullanilacak ardisik kesitler

MALDI-MSI analizinde
kullamlacak doku kesitinin ITO

. MALDI-MSI analizi slayt iizerinde hazirlanmas:

Dekapitasyon ve beyin
dokularmn disekte edilip
-80°C’de muhafaza edilmesi

&P

Beyin dokularindan
cryostat yardimiyla
kesitlerin ahnmasi

Sekil 10. Is akis plani. Uretimi gerceklestirilip belli zaman noktalarina kadar
yetistirilen farelerin davranis testlerinin yapilmasi takibinde beyin dokular1 disekte
edilmistir. -80°C’de muhafa edilen taze dondurulmus dokular MALDI-MSI, LC-

MS/MS ve validasyon analizleri i¢in kullanilmastir.

3.2  Geregler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar geregleri, malzemeler ve

kimyasallar Tablo 1 ve Tablo 2°de verilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme Marka, Model

0,5, 1,5 ve 5 mL Hacimli Kapakli Tiipler Eppendorf

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik Pipetler Isolab

Azot Tanki Thermo 30 Thermo Scientific
ChemiDoc MP System Biorad

Cryostat

Calkaliyicili Is1 Blogu

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler

Cesitli Hacimlerde Pipet Uglar (0,1-1000 plL)
Derin dondurucu (-80C)

Derin Donduruculu Buzdolab1 (+4C ve - 20C)
Etiiv (37°C - Proteomiks)

ITO Kapli Lam

Jel Goriintiileme Cihazi

Lo-bind tiip

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

Thermo Scientific

Witeg Wisd Laboratory Instruments
Thermo Scientific

Eppendorf

Haier Biomedical

Kirsch Medical

Hera Term Oven Thermo Scientific
Bruker

Chemidoc Imaging System Biorad
Eppendorf

Eppendorf

RapifleX MALDI Tissuetyper (Bruker)
Axio Vert. Al (Carl Zeiss)

Mini-PROTEON Tetra Cell nanoACQUITY UPLC Waters

BEH C18 Column

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap ColumnWaters

nLC-MS/MS Kiitle Spektrometresi

PCR Cihaz1

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

pH Metre

Poly-L-lizin Kapli Lam

Thermo-shaker

Tripsin ve Matriks Uygulama Istasyonu

Ultrasonik isleyici

nanoACQUITY UPLC M Class ile bagh
SYNAPT Xevo G2-XS (Waters)
CFX Connect Real-Time PCR Biorad

Isolab

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Biosan

SunCollect (SunChrom GmbH)
VialTweeter, HielScher
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Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alinan firmalar

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

Clarity Western ECL Blotting Substrate
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit
Fluoromount aqueous mounting medium
Formik Asit

Glisin

Glul-Fibrinopeptide B Standart

KClI

Laemmli Ornek Tampon Cozeltisi
Leu-Enkephalin IAA

NaCl

Paraformaldehit (PFA)

PCR Primerleri

Peptit Standard

Potasyum Fosfat, Monobazik

Proteaz inhibitor Kokteyli

Renkli Protein Marker1

Renksiz Protein Marker1

SafeView DNA boyast

SDS

Sodyum Fosfat, Dibazik

Su (LC-MS safliginda LiChrosolve)
Taqg PCR kit

TEMED

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

Tripsin Gold

Tris/HCI

Trizma Base Glasiyal Asetik Asit
Tween20

UPX Universal Protein Extraction Kit
Ure

Yiikleme Boyasi

Biorad, 170-5060
Vector Lab, SK-4100
Sigma, F4680

Fluka, 94318

Sigma, G8895
Waters, 700004729
Sigma, P9333
Biorad, 1610737
Waters; 186006013
Sigma, S7653
Sigma, 158127
Sentromer DNA Teknolojileri
Bruker, 8222570
Merck, 529568
Thermo Scientific, 78440
Biorad, 1610374
Biorad, 1610363
ABM, JK7947
Sigma, L3771
Merck, 567547
Merck, 115333
Biolabs, E5000S
Sigma, T9281
Biorad, 161-085
Biorad, 161-0175
Thermo Scientific, 90057
Promega, V5280
Sigma, T5941
Millipore, 648310
Sigma, P1339
Expedeon

Merck, 818710
Biolabs, 95502
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3.3  Yontem

3.3.1 Deney hayvanlari

Bu ¢alisma Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (ACU - HADYEK) 25.04.2016 tarihli ve 2016/13 sayil1 etik kurul izni
(Ek 1) ¢ercevesinde gerceklestirilmis olup, enstitii ve ARRIVE hayvan kullanim ve

bakim rehberine uyulmustur.

Calismada kullanilan  transgenik ve hibrit fare modelleri Jackson
Laboratuvari’ndan (Bar Harbor, USA) temin edilmistir. Transgenik ve kontrol
farelerinin iiretimi ve bakimi1 Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (DEHAM)’da yapilmistir. Deney
hayvanlarinin refahi, ortam parametrelerini kontrol altinda tutan ve fareleri
bulunduklar1 ortamdan izole eden IVC (Individually Ventilated Cages) kafesler

kullanilarak saglanmistir.

HH’nin temel oOzelliklerini tasiyan transgenik YACI128 fareler (FVB-
Tg(YAC128)53Hay/J), yeni transgenik farelerin iiretilmesi amaciyla hibrid FVB
fareleri (FVB/NJ) ile ¢iftlestirildi (Tablo 3). Her bir YAC128 erkek fare, 3-4 adet disi
FVB fare ile; disi YAC128 fareler de, erkek FVB fareler ile iiretim kafeslerine
birakildi. Ciftlesme ve gebelik donemlerinin ardindan, tiim farelerden verimli sekilde

yavrular elde edildi.
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Tablo 3. Fare Uretim Tablosu

Uretim Fareleri Uretilen Fareler
Transgenik Fareler Hibrit | Transgenik Hibrid
Fareler Fareler Fareler

YACLZ FVB/NJ YAC128 LM

FVB-Tg(YAC128)53Hay/J

3.3.2 Genotipleme

Deneylerde kullanilacak HH modeli farelerinin iretimi sirasinda tek batinda hem
heterozigot transgenik (YAC128) hem de transgenik olmayan (LM- Littermate)
yavrularin olmasi nedeniyle, dogum sonras1 20-21. giinde yavrularin genotipleme
analizleri gergeklestirildi. Calisma igin gerekli hayvan sayisina ulagmak i¢in yeterli
sayida iiretim kafesi olusturuldu ve elde edilen yavrularin doku 6rnekleri kullanilarak
daha onceden detayli agiklanmis olan genotipleme protokolii (79) takip edildi ve
transgenik ve LM fareler ayirt edildi. Genotipleme analizinin PCR basamaginda
kullanilmak tizere, YAC128 ve LM farelerde amplifiye olmasi beklenen internal
pozitif kontrol ve mutasyonlari tagiyan genlerin amplifikasyonunu saglamak amaciyla
kullanilan primerler Tablo 4’teki gibi hedeflenen genlere goére sentezlettirilmistir
(Sentromer DNA Teknolojileri Ltd. Sti.,Istanbul). Kullanilan PCR bilesenleri ve
miktarlari Tablo 5’te verilmistir. Deney grubunda kullanilacak tiim fareler, PCR
sonuglarina gore transgenik-transgenik olmayan ve disi-erkek seklinde farkli kafeslere

yerlestirildi ve 3, 6 ve 12 aylik zaman noktalarina ulasana kadar yetistirildi.

Tablo 4. Deney hayvanlarinin genotiplemesinde kullanilan primer dizileri

Primer | Tm Uriin
Primer Ad1 Primer Baz Dizisi (5’ > 3°) Baz Beklenen
(§(®)
Sayisi Baz Sayis1
Kontrol_Forward | CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGATCT 24 59,3 324
Kontrol_Reverse | GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATCC 25 61,3 324
HTT_Forward CCGCTCAGGTTCTGC TTTTA 20 57,3 170
HTT_Reverse TGG AAG GAC TTG AGG GAC TC 20 59,4 170
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Tablo 5. Deney hayvanlarinin genotiplemesinde kullanilan PCR bilesenleri

Negatif Test Grubu
Reaksiyon Bileseni Kontrol (1 ornek i¢in)

(ul) (u)
ddHz20 12,5 124
10x Reaction Buffer 2,4 2,4
dNTP 0,5 0,5
Kontrol-Forward 1,2 1,2
Kontrol-Reverse 1,2 1,2
HTT-Forward 1,6 1,6
HTT-Reverse 1,6 1,6
Template 4 4
Taq DNA polimeraz - 0,125

25 25

3.3.3 Acik alan (open-field) davranis testi

Hastalik modelinin, hastalik belirtilerini gosterip gostermedigini kontrol etmek
icin YAC128 ve LM farelere agik alan testi uygulandi. Ag¢ik alan testi, spontan
lokomotor aktivite ve anksiyete benzeri davranis 6l¢iimiinde kullanilan bir test oldugu
icin HH fare modelinin degerlendirilmesinde kullanildi. Anksiyete benzeri davranigin
degerlendirilmesinde merkez ve kenarlarda gegirilen siireler bu test ile 6l¢iilebilir (80).
Yapilan deneylerde, test hayvaninin acik alan merkez alaninda (40x40) ve diizenek
kenarlarinda gecirdigi siireler tespit edildi. Ayrica farelerin hareketliligi ve ortalama
hizlar1 gibi parametreler g6z Oniinde bulundurularak lokomotor aktiviteleri

degerlendirildi.

Deneye baslamadan 6nce fare kafesleri, deney diizeneginin bulundugu odaya 30
dk once getirildi ve farelerin davranis testinin yapilacagi ortama uyumlart saglandi.
Fareler, gece-giindiiz dongiisiindeki gece fazinin ilk yarisinda test edildiler. Diizenegin
bulundugu oda, motor eksiklikleri ortaya ¢ikarmaya yardimei oldugu igin kirmizi log
151k ile aydinlatildi (81). Agik alan test diizenegi, 80x80x40 cm boyutunda siyah
pleksiglastan yapilmistir. Deney protokolii olarak, platform zemininde bir dis alan

(open field arena), bir open field alan1 (40x40) ve bir de merkez noktasi bilgisayar
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yazilimi (EthoVision XT 9, Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA)
kullanilarak olusturuldu (Resim 1).

Open field arenasi

@<+ Merkez nokta / Calibration (all arenas)
distance: 80 cm
40 cm
80 cm

Resim 1. Acik alan (Open field) testi diizenegi. Test diizenegi, A’da sematik, B’de ise
kamera goriintiisii olarak gosterildi. Sistemin programa tanitilabilmesi i¢in merkez
nokta isaretlenerek, merkez alanin etrafinda gergekte var olmayan 40x40 cm
boyutunda open field (acik alan) alani ve sistemin tiim alani icin de 80x80 cm
boyutunda open field arenasi ¢izildi.

Test edilecek fare, kuyrugundan tutularak platformun ortasina yerlestirildi ve
farenin hareketleri, platformun 230 cm yukarisinda, yazilima bagl kamera ile
kaydedildi. Her bir fare i¢in, 10 dk takip yapildi ve belirlenen parametrelere gore fare
hareketleri ve hareket siireleri kaydedildi. Fareler aras1 geciste platform 6nce %70

etanol, sonra dH20 ile silindi ve kurutuldu.

3.3.4 MALDI kiitle spektrometresi goriintiileme

3.3.4.1 Beyin dokularmin eksizyonu ve saklanmasi

Davranis deneyleri tamamlanan tiim fareler izofluran kullanilarak anestezi altina
alind1 ve hizlica beyinleri ¢ikartilarak, sivi nitrojen lizerine yerlestirilmis alliminyum
folyo iizerinde donana kadar (~3-5 dk.) bekletildi. Tiim beyin dokulari, ileriki deneyler
i¢in -80°C dolabinda muhafaza edildi.
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3.3.4.2 Beyin doku kesitlerinin alinmasi

Beyin dokularindan alinacak kesit bolgeleri, Paxinos ve Franklin’ in beyin atlasi
(The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates) referans alinarak se¢ildi. MALDI-MSI
deneyleri igin dokulardan cryostat (Thermo) yardimiyla Poly-L-Lysine (PLL)
kaplanmis Indium Tin Oxide (ITO) lamlarin (Bruker, #8237001) iizerine 10 pm’lik
koronal kesitler alindi. ITO lamlar, kesit alinmadan Once cryostat igerisine
yerlestirilerek sogutuldu. Doku kesitleri firgalar yardimiyla ITO lam yiizeyine
yerlestirildi ve dokunun tamamen lama yapismasi saglandi. Ardindan dokularin

kurutulmasi amaciyla lamlar desikatorde yaklasik 1 saat bekletildi.

3.3.4.2.1 12 ayhk fare beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI analizi 6ncesi

yikanmasi

Desikatorden alinan lamlara tripsinizasyon isleminden once, hicre lipitlerini ve
diger kalintilar1 uzaklagtirabilmek amaciyla %70 etanol (30 sn), %100 etanol (30 sn),
Carnoy’s soliisyonu (2 dk), %100 etanol (30 sn), %40 etanol (30 sn) yikama protokolii
uygulandi. Yikama sonrasi, tripsinizasyon etkinligini kontrol etmek amaciyla lam
tizerine dokulardan uzak bir bolgeye 1 pl BSA proteini damlatildi. Lamlar tekrardan

desikatore alinarak 30 dk boyunca kurutuldu.

3.3.4.2.2 3,6 ve 12 aylik fare beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI analizi

oncesi yikanmasi (iyilestirilmis protokol)

Desikatorden alinan lamlara tripsinizasyon isleminden once, hicre lipitlerini ve
diger kalintilar1 uzaklagtirabilmek amaciyla +4°C’de sogutulmus soliisyonlar (%70
etanol (30 sn), %100 etanol (30 sn), Carnoy’s soliisyonu (2 dk), %100 etanol (30 sn),
%40 etanol (30 sn) ve %100 etanol (5 sn)) ile yikama protokolii uygulandi. Yikama
sonrasl, tripsinizasyon etkinligini kontrol etmek amaciyla lam iizerine dokulardan

uzak bir bolgeye 1 pul BSA proteini damlatildi.
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Lamlar tekrardan desikatore alinarak 30 dk boyunca kurutuldu. Soliisyonlarin
sogutularak kullanilmast doku tizerindeki delokalizasyonda azalmaya sebep olarak

daha iyi sonuglar elde etmemizi sagladi.
3.3.4.3 Tripsinizasyon

Tripsin enzimi (Trypsin Gold, MS Grade, Promega), 50 ul , 50mM asetik asit ile
¢oziliip 10 ayr tiipe (2ug/ul) alikuatlandi. Kesitler {izerine uygulanan tripsin, son
konsantrasyonu 100 ng/ul olacak sekilde %5 ACN igeren 50 mM amonyum bikarbonat
soliisyonu ile diliie edildi. Tripsin enzimi ¢6zeltisi, doku kesitlerinin bulundugu 1TO

lam tizerine SunCollect Sprayer (SunCrom) yardimi ile piiskiirtiildii.
3.3.4.3.1 12 aylik fare beyin doku Kesitleri iizerine tripsin enzimi uygulanmasi

12 aylik fare beyin dokular1 igin kesitlerin ITO lam iizerine alinma sekli Resim
2’de gosterilmistir. Resim 2 {izerinde isaretlenmis olan alana (50 mm x 25 mm) tripsin
enzimi uygulandi. 10 pum kalinliktaki beyin kesitlerine, 2 bar basingta, nuzzle
yiiksekligi (z) 27 mm, akis hiz1 10 pl/dk ve 8 dongii parametrelerine sahip metod
kullanildi. Tripsin uygulamasini takiben, kesitler SunDigest (SunCrom) cihazinda
45°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 11). Tripsinizasyon isleminin ardindan,

kesitler tizerindeki peptitlerin sabitlenmesi igin lamlar desikatérde 30 dk kurutuldu.

J-.-----------“---------- x

X

Resim 2. 12 aylik fare beyin doku kesitleri i¢in temsili ITO lam gorintiisii.
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Sekil 11. Tripsinizasyon boyunca SunDigest cihazinda degisen parametreler.

3.3.4.3.2 3,6 ve 12 aylik fare beyin doku Kesitleri iizerine tripsin enzimi

uygulanmasi (iyilestirilmis protokol)

3, 6 ve 12 aylik fare beyin dokulari i¢in kesitlerin ITO lam tizerine alinma sekli
Resim 3’te gosterilmistir. Resim 3 {izerinde isaretlenmis olan alana (25 mm x 25 mm)
tripsin enzimi uygulandi. 3, 6 ve 12 aylik fare dokular1 i¢in 10 um kalinliktaki beyin
kesitlerine, 2 bar basingta, nuzzle yiiksekligi (z) 29 mm, akis hiz1 10 pl/dk ve 8 dongii

parametrelerine sahip metod kullanildi.

Resim 3. 3, 6 ve 12 aylik fare beyin doku kesitlerinin her biri igin temsili ITO lam
goruntiisu.

Ornek hazirligmin iyilestirilmesi igin yapilan denemelerde, 12 aylik dokularin
analizindeki alinma geklinin aksine kesitlerin lamm merkezinde, birbirine yakin ve
daha kiiciik bir alan igerisinde olacak sekilde alinmig olmasinin tripsinizasyon islemini
iyilestirdigi tespit edildi. Tripsin piiskiirtmesi yapilacak alanin kii¢iiltiilmesi sayesinde,

dongiiler arasi siire kisaldigi i¢in bir onceki dongiide piirkiirtiilmiis olan enzim doku
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yiizeyinde kurumadan sonraki dongiiye gecis yapilmis oldu. Boylece, hem kullanilan
enzim miktar1 azaltilmis oldu hem de en 6nemlisi enzimin etkinligi korunmus oldu.
Piiskiirtiilmiis olan enzimin Kkesitler tiizerinde kurumasina miisaade etmeden

inkiibasyon basamagina gecildi.

Tripsin uygulamasin takiben, kesitler SunDigest (SunCrom) cihazinda 45°C’de
da 2 saat inkiibasyona birakildi (Sekil 11). Tripsinizasyon isleminin ardindan, kesitler

tizerindeki peptitlerin sabitlenmesi i¢in lamlar desikatérde 30 dk kurutuldu.

3.3.4.4 Matriks uygulamasi

MALDI-MSI uygulamasinda peptit analizi yapilacagi igin uygun matriks olarak
2,5- Dihydroxybenzoic acid (DHB) (Bruker) kullanildi. DHB, 30 mg/ml
konsantrasyonda %50 asetonitril (ACN) ve %0.2 Trifluoroasetik asit (TFA) ile
coziilerek 1 dakika vorteks yapilip 30 dk sonik banyoda bekletildi. Ardindan 18.000 x
g’de 10 dakika santrifiij edildi. Matriks kaplamasi, tripsinizasyon islemi uygulanan
lam iizerine SunCollect Sprayer (SunChrom) cihazi ile gerceklestirildi. Matriks
kaplama protokolii, 2 bar basingta, z pozisyonu 24 mm, ilk katmanda piiskiirtme hizi

10 pl/dk, diger 4 katmanda ise 35 ul/dk olacak sekilde uygulandi.

Matriks kaplamasi tamamlandiktan sonra cihaz kalibrasyonu i¢in kullanilacak
olan peptit standardi 1:1 oraninda matriks soliisyonu ile karistirilarak lam tizerinde

kesitlerden uzak bir bolgeye damlatildi ve kurumasi beklendi.

MALDI TOF/TOF cihazinda ITO lam iizerinde lazer atiglarinin dogru noktalara
denk gelebilmesi i¢in, lamin lokalizasyon bilgisinin cihaza tanitilmasi gerekmektedir.
Bu sebeple lama matriks kaplamasi yapilmadan 6nce, organik solventte ¢oziinmeyen
bir isaretleyici ile lam iizerine isaretlemeler yapilarak, yiiksek c¢oziintirlikteki bir
tarayict ile 4800 dpi’da tarand:r (Resim 2 ve Resim 3). Dijital ortama alinan lam
goriintisii, MALDI TOF/TOF bilgisayarmna aktarildi. Lam tizerindeki X isaretlemeleri
kullanilarak, cihaz kontroliinii saglayan FlexControl programina lam iizerindeki

kesitlerin lokalizasyon bilgileri tanitildi.
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3.3.45 MALDI kiitle spektrometresi goriintiileme (MSI) analizi

MALDI-MSI analizleri kurumumuzda bulunan Bruker RapifleX MALDI
TOF/TOF cihazinda yapildi. Ornek analizinden énce, cihazin iyon kaynaginin
temizligi, optik ve lazer ayarlari, dedektor kontroli ve kalibrasyonu kontrol edilerek
gerekli ayarlamalar FlexControl programi ile yapildi. Cihazin kalibrasyonu i¢in Resim
4’te igerigi verilen Peptide Calibration Standard 1l (CARE Products, Bruker)
kullanildi. Ticari olarak liyofilize halde temin edilen kalibrant 125 pl %0,1 TFA ile
kisa bir vorteks islemi ile ¢6ziildii. Siirekli dondurup ¢6zme islemlerinden zarar

gormemesi i¢in 2 pl’lik alikotlar ayrildi.

Peptide [M+H]® Mono isotopic [M+H]* Average
Bradykinin 1-7 757.3992 757.86
Angiotensin Il 1046.5418 1047.19
Angiotensin | 1296.6848 1297 .49
Substance P 1347.7354 1348.64
Bombesin 1619.8223 1620.86
Renin Substrate 1758.9326 1760.03
ACTH clip 1-17 2093.0862 2094 43
ACTH clip 18-39 2465.1983 2466.68
Somatostatin 28 3147.4710 3149.57

Resim 4. Peptit kalibrasyon standart II igerigi.

ITO lamlar “MTP Lam Adaptor II” adaptoriine yerlestirilerek cihaza verildi.
FlexImaging programiyla lam {izerindeki bolgeler FlexControl’e tanitildi. FlexControl
programinda kullanilacak olan metod, reflector modda 700-3200 Da kiitle araligi, 50
pm tarama araligi ve lazer vurusu 1000 olacak sekilde ayarlandi. Bu metod hem
kalibrasyon hem de 6rnek analizleri i¢in kullanildi. FlexControl’de metod secildikten
sonra ‘Calibration” sekmesine gelerek kalibrantin bulundugu alana arka arkaya lazer
atist yapildi. Metodta +10(Err/ppm) hata aralign géz Oniinde bulundurularak
kalibrasyon yapildi. Ardindan tripsinizasyonun gerektigi diizeyde olup olmadigim
gozlemlemek amaciyla lam iizerine damlatilmis ve kesitlerle birlikte tripsinizasyon
islemine tabi tutulmus BSA’nin bulundugu bolgeye lazer atislari yapilip data toplandi.
Sekil 12°teki gibi bir kromatogram elde edildiginde 6rnek hazirligi basarili kabul edildi
ve dokularin analizleri baslatildi. Her analiz sonrasinda cihaz vakumdan kesilerek iyon
kaynag1 firma tarafindan gosterildigi gibi temizlendi ve sonraki analizler i¢in cihaz

hazirlandi.
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Sekil 12. Temsili BSA kromatogram goriintiileri.
3.3.4.6 MALDI-MSI analiz datalarinin islenmesi

MALDI-MSI analiz protokolii YAC128 ve LM beyin dokularina uygulandi ve
elde edilen veriler SCIiLS 2D (Bruker) yazilimi kullanilarak analiz edildi. SCiLS 2D,

MALDI-MSI sonuglarinin veri madenciligi analizi igin kullanilan bir yazilimdir.

MALDI-MSI analizleri igin 6rnek hazirligindan data islenmesine kadar izlenen is
akis1 Sekil 13’de, MALDI-MSI datalarmin islenmesinde izlenen is akisi ise Sekil

14’teki gorseller ile 6zetlenmistir.
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Sekil 13. MALDI-MSI analizinin toplam is akis.
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Sekil 14. MALDI-MSI analiz datalarinin igslenmesindeki toplam is akisi.



3.3.4.6.1 SCIiLS 2D yazilim ile dokularin segmentasyon analizleri

Her bir zaman noktasi i¢in (3, 6 ve 12 ay) 6 tane YAC128 ve 6 tane LM beyin
dokusundan elde edilen analiz verileri, yazilim kilavuzunda ve literatiirdeki cesitli
calismalarda (82) belirtildigi tizere “interval width: 0.156 Da”, “interval processing
mode: mean value on interval” ve “baseline removal algorithm: deconvolution” ve
“TIC” parametreleri ayarlanarak yiiklendi. Ardindan bu parametreler kullanilarak
yapilan yiikleme sonrasi otomatik segmentasyon analizi gerceklestirildi.
Segmentasyon analiziyle belirlenen bolgelerin (R1, R2, R3 ve R4) verileri programdan

ayr1 ayr1 kaydedilerek internal kalibrasyon asamasina gecildi.

3.3.4.6.2 m/z degerlerinin internal kalibrasyon ile diizeltilmesi

Her ne kadar ITO lamlar hazirlanip cihaza verilirken peptit standardi ile cihazin
external kalibrasyonu yapilsa da elde edilen sonuglarin giivenilirligini arttirmak ve
farkli glinlerde yapilan analizler arasindaki varyasyonlari elimine etmek amaciyla
internal kalibrasyon yapilmasi gerekmektedir (83). Yapilan literatiir arastirmalart
dogrultusunda yetiskin fare beyin dokusunda bol miktarda bulunan Myelin Basic
Proteini (MBP)’nin bilinen m/z degerlerine gore internal kalibrasyon yapildigi
gozlendi (84). Ayrica, tripsinin triptik otoliz peptitlerinin de internal kalibrant olarak
kullanilabilecegi tespit edildi (85-87). Sonu¢ olarak mMass yazilimi kullanilarak
MBP’nin bilinen m/z degerleri ve tripsinin triptik otoliz peptitlerine goére internal

kalibrasyon gerceklestirildi (Sekil 15).

Sekil 15. mMass yazilimi ile internal kalibrasyonun temsili goriintiisii. a)
Kalibrasyon 6ncesi, b) Kalibrasyon sonrasi verilerin goriintimii.
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3.3.4.6.3 lintensite verilerinin normalize edilmesi

Yapilan literatlir arastirmalar1 sonucunda intensiteler, kiitle spektrumlarimi
etkileyebilecek sistematik artefaktlar1 ortadan kaldirmak ve ayrica giinlik cihaz
dalgalanmalarindan kaynaklanan deneysel varyasyonu en aza indirmek amaciyla
normalizasyon faktorii uygulanarak normalize edildi (88). Bu ve bundan sonraki
asamalar i¢in veriler Excel programina aktarildi. Her bolgeye ait YAC128 ve LM
datalarinin intesitelerine kendi i¢lerinde total intensite normalizasyon uygulandi.
Tablo 6’da uygulamanin nasil yapildigina dair 6rnek olarak 800.025 m/z’nin farkli
dokulardan elde edilen intensite degerlerinin normalizasyon hesaplamalari verildi.
Kisaca, her bolgenin kendisine 6zgii (R1, R2, R3 ve R4 igin ayr1 ayn) total intesiteleri
kendi icinde toplandi ve en kiigiik toplama boliinerek normalizasyon faktori elde
edildi. Mevcut intensite degerleri bu faktor ile boliniip normalize intensite degerleri

belirlendi.

Tablo 6. Total intensite normalizasyon hesaplamasi 6rnegi

3.ay-R1
m/z LM-1 | LM-2 |LM-3 | LM-4 | LM-5 | LM-6 | YAC-1 | YAC-2 | YAC-3 | YAC-4 | YAC-5 | YAC-6
800.025

intensiteler
Toplami

37659.16 | 19750.69 | 9930.24 | 12068.74 | 13593.79 | 12507.05 | 34722.76 | 24638.04 | 12977.19 | 12298.65 | 13812.38 | 10567.31

Normalizas-
yon Faktori

3.79 1.99 1.00 1.22 137 1.26 3.50 2.48 131 1.24 1.39 1.06

intensite 0.38 0.23 0.28 0.35 0.47 0.54 0.28 0.33 0.40 0.42 0.51 0.45

Normalize

. . 0.10 0.12 0.28 0.29 0.34 0.43 0.08 0.13 0.30 0.34 0.37 0.42
Intensite

3.3.4.6.4 Verilerin gruplandirilmasi (data binning)

Pik toplama (peak picking) sonucunda gercek pik olarak programin tespit ettigi
kiiglik farkliliklar gosteren m/z degerlerinin tek bir m/z degeri olarak goziikebilmesi,
spesifik bir m/z i¢in her dokudan gelen o m/z’ye karsilik gelen intensiteler arasinda
istatiksel test yapilabilmesi ve spektralarin karsilastirabilmesi amaciyla elde edilen
m/z’ler (700-3200 araliginda) 0.02 Dalton araliklarla gruplandirildi (data binning)
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(89). YAC128 veya LM grubu iginde minimum 3 intensite degeri igeren m/z degerleri

i¢in daha ileri istatistiksel analizler uygulandi.

0.02 Dalton araliklarla gruplandirma (binning) yapilmasinin sebebi, Sekil 16°te
goriildiigii iizere mMass yazilimi kullanilarak yapilan internal kalibrasyon sonucunda
MBP peptitleri ve tripsinin en c¢ok bilinen otoliz peptitleri ile analiz verilerinin

eslesmesinden elde edilen hata oraninin 0.02 Da’dan kiigiik olmasidir.

Sonug olarak, bir m/z degerine karsilik 12 farkli dokunun (6 YAC128, 6 LM)
kalibre edilmis intensite degerleri elde edildi. Bu uygulama ile YAC128 ve LM

dokularindaki ilgili m/z degeri icin intensitelerin karsilastirilmast miimkiin kilindi.

] [reference m/z | error (Da)
Myelin Basic Protein (8-14) [M+H]+ 832.4523
Myelin Basic Protein (187-195) [M+H]+ 944.4544
Myelin Basic Protein (9-17) [M+H]+ 962.5153
Myelin Basic Protein (240-249) [M+H]+ 1063.4949
Myelin Basic Protein (229-239) [M+H]+ 1081.5748
Myelin Basic Pratein (211-222) [M+H]+ 1460.7168
Myelin Basic Protein (223-236) [M+H]+ 1491.8278
2 % 0.015 . 3§ .
EU 010 =5 ¢
5 ¢ & ¢ e
0.005 & d
e e o 0
0.000 r
. 50"
-0.005 ot
-0.010{ -104
o
-0.015 L 2

1000 1500 2000 2500 3000 1000 1500 2000 2500 3000

I: mfz mfz

1 reference m/z  error (Da) 2
Trypsin (209-216) [M+H]+ 906.5044 T ry
Trypsin (1-8) [M+H]+ 952.3894 00.0154
Trypsin (148-157) [M+H]+ % 5
rypsin ( ) [M+H] 1006.4874 gomof
0.005
Trypsin (58-72) [M+H]+ 17138084
Trypsin (217-231) [M+H]+ 1736,8425 0.000
Trypsin (116-133) [M+H]+ 768,
ypsin ) [M+H] 1768,7993 00| o
Trypsin (58-76) [M+H]+ 2083,0096 .0.0104 D
Trypsin (158-178) [M+H]+ 2158.0307
Trypsin (58-77) [M+H]+ 2211.1040 0.015{
Trypsin (78-97) [M+H]+ 22683.1802 1000 1500 2000 2500 3000
[ Trvpsin (179-208) (M1 3013.3237 miz

Sekil 16. mMass yazilimi ile yapilan internal kalibrasyon sonrasi eslesme hata
oranlarinin temsili tablosu ve grafikleri. a) 1. MBP i¢in eslesme hata oranlar1 (Da), 2,
3. MBP i¢in eslesme hata oranlarinin grafiksel gdsterimi (Da ve ppm). b) 1. Tripsin
peptitleri i¢in eslesme hata oranlar1 (Da), 2, 3. Tripsin peptitleri eslesme hata
oranlarinin grafiksel gosterimi (Da ve ppm).

44



3.3.4.7 lstatistiksel analizler

MALDI-MSI analizlerinde ilgilenilen bolgenin analizlerindeki piksel noktasinin
1000'den fazla olmasi sebebiyle bolgesel analiz i¢in, veri sayisindan bagimsiz olan
Cohen'’s testi sayesinde, istatistiksel testlerden daha anlamli sonuglar elde edilmesi
saglandi. Data binning sonucunda elde edilen ilgili m/z degerlerine karsilik gelen
YACI128 ve LM dokularina ait intensite degerlerine Cohen’s d-test uygulandi (90).
Cohen’s d-test i¢in anlamlilik degeri d > 0.8 olarak belirlendi. Sonraki asamada,
Cohen’s degeri 0.8’den biiyiik olan intensite degerlerine SPSS (IBM Statistics)
araciligiyla normal dagilim testi uygulandi. Normal dagilim gosteren intensite
degerlerine independent t-test (non-parametrik) uygulanirken, normal dagilim
gostermeyen degerlere ise Mann Whitney U testi (parametrik) uygulandi ve p < .05

anlamlilik degeri olarak kabul edildi.

3.3.4.8 LC-MS/MS analizleri ile protein tammlama

MAVLDI-MSI analizi sonucunda YAC128 ve LM dokularindan elde edilen peptit
m/z degerlerinin ait oldugu proteinleri tanimlamak amaciyla direkt beyin kesitinden

ekstrakte edilen peptitlerin LC- MS/MS analizleri gerceklestirildi.

3.3.4.8.1 Doku kesitlerinden LC-MS/MS analizi i¢in 6rnek hazirlanmasi

MALDI-MSI deneylerinde kullanilan beyin dokularindan cryostat yardimiyla 4
ardigtk 10 um’lik koronal beyin kesitleri Lo-Bind (Eppendorf) tiiplere alindi ve
homojenize edildi. Homojenizasyon igin doku kesitleri tizerine, igerisinde %1 PIC
(proteaz inhibitor kokteyli) bulunan 50 ul UPX (Expedeon) soliisyonu eklendi.
Sonikator yardimiyla buz iizerinde dokularin lizisi gergeklestirildi. Ardindan tiipler 15
dakika 95°C 1000 rpm’de ¢alkalanarak kaynatildi ve ardindan 30 dakika boyunca
+4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 10 dakika 16.000 g’de santrifiij edildikten
sonra elde edilen siipernatant temiz Lo-Bind tiiplere alindi ve daha 6nce dataylica
anlatilan FASP protokolii takip edildi (79).
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3.3.4.8.2 LC-MS/MS analizi

Beyin doku kesitlerinden elde edilen peptitlerin analizi i¢in kurum biinyesinde
bulunan nanoLC-ESI-QTOF (Waters, Xevo G2-XS) sistemi kullanildi. Analizlere
baslamadan 6nce, cihaza 6zgi MassLynx programi kullanilarak (V4.1- Waters) 200
po/ul Leucine enkephalin ile detektor kontrolii ve 100 fmol/ul Glu-1-fibrinopeptit B
ile cihazin kalibrasyon ayarlari yapildi. SONAR kiitle spektrometresi metodu ve
sensitivite modu secildi. FASP protokolii sonunda elde edilen triptik peptitler cihaza
verildi. Enjeksiyonu yapilan 6rnek énce nanoACQUITY UPLC M Class kromatografi
sistemi tizerinde bulunan trap kolonundan (ZENFIT-nanoEase MZ Symmetry C18
Trap Column, 100A, 5 pum 180 um x 20 mm, Waters-186008821) gegirildi ve daha
sonra hidrofobikliklerine gore ayrimin yapilacagi analitik kolona (ZENFIT- nanoEase
MZ HSS T3 Column, 100 A, 1.8 pm, 75 um x 250 mm, Waters-186008818)
yonlendirildi. Asetonitril grandienti, %5-35 araliginda arttirilarak peptitlerin kolondan
ayrilmasi saglandi ve elektrospray iyonlasmasi sonucu kiitle spektrometresinde analiz
edildi. Analiz esnasinda, m/z 50-2000 araliginda tanimlanabilecek peptitler igin veri
toplandi. 0,7 sn MS analizi gerceklestirildi ve peptidin biitiinii hakkinda bilgi toplandi.
Ardindan 0,7 sn MS/MS analizi yapilip peptidin pargalanmasi ve sekans bilgisinin elde
edilmesi saglandi.

Protein tanimlamalar1 yapilirken UniProt/SwissProt protein veri bankasindaki
fareye ait protein sekans bilgisi kullanildi. Progenesis QIP yazilimi (Waters, 2018)
kullanilarak protein tanimlamasi ger¢eklestirildi. Tanimlamalar yapilirken fragment
yiikii +2 ile +5 araliginda filtrelendi, prekiirsor kiitle toleransi <10 ppm, protein ve
peptit yanlis kesif oranlar1 (False Discovery Range-FDR) <1 olarak ayarlandi ve en az

3 benzersiz peptit ile tanimlanan proteinler dikkate alindi.

3.3.4.9 MALDI-MSI analiz sonuglari ile protein belirleme

YAC128 ve LM dokular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi
tespit edilen m/z degerlerinin hangi proteinlere ait oldugu bilgisini bulabilmek igin
doku kesiti LC-MS/MS analizinden elde edilen proteinlere ait sekans bilgisi kullanildi.
Schober ve ark.’larinin belirttigi gibi (91) MALDI-MSI m/z degerleri ile LC-MS/MS
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datasinin eslestirilmesinde minimum ppm hata orani ile eslestirme kurali uygulandi
(Sekil 17). 12 aylik farelerin analizlerinden elde edilen veriler minimum ppm hata
orani ile eslestirilirken, 3, 6 ve 12 aylik farelerin analizlerinden elde edilen veriler

maksimum +5 ppm hata orani1 baz alinarak eslestirildi.

MALDI-MSI LC-MS/MS
m/z degerleri Peptitleri

LC-MS/MS peptitlerini,
min ppm hata ile MALDI-MSI
m/z degerleri ile eslestirme

LC-MS/MS sekans bilgisinden
protein tanimlamalarinin
gerceklestirilmesi

Sekil 17. MALDI-MSI ve LC-MS/MS datalarinin eslestirilmesi.
3.3.5 Immunohistokimya analizi

Kullanilan fare modelinin hastalik patolojisine sahip olup olmadigi
immiinohistokimyasal boyama teknigi ile gosterildi. Ayrica 12 aylik dokularin
MALDI-MSI analiz sonuglarinin validasyonlar1 i¢in de immiinohistokimya ydntemi

kullanildi.

Taze dondurulmus beyin dokularindan cryostat (Thermo) yardimiyla, PLL kaph
lamlar (Thermo) iizerine tiim beyinden 18 pm’lik koronal kesitler alind1. Uzerine kesit
alinan lamlar 20 dk boyunca 40°C 1sitici tizerinde bekletilerek kesitlerin lam tizerine
fiksasyonu saglandi ve ardindan immiinhistokimya deneyleri yapilana kadar -20°C’de

muhafaza edildi.
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Immiinohistokimyasal boyamas: yapilacak kesitleri igeren lamlar -20°C’den
cikartildiktan sonra 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan, %4 paraformaldehit
(PFA) cozeltisi igerisinde 15 dk calkalanarak inkiibe edildi. PFA inkiibasyonu
sonrasinda, PFA’nin uzaklastirilmasi i¢in 3 kez 5’er dakika PBS yikamasi yapildi.
Hiicre ici peroksidaz enzimlerinin bloke edilmesi i¢in hidrojen peroksit bloklamasini
(%0.3 H202 metanol i¢inde, 30 dk) takiben doku kesitlerinin etrafi hidrofobik kalem
ile ¢izildi ve kesitlerin tizeri kaplanacak miktarda BSA (%3, Sigma-Aldrich, A2153)
soliisyonu kullanilarak oda sicakliginda 1 saat bloklama yapildi. Ardindan lam
tizerindeki kesitler, bloklama soliisyonu igerisinde belli diliisyon oranlarinda (Tablo 7)
hazirlanan birincil antikorlar ile +4°C’de gece-boyu inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1
PBS yikamalarinin ardindan, doku kesitleri yine bloklama soliisyonu iginde belli
oranlarda hazirlanan ikincil antikorlar (Tablo 7) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. PBS yikamalari ile baglanmayan materyaller uzaklastildiktan sonra peroksidaz
substratt olan DAB (VectorLabs, SK-4100) soliisyonu kullanilarak boyamalar
gerceklestirildi. Fluoromount aqueous mounting medium (Sigma) kesitler iizerine
damlatildi ve lamel ile kapatildi. Antikor spesifik boyanmalar Axio Vert. Al (Carl

Zeiss) mikroskobu ile goriintiilendi.

12 aylik farelerin beyin dokularinin (n = 3) anti NeuN boyamasi, ImageJ yazilim
(National Institutes of Health, ABD) kullanilarak degerlendirildi (92). Makro komutu
ile tim kesitlere esit muamele uygulanmasi saglandi ve sirasiyla su parametreler takip
edildi; 8-bit'e ikililestirme (binarization to 8-bit), otomatik yogunlukla esikleme
(thresholding with auto intensity) ve DAB boyamasinin oldugu nispi alanin 6l¢iimii
(measurement of the relative area covered by DAB staining). Istatistiksel analizlerde
varyans homojenligi Levene's Equality of Variances testi ile degerlendirilirken, normal

dagilim gosteren verilere independent student t test uygulandi.
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Tablo 7. immiinohistokimya analizlerinde kullanilan antikorlar, markalar1 ve diliisyon
oranlari

Antikor Marka Diliisyon
Birincil Anti Huntingtin, EM48 Millipore — MAB5374 1:50
Birincil | GFAP Abcam — ah7260 1:1000
Birincil Anti-NeuN Abcam — ab177487 1:500
ikincil Kegi anti-fare 1gG-HRP Santa Cruz - sc-2005 1:1000
ikincil Kegi anti-tavsan IgG-HRP Santa Cruz - sc-6721 1:1000

3.3.6  Western blot yontemi ile elde edilen sonug¢larin validasyonu

3.3.6.1 Protein orneklerinin hazirlanmasi

3, 6 ve 12 aylik dokularin MALDI-MSI analiz sonuglarina gore, R1 (6. ve 12.
ornekleri) veya R4 (3. ve 12. ay ornekleri) bolgeleri, MALDI-MSI analizi yapilmis
kesitlere ardisik olan doku kesitlerinden dikkatlice disekte edilerek LoBind tiiplere
aktarildi. Bu bolgelerden elde edilen protein 6zleri, proteomik bulgulari dogrulamak
icin kullanildi.  Tipler igerisindeki kesitler %1 PIC igeren UPX solisyonu ile
homojenize edildi. Karistm 95°C’de 15 dk kaynatildi ve 1 saat siireyle +4°C’de
bekletildi. Ardindan, 16000 g’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant alinarak yeni

LoBind tiiplere koyuldu ve analizler ger¢eklestirilene kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.3.6.2 Western blot yontemi

Analizde kullanilacak jeller TGX Stain-Free FastCast (12%) akrilamid kitinde
onerilen protokole uygun olarak hazirlandi. Resolver soliisyonu; esit miktarlarda
resolver A ve resolver B soliisyonlar1 %0,5 APS ve %0,05 TEMED igerecek sekilde
hazirlandi. Stacker soliisyonu; esit miktarlarda stacker A ve stacker B soliisyonlarina
%0,5 APS ve %0,1 TEMED eklenerek hazirlandi. 0.75 mm aralikli cam plakalar

arasina soliisyonlar paylastirildi ve 30 dakika polimerize olmalar1 beklendi.
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-80°C’den alinan o6rneklerin Bradford yontemi ile protein konsantrasyonu tespit
edildikten sonra 10 ug protein, %5 BME igeren 2X Laemmli 6rnek tampon ¢ozeltisi
ile karistirildi ve 95°C’de 5 dk kaynatilarak denatiire edildi. Hazirlanan jel, yiiriitme
tankina yerlestirildi ve tankin i¢i 1X Biorad yiiriitme tampon ¢o6zeltisiyle (35 mM SDS,
250 Mm Tris, 1,92 M Glisin; pH: 8,3) dolduruldu. Ilk kuyucuga 5 puL molekiiler
standart, sonraki kuyucuklara denatiire edilmis protein 6rnekleri yiiklendi yaklasik 30
dk 200 V’da yiritildi. Yiritme isleminden sonra jeller ChemiDoc (Biorad)
goriintileme cihazi kullanilarak ektive edildi. Biorad Trans-Blot semi-dry transfer
sistemi ve Trans-Blot Turbo RTA Mini PVDF Transfer Kit kullanilarak jeldeki
proteinler membrana transfer edildi. Transfer cihazina, en alta ve en iiste transfer
tampon ¢ozeltisinde (25 mM Tris, 1,92 M Glisin; pH:8,3) bekletilen kurutma kagitlar
ve araya %100 metanolde aktiflestirilen membran ile yiirimesi tamamlanan jel
koyuldu. Cihazda, 2,5 A 25 V’da molekiiler agirligi 30 kDa’dan kii¢iik proteinler igin
5 dk, 50- 150 kDa arasinda olanlar i¢in 7 dk, 150 kDa’dan ¢ok olanlar i¢in 10 dk olan

parametreler kullanildi.

Transfer sonrast membran PBST ile yikanarak ChemiDoc’ta goriintiilendi.
Membran, bloklama soliisyonu (PBS’te ¢oziilmiis %5 yagsiz siit tozu) i¢erisinde 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra membranlar bloklama soliisyonunda
belirlenen miktarlarda (Tablo 8) hazirlanan birincil antikorlar ile oda sicakliginda 2
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1t PBST yikamalarinmn ardindan birincil antikor
ile uyumlu ikincil antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon yapildi. Renksiz
molekiiler standardin goriintiilenebilmesi igin HRP-konjuge streptaktin (1:10.000) ile
5 dk inkiibe olan membranin PBST ile yikamasi yapildi ve ECL Kiti kullanimu ile

membranlar ChemiDoc gériintilleme cihazinda goriintilendi.
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Tablo 8. Western Blot validasyonlarinda kullanilan antikorlar, markalar1 ve diliisyon
oranlari

Antikor Marka Diliisyon

Birincil HSP70 Santa Cruz — sc-32239 1:500

Birincil NogoA (Reticulon-4) Abcam — ab62024 1:1000
Birincil eEF2 Cell Signaling — 2332 1:1000
Birincil TAU Santa Cruz — sc-58860 1:200

Birincil B-Actin Santa Cruz - sc-47778 1:2000
Ikincil Kegi anti-fare 1gG-HRP Santa Cruz - sc-2005 1:4000
IKincil Kegi anti-tavsan [gG-HRP Santa Cruz - sc-6721 1:4000

3.3.6.3 Western blot yontemi ile elde edilen datalarin islenmesi

Normalizasyon, stain-free jel teknolojisi ile 6nerilen protokole uygun olarak
ChemiDoc Image Laboratory yazilimi (versiyon 6.1) ile gerceklestirildi. Membran
transferi sonrasi elde edilen blot goriintiisiinde, her bir kuyucuktaki toplam protein
miktarlarinin antikor inkiibasyonlari sonrasinda agiga ¢ikan hedef protein bant sinyal
yogunluguna oranlanmasiyla normalizasyon gergeklestirildi. Elde edilen
densitometrik veriler Graphpad Prism (versiyon 7.04, GraphPad, La Jolla California
USA, www.graphpad.com) yazilimi ile analiz edildi. Verilerin normal dagilim
degerlendirmeleri Shapiro-Wilks testi ile incelendi. Normal dagilim gosteren verilerin
anlamliligi bagimsiz 6rneklerde independent student t-test ile degerlendirildi. Western
blot sonuglarina ait grafikler yine ayni yazilim kullanilarak hazirlandi ve veriler
sacilim grafiginde ortalama =+ standart hata ortalamasi (standart error of the mean,

SEM) ile gosterildi.

3.3.7 Farkh ekspresyona sahip proteinlerin biyoinformatik analizleri

3, 6 ve 12 aylik dokularin MALDI-MSI analizleri sonucu elde edilen farkl:
ekpresyona sahip proteinlerin biyoinformatik analizini ger¢eklestirmek igin sirasiyla
uygulanan yontemler: (1) Gene Ontology (GO) analizi, biyolojik siireci (biological
process, BP) ve molekiiler islevleri (molecular function, MF) igeren DAVID

veritabani1 (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, siiriim
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6.8) kullanilarak yapildi; (2) DAVID biyoinformatik kaynaklari, Kyoto Genler ve
Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) veritabanina dayali olarak zenginlestirilmis
yolaklar1 belirlemek i¢in kullanildi ve zenginlestirilmis GO terimlerini ve KEGG
yollarin1 ortaya ¢ikarmak igin p degeri < .05 olan bir Fisher's exact testi yapildu.
Baloncuk grafikleri ¢evrimigi bir platformda (http://www.bioinformatics.com.cn/en)

hazirlandi.
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4 BULGULAR

4.1 Genotipleme ile Transgenik Hayvanlarin Belirlenmesi

Transgenik (YAC128) ve transgenik olmayan kontrol grubu (LM) farelerinin ayirt
edilebilmesi i¢in yapilan genotipleme analizleri sonucunda Resim 5’de gosterildigi
gibi, tek bantin gozlendigi kuyucuklardaki ornekler LM farelere aitken, 2 bant

gozlemlenen kuyucuklardaki 6rneklerin YAC128 farelerine ait oldugu belirlendi.

1000bp
500bp
300bp

Kontrol YAC128 LM

Resim 5. Huntington Hastaligi fare modeli dokularinin agaroz jel elektroforezi ile
PCR iirlinlerinin analizi. M, marker; K, kontrol 6rnegi; YAC128, transgenik fare;
LM, transgenik olmayan littermate fare.

4.2 Acik Alan (Open-Field) Davrams Testi Sonuclar:

4.2.1 12 aylk farelerin davranis testi sonuclari

Acik alan davranig testi, temsili takip goriintiisiinde (Sekil 18.b) ve grafiklerde
(Sekil 18.¢) gosterildigi gibi, kaygi, korku ve strese sahip 12 aylikY AC128 farelerinin,
LM ile karsilastirildiginda acik alan merkez bolgesinde daha az zaman gecirdigini
gosterdi. Kaygi 6l¢timii i¢in merkezde gegirilen siire degerlendirildi. Mann-Whitney U
testi, 12 aylik YAC128 farelerinin (Mdn = 39.3) LM farelerine (Mdn = 49.26) gore
onemli diizeyde anksiyete bozukluguna sahip oldugunu gosterdi (U =11.00, z = 2.205,
p =.027) (Sekil 18.c-1) . Farelerin hareketlilik siiresi ve test siiresi i¢indeki ortalama

hizlart spontan lokomotor aktivite 6l¢iimii i¢in degerlendirildi. Hareketlilik siiresini
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karsilagtirmak icin independent student t-test kullanildi. 12 aylik LM (M = 127.10,
SEM = 7.51) ve YAC128 fareleri (M = 37.91, SEM = 6.92) arasinda anlamli bir fark
vardi; t (14) = 8.737, p < .001 (Sekil 18.c-2). Gruplarin ortalama hizlarin
karsilastirmak i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi. Bu teste gore 12 aylik YAC128'in
(Mdn =9.15) LM'den (Mdn = 13.13) daha yavas hareket ettigi (U = 5.00, z = 2.836, p
= .005) belirlendi (Sekil 18.c-3). Bu sonuglar, 12 aylik YAC128 farelerinin, LM
farelerine kiyasla daha inaktif oldugunu gosterdi. Sonug¢ olarak, 12 aylik YAC128
fareleri hareketlilik siiresi, ortalama hiz ve agik alan merkez bolgesinde harcanan siire

acisindan istatistiksel oGneme sahipti (p < .05).

a b LM YAC128

Open Field Area

Acgik Alan
Merkez Bolge

40 cm

80 cm

ol =
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G @ 7] T <
=0 x ©

T = . £
5330 $ 50 &5 1
i 3 ® - g
g 0 T 0 : 0

LM YAC128 LM YAC128 LM YAC128
Gruplar Gruplar Gruplar

Sekil 18. 12 aylik farelerin agik alan testi sonuglart. a) Davranis testi alanini gosteren
temsili sekil. b) Acik alan testi i¢in gruplarin temsili takip goriintiileri. c) Grafikler, (1)
acik alan merkez bolgesinde gecirilen siire, (2) hareketlilik stiresi ve (3) ortalama
hizdaki degisiklikleri gostermektedir. *, (p <.05), **, (p <.001) ve ***, (p = .005).
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4.2.2 3,6 ve 12 aylk farelerin davranis testi sonuglari

Acik alan davranis testi, 3, 6 ve 12 aylik YAC128 ve LM farelerinin kayg1 benzeri
davraniglarin1 ve spontan lokomotor aktivitelerini karsilastirmak ic¢in kullanildi.
Merkezde gegidikleri siire, 3, 6 ve 12 aylik YAC128 ve LM farelerinin kaygi 6l¢timii
olarak kabul edilirken, hareketlilik siireleri ve ortalama hizlari, spontan lokomotor
aktivitelerini gosterdi. Gruplari karsilastirmak icin independent t test kullanildi.
Temsili takip goriintiisiinde (Sekil 19.b) ve grafiklerde (Sekil 19.c, d, e) goriildiigii
gibi, 6 ve 12 aylik YAC128 fareleri (sirasiyla t(10) = 2.94, p =.015; t( 10) =3.76, p =
.004), LM farelerine kiyasla acik alan merkez bolgesinde 6nemli 6l¢iide daha az zaman
gegirdiler (Sekil 19.d-1, e-1). Aksine, 3 aylik YAC128 ve LM farelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir fark gozlenmedi (t(10) = 1.28, p = .231) (Sekil 19.c-1). 3. ayda,
hareket siiresi (t(10) = -1.70, p = .119) (Sekil 19.c-2) ve ortalama hiz (t(10) =-0.91, p
=.386) (Sekil 19, c-3) agisindan YAC128 farelerinin aktivitesinde LM farelerininkine
gore anlamli bir fark gézlenmedi. 6 ve 12 aylik YAC128 fareleri, LM farelerine kiyasla
onemli derecede hipoaktivite gosterdi. 6 aylik YACI128 farelerinin hareket siiresi
(t(10) = 2.55, p =.029) ve ortalama hiz1 (t(10) = 2.82, p = .018) LM'ye kiyasla azaldi
(Sekil 19.d-2, 3). 12 aylik YACI128 ve LM fareleri karsilastirildiginda, hareketlilik
stiresi (t(10) = 5.30, p <.001) ve ortalama hiz (t(10) = 4.38, p = .001) agisindan anlaml
ve en yiiksek farklilik tespit edildi (Sekil 19.e-2, 3). Bu sonuglar, 6 ve 12 aylik
YACI128 farelerinin, LM farelerine kiyasla daha endiseli, depresif ve hareketsiz
oldugunu (p < .05) gosteritken, 3 aylik YAC128 farelerinin, LM fareleri ile
karsilastinlldiginda bu degiskenlerde anlamli bir farklilik gostermedigini ortaya
cikardi. (p > .05).
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Sekil 19. 3, 6 ve 12 aylik farelerin agik alan testi sonuglari. a) Davranis testi alanini
gosteren temsili sekil. b) Her grup i¢in temsili takip goriintiisii. Grafikler, 3, 6 ve 12
aylik fareler i¢in c, d, e) agik alan merkez bolgesinde harcanan siire (1), hareketlilik
stiresi (2) ve ortalama hizdaki (3) degisiklikleri gostermektedir. *, (p < .05), **, (p <
.01).
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4.3 LC-MS/MS ve MALDI-MSI Analizlerinin Sonuglar:

431 LC-MS/MS analizi

LC-MS/MS analizlerinde, 12 aylik fare beyin dokularinin kesitlerinden 1940 (93)
protein tanimlanirken, 3, 6 ve 12 aylik fare beyin dokularinin tiim kesitlerinden toplam
1338 protein tanimlandi. Bu proteinlerin peptit listeleri, MALDI-MSI analizinden elde
edilmis gruplar arasinda anlamli farklilik gosteren m/z degerleri ile eslestirmek icin

kullanildi.

4.3.2 MALDI-MSI analizi

4.3.2.1 12 aylik farelere ait beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI sonuglari

12 aylik farelere ait beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI verileri ile Scils Lab
yazilimi kullanilarak yapilan otomatik segmentasyon analizi sonuglarina gore beyin
dokularindan R1, R2, R3 ve R4 olmak iizere 4 farkli bolge elde edildi. Bu 4 farkli
bolgenin temsili goriintiileri ve triptik peptit profilleri temsili segmentasyon haritasi

ile birlikte Sekil 20'de gosterilmistir.
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Sekil 20. 12 aylik farelere ait beyin doku kesitlerinin temsili segmentasyon haritasi,
R1, R2, R3 ve R4 bolgelerine ait goriintiiler ve triptik peptit profilleri.

evemuxMm
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12 aylik YACI128 ve LM dokularinin MALDI-MSI verilerinin segmentasyon
analizinden elde edilen sonuglari karsilagtirmak i¢in, her bir dokunun bolgesel verileri
(internal kalibrasyonu yapilmis m/z ve normalize edilmis intensite degerleri) Excel'e
aktarilarak veri gruplamasi (data binning) yapildu. ilgili doku béliimlerinden farkli m/z
degerleri 0,02 Da araliginda gruplandiginda, R1 igin tekrarsiz 154 m/z degeri ve R2,
R3 ve R4 i¢in tekrarsiz 112 m/z degeri elde edildi. Daha sonra YAC128 ve LM
dokularindan saglanan 4 farkli bdlgenin yogunluk degerleri istatistiksel testlerle
birbiriyle (6rnegin YACI128-R1 vs. LM-R1) karsilastirildi. Istatistiksel test
sonuglarina gore R1, R2, R3 ve R4 i¢in sirasiyla 59, 30, 33 ve 31 m/z degerlerinin
YACI128 ve LM arasinda istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edildi (EK 2, Tablo
9). Sonunda, bu m/z degerleri, LC-MS/MS analizinden elde edilen proteinlerle
minimum ppm hata oran1 (0.5 — 29 ppm) g6z 6niinde bulundurularak eslestirildi ve 12
aylik YACI128 ve LM dokular1 arasinda anlamli farklilik gosteren toplam 22 protein
belirlendi (EK3, Tablo 10).

R1 boélgelerinin karsilastiriimast sonucunda, LC-MS/MS analizinden elde edilen
bilgiler, iki grubu istatistiksel olarak birbirinden ayiran m/z degerlerinden biri olan
1065.56'n1n glial fibriler asidik proteininin (GFAP) triptik peptitlerinden biri oldugunu
gosterdi. Ayrica, 12 aylik YACI128 dokularindaki GFAP triptik peptidinin
intensitesinin, LM'dekinden istatistiksel olarak énemli dl¢iide (p < .05) daha yiiksek
oldugu bulundu (Sekil 21.a). Benzer sekilde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
farklilasan 1156,60 (R1, R2 ve R4) ve 1338.64 (R1, R3 ve R4) m/z degerlerinin, NAD-
bagimli protein deasetilaz sirtuin-2 ve sitrat sentaz proteinlerinin (Sekil 22.a ve c)
triptik peptitleri oldugu belirlendi. 22 proteinden, bu 3 proteinin doku tizerindeki
dagilimlar ve intensite grafikleri Sekil 21.b ve Sekil 22.b ve d’de gosterilmistir.

58



a b

YAC128-R10
"B LM-R1

[\ 95 (vac128

[LM
09—
0.84
_0.6-
®
0.4+

LM YAC128 1065.557 m/z + 0.02 Da 6mm
Groups N |} L}
0% 100% = = h

Sekil 21. GFAP’in 12 aylik YAC128 ve LM beyin doku kesitleri tizerindeki dagilimi
ve intensite grafikleri. a) R1 bolgesinden elde edilen 1065,56 m/z spektrumu (bir
GFAP peptidi) ve intensite degerlerinden elde edilen bar grafigi, b) 1065,56 + 0,02 Da
m/z’sinin farkli biyolojik dokular iizerindeki dagilmi. *, (p < .05). intensite
grafigindeki x ve y eksenleri sirasiyla m/z ve auto intensite (a.i.) degerlerini, renk
gradyani ve siyah-gri 6l¢ek ¢ubugu, sirasiyla yogunluk seviyelerini ve beyin dokusu
kesit boyutunu ifade etmektedir.
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Sekil 22. Sirtuin-2 ve sitrat sentaz proteinlerinin 12 aylik YAC128 ve LM fare beyin
doku Kesitleri iizerindeki dagilimlari ve intensite grafikleri. a) R1, R2 ve R4
bolgelerinden elde edilen 1156,60 m/z’sinin (sirtuin-2 proteininin bir peptidi)
spektrumu ve intensite degerlerinden elde edilen bar grafigi. b) 1156.60 + 0.02 Da
m/z’sinin farkli biyolojik dokular tizerindeki dagilimi. ¢) R1, R3 ve R4 bolgelerinden
elde edilen 1338,64 m/z’sinin (sitrat sentaz proteininin bir peptidi) spektrumu ve
intensite degerlerinden elde edilen bar grafigi. d) 1338.64 = 0.02 Da m/z’sinin farkl
biyolojik dokular iizerindeki dagilimi. *, (p < .05). Intensite grafigindeki x ve y
eksenleri sirasiyla m/z ve auto intensite (a.i.) degerlerini, renk gradyani ve siyah-gri
6lgek gubugu, sirasiyla yogunluk seviyelerini ve beyin dokusu kesit boyutunu ifade
etmektedir.
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4.3.2.2 3,6 ve 12 aylik farelere ait beyin doku kesitlerinin MALDI-MSI

sonuclan (iyilestirilmis protokol)

3, 6 ve 12 aylik farelere ait beyin dokularinin 6rnek hazirligindaki kesit alma
basamaginda, kesitlerin ITO lamlarin merkezinde, birbirine yakin ve daha kiigiik bir
alan igerisinde olacak sekilde alinmig olmasi ve ardindan lamlarin yikama
prosediiriinde sogutulmus soliisyonlarin kullanilmasi, MALDI-MSI analiz verilerine
uygulanan data isleme prosediiriindeki segmentasyon analizinde daha basarili sonuglar
edilmesini sagladi. Yapilan bu iyilestirmelerin sonucunda, segmentasyon analizi ile
belirlenen boélgelerin (R1, R2, R3 ve R4) birbirleriyle ortiismeksizin daha keskin
ayrimlar gosterdigi (Sekil 23) ve tripsinizasyon etkinliginin artirilmig olmasi Sebebiyle
biiylik m/z degerlerine sahip peptitlerin (2000 ve tizeri) dahi saptanabildigi ve

kromatogramlar tizerinde goriilebildigi tespit edildi.
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Sekil 23. 3, 6 ve 12 aylik farelere ait beyin dokularinin segmentasyon analizi ile
belirlenen R1, R2, R3 ve R4 bolgelerine ait gorintiler ve temsili triptik peptit
profilleri. a) Her gruptan bir beyin dokusuna ait segmentasyon goriintiileri ve bolge-
spesifik triptik peptit profilleri. b) 3, 6 ve 12 aylik gruplarin her biri i¢in 12 farkli doku
kesitinin bolge-spesifik gorselleri.

3, 6 ve 12 aylik farelere ait beyin doku Kesitlerinin MALDI-MSI analiz

sonuglarinda, SciLS Lab yazilimindaki otomatik mekansal segmentasyon analizinin
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kullanilmasiyla, doku kesitleri tizerinde Sekil 23’ da gosterildigi gibi birbirinden
ayrilmis 4 bolge (R1, R2, R3, R4) yazilim tarafindan belirlendi. 3, 6 ve 12 aylik
gruplardaki her bir 6rnek i¢in bolgesel verilerin kalibre ve normalize edilmesinden
sonra, YACI128 ve LM fareleri arasindaki m/z degerlerinin intensiteleri istatistiksel
testlerle degerlendirildi ve 3, 6 ve 12 aylik fareler i¢in sirastyla toplam 217, 279 ve 280
m/z degeri istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi (p < .05) (Sekil 24).

279 280

250
I 3. Ay

217 6. Ay

- 12.A
200 y

150

100
89 83 82

50 ! 46 48

35 38 36

Istatistiksel Yukari Asad
anlamli farkhlik  Proteinler regiile regiile
gosteren m/z'ler proteinler proteinler

Sekil 24. m/z degerleri ve tanimlanan proteinlerin sayisi. Grafik, 3, 6 ve 12. aylarda
LM ve YACI128 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli m/z degerlerinin (p <
.05), = 5 ppm hata oraninin altinda eslestirme ile belirlenen proteinlerin ve yukari/asagi
regiile olan proteinlerin sayisin1 gostermektedir.

Bu peptit m/z degerlerinin LC-MS/MS sonuglarindan elde edilen proteinlerle
maximum 5 ppm hata orani ile eslestirilmesinin bir sonucu olarak, sirasiyla 3, 6 ve
12 aylik fareler igin 89, 83 ve 82 adet ekpresyonel farklilik gosteren protein elde edildi
(EK 4, Tablo 11). Bu proteinler arasinda, 3 aylik farelerde 51 proteinin yukar: regiile
ve 38 proteinin asagi regiile, 6 aylik farelerde sirasiyla 35 ve 48 proteinin yukar1 ve
asagi regiile ve 12 aylik farelerde sirasiyla 46 ve 36 proteinin yukar1 ve asagi regiile
bulundu (Sekil 24). Segilen 6 proteinin (3 aylik i¢in Tau, 1579,8 m/z ve Catenin alpha
2, 1818,88 m/z; 6 aylik icin Dynamin-2, 1509,78 m/z ve EF2, 1543,77 m/z; 12 aylik
icin HSP70, 1196,57 m/z ve NogoA, 2281,12 m/z) dokular {izerindeki bolgesel
dagilimlar1 ve YAC128 ve LM gruplar arasindaki intensite farkliliklart Sekil 25 ve
Sekil 29.a, b, ¢, d-1’de gosterilmistir.
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Sekil 25. LM ve YAC128 fare beyin dokulari arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosteren m/z degerlerinin temsili goriintiileri ve intensite degerlerinden elde
edilen bar grafikler. a) 3 aylik dokularin R2 bolgelerinde anlamli farklilik elde edilen
1818.88 m/z (bir Katenin alfa 2 peptidi). b) 6 aylik dokularin R3 bolgelerinde anlamli
farklilik elde edilen 1509.78 m/z (bir Dynamin-2 peptidi). *, (p < .05), **, (p < .01).
a.l., auto intensity. Siyah-gri 6l¢ek gubugu ve renk gradyani, sirasiyla beyin dokusu
kesit boyutunu ve intensite seviyelerini gostermektedir.

4.4 Tmmiinohistokimya Analiz Sonuglar
441 EMA48 antikoruna 6zgii immiinohistokimyasal boyama

Kullanilan fare modelinin hastalik patolojisine sahip olup olmadigin1 belirlemek
i¢in yapilan immiinohistokimya analizlerine gore literatiire uyumlu olarak 3 ve 6. ayda
hem YAC128 hem de LM o6rneklerinde poliglutamin birikimi gézlenmez iken 12. ay
YAC128 beyin dokularinda EM48 antikoruna kars1 boyanmalar tespit edilmistir (Sekil
26).
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Sekil 26. 12 aylik LM ve YAC128 farelerinin beyin dokularinda mEM48 antikorunun
immiino-histokimyasal boyama yontemiyle gosterimi. Orijinal biiyiitme: 40X, sol
kosede ekli kiigiik resimler: 100X.

4.4.2 12 ayhk farelere ait beyin dokularimmn MALDI-MSI verilerinin

immiinohistokimyasal boyama validasyon sonuglari

Iyilestirilmis protokol uygulanmamis olan 12 aylik &rneklerin MALDI-MSI
analizinden elde edilen verileri dogrulamak amaciyla, LM ve YAC128 doku
orneklerinde biiyiik 6l¢iide korteksi temsil eden R1 bolgeleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik gosteren GFAP proteinini geleneksel bir yontemle valide
etmek igin immiinohistokimyasal boyama yapildi. 12 aylik YAC128 farelerinin
kortekslerinde LM'ye kiyasla daha yiikksek GFAP boyamasi tespit edildi (Sekil 27)
(93). Buna ek olarak, MALDI-MSI tarafindan tespit edilen birkag proteinin
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler (6zellikle sadece R1 bolgesinde degisim
gosterenler) noronal kayipla iliskilendirilmistir. Bu hipotez, YAC128 fareleri i¢cin (M
=72.92, SEM = 4.38) LM'den (M = 90.91, SEM = 4.64) 6nemli olgiide daha diisiik
olan NeuN (noronal spesifik bir belirte¢) antikorunun immiinohistokimyasal
boyanmasi ile dogrulandi (t (16) = 2,82, p < .05) (Sekil 28).
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Sekil 27. 12 aylik LM ve YAC128 beyin dokularindaki GFAP immunohistokimyasal
boyanmasinin goriintiileri. Biiylitme oranlari: Gist kutular: 5X , alt kutular: 20X.
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Sekil 28. Kortikal NeuN yogunlugunun gosterimi ve 6l¢iimii. a) LM ve YAC128'deki
koronal beyin kesitlerinin NeuN ig¢in immiinohistokimyasal boyanma paterni. b)
ImageJ yazilimi kullanilarak gergeklestirilen NeuN yogunlugunun miktar tayini. *, (p
<.05). Orijinal biiyiitme: 5X.
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45 3,6 ve 12 aylik farelere ait beyin dokularimin MALDI-MSI verilerinin

western blot validasyon sonug¢lari

Iyilestirilmis protokol uygulanan 3, 6 ve 12 aylik &rneklerin MALDI-MSI
analizleriyle elde edilen protein ekspresyon sonuglarimi valide etmek amaciyla, segilen
4 protein i¢in western blot analizleri yapildi. Karsilastirilan degiskenler normal
dagilim gosterdiginden, istatistiksel farkliliklari degerlendirmek igin independent
student t test kullanildi. Western blot analizleri, Tau (t(4) = 8.87, p = .001), EF2 (t(4)
=9.89, p =.001), HSP70 (t(4) = 4.12, p = .015) proteinlerinin sirasiyla 3, 6 ve 12. ayda
LM orneklerine kiyasla YAC128 orneklerinde istatistiksel olarak onemli 6lgiide
azaldigin1 gosterdi (Sekil 29.a, b, c-2). Farkli olarak NogoA proteininin (t(4) = -7,54,
p = .002) western blot analizinde 12 aylik YACI28 beyin dokularinda kontrol
dokularina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi bulundu (Sekil 29.d-2).
Sekilde de gorildiigii lizere, western blot sonuglari, bu c¢alismada MALDI-MSI

analizleri ile tespit edilen protein ekspresyon degisiklikleri ile tutarliydi.
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Sekil 29. Gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilen Tau, EF2, Hsp70 ve NogoA
proteinlerinin dokular tizerindeki dagilimlarini gosteren temsili goriintiiler ve bunlarin
western blot validasyonlari. a-1) 3 aylik dokularin R4 bolgelerinde 1579,80 m/z (bir
Tau peptidi), b-1) 6 aylik dokularin R1 bolgelerinde 1543,77 m/z (EF2 peptidi), c, d-
1) 12 aylik dokularin, sirastyla R1 ve R4 bolgelerinde 1196,57 m/z (HSP70'in bir
peptidi) ve 2281,12 m/z (NogoA'nin bir peptidi). a, b, ¢, d-2) Sirasiyla Tau, EF2,
HSP70 ve NogoA proteinleri i¢in western blot analiz sonuglar1. *, (p < .05), **, (p <
.01). a.i.,, auto intensity. Siyah-gri d6l¢cek ¢ubugu ve renk gradyani, sirastyla beyin
dokusu kesit boyutunu ve intensite seviyelerini gostermektedir.
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4.6 Biyoinformatik Analizler

3, 6 ve 12 aylik 6rneklerin MALDI-MSI analizleri sonucunda R1, R2, R3 ve R4
bolgelerinde istatistiksel anlamliliga sahip ekpresyonel degisim gosteren proteinler,
biyolojik siireclere katilimlarini belirlemek i¢in fare proteini referans veri tabaninda
bulunan bilgilere dayali olarak ayr1 ayr1 analiz edildi. Her bir zaman noktasi igin, ilk
15 biyolojik siire¢ (BP) zenginlestirmesi, baloncuk grafikleriyle gosterildi (Sekil 30).
3 aylik fareler icin en 6nemli biyolojik siirecler aktin hiicre iskeleti organizasyonu,
tasinmasi ve endositozu (Sekil 30.a) iken, 6 aylik fareler i¢in ise sinaps organizasyonu,
olgunlagmasi ve sinaptik vezikiil endositozudur (Sekil 30.c ). 12 aylik farelerde,
ekzositozun diizenlenmesi, noron projeksiyon morfogenezi, glikolitik siire¢ ve
mikrotlibiil polimerizasyonunun pozitif diizenlenmesi dikkate deger biyolojik
zenginlesmelerdir (Sekil 30.e). Anlamli degisim gosteren proteinlerin dahil oldugu
yolaklar1 daha iyi anlamak i¢in KEGG yolak analizi yapildi. 3 aylik 6rneklerden elde
edilen anlamli degisim gosteren proteinler i¢in 6nde gelen KEGG sinyal yolaklari,
karbon metabolizmasi, kolesterol metabolizmas1 ve amino asitlerin biyosentezidir
(Sekil 30.b). 6 aylik 6rneklerden elde edilen anlamli degisim gdsteren proteinler igin
goze ¢arpan yolaklar, nérodejenerasyon, karbon metabolizmasi, fokal adezyon, insiilin
sekresyonu, oksitosin ve tiroid hormonu sinyal yolu ve glikoliz/glukoneogenez
yolaklaridir (Sekil 30.d). Son olarak, 12 aylik 6rneklerden elde edilen anlamli degisim
gosteren proteinler i¢in gbze carpan yolaklar, karbon metabolizmasi, endositoz,
norodejenerasyon yolaklari, Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi, sinaptik

vezikiil, glikoliz/glikoneogenez ve aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesidir (Sekil
30.e).
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Sekil 30. Anlamli farklilik gésteren proteinlerin katildiklart biyolojik siiregler ve
zenginlestikleri KEGG yolaklarinin baloncuk grafigi ile gosterimi. a, b) 3. ay; c, d) 6.
ay; e, f) 12. ay. y ekseni biyolojik siiregleri ve KEGG terimlerini temsil ederken, x
ekseni log10 tabaninda zenginlestirme katin1 (fold enrichment, FE) temsil eder.
Sembollerin boyutu, belirtilen terimle iliskili protein kodlayan genlerin sayisini
belirtirken; renkler, p degerini gostermektedir (-1og10).
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5 TARTISMA

HH, 4. kromozomdaki htt geninde CAG triniikleotit tekrarlarinin genislemesinden
kaynaklanan, beyinde hasara, biligsel yetersizlige, kontrolsiiz hareketlere ve duygusal
dalgalanmalara yol agan ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir. Genetigi degistirilmis
farelerin HH gibi norodejeneratif hastaliklarda kullanilmasi, insanlara fizyolojik
benzerliklerinden dolay1 hastaligin anlasilmasinda 6nemli faydalar saglar. Tam
uzunlukta bir insan mutant htt proteini tasiyan YAC128 transgenik farelerinin,
ilerleyici motor islev bozuklugu, bilissel bozukluk ve segici ndropatoloji gibi insan
HH' sinin bir¢cok ayirt edici Ozelligine sahip oldugu bildirilmistir (94) ve bu
ozelliklerinden dolay1 arastirmalarda en cok tercih edilen HH fare modellerinden
birisidir. Anksiyete, ortalama hiz ve spontan lokomotor aktivite eksikliklerini gosteren
davranig testi sonuglart (Sekil 19) ve striatal mutant htt kiimelerinin (poliglutamin)
varhigt (Sekil 26), YAC128'in gegerli bir HH transgenik fare modeli oldugunu ve bu

nedenle HH ile ilgili arastirmalar i¢in uygun bir model oldugunu desteklemektedir.

Bu tez calismasinda, HH’nin farkli evrelerinde mekansal molekiiler
degisikliklerin proteomik agidan arastirilmasi amaglandi. Bu amagla, literatiirdeki
bilgiler 1s18inda 3 zaman noktas1 belirlendi; 3. ay, davranmigsal veya patolojik
belirteclerin heniiz ortaya ¢ikmadigi pre-patolojik donem olarak; 6. ay, goriiniir motor
kusurlarin  bagladigi, ancak belirgin noropatolojik ozelliklerin  gozlenmedigi
gelisimsel donem olarak; ve 12. ay, YAC128 fare modelinde 6nemli motor eksiklikler,
noronal bozulmalar ve tespit edilebilir inkliizyonlarin gézlenebildigi patolojik donem
olarak segildi. 3 aylik YAC128 farelerinin saglikli kontrollere (LM) kiyasla anlamli
bir fark gostermedigini ortaya koyan agik alan davranig testinde literatiirle uyumlu
sonuglara ulasildi. Bunun aksine, 6 ve 12 aylik YAC128 farelerinde LM farelere
kiyasla hipoaktivitede artis, hareket siiresi ve ortalama hizda istatistiksel olarak
anlamli diistisler tespit edildi ve bu degisimler agisindan 12 aylik YAC128 ve LM
fareleri arasindaki farkin 6. ay grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildi (Sekil 19).

HH’nin molekiiler mekanizmalarin1 ortaya c¢ikarmak amaciyla bugiine kadar
pekcok giiclii  proteomik teknikleri kullanilmistir (67-69). Standart kiitle

spektrometresi teknikleri, viicut sivilari, dokular veya hiicre numunelerini analiz
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etmeyi saglar. Ancak bu analiz teknikleriyle, biyolojik numuneler her zaman homojen
olmayabileceginden ve dokular benzer tipte hiicreler icermeyebileceginden, ve ayrica
analizlerde total 6rnek lizatlarinin kullanilmasindan 6tiirii ilgilenilen biyomolekiillerin
bolgeye 6zgii bilgileri kaybedilir ve mekansal biyokimyasal farkliliklar tanimlanamaz.
MALDI-MSI teknolojisi, total dérnek homojenizasyonu gerektirmeden, proteinler,
peptitler, lipitler ve metabolitler gibi biyomolekiillerin dogrudan doku kesitlerinde
mekansal olarak analiz edilmesini ve gorsellestirilmesini miimkiin kilan yeni bir MS
tabanli tekniktir. Bu yaklasimla, dokularin kimyasal ve mekansal biitiinligi,
homojenizasyon islemi sirasinda kaybolabilecek bolgeye 6zgii degisikliklerle birlikte
korunur. MALDI-MSI tabanli proteomik g¢alismalarin, bolgesel farkliliklari tespit
etme kapasitesinin yiiksek olmasi nedeniyle HH arastirmalarina yeni bir bakis agisi

getirebilecegini diistinmekteyiz.

MALDI-MSI analizinden elde edilen veriler biiyilk miktarda spektral bilgiye
sahiptir ve her islenmemis spektrum binlerce m/z degeri igerir. Birden gok MALDI-
MSI verisini birlikte degerlendirmek ve karsilagtirmak, veri isleme, analiz ve
gorsellestirmede Onemli zorluklar1 da beraberinde getirir. Verileri islemek ve
gorsellestirmek icin, cihazin iireticisi tarafindan saglanan SciLS Lab gibi bir yazilimla
taban ¢izgisi diizeltme (baseline correction), diizlestirme (smoothing), Segmentasyon
analizi gibi yaygim veri 6n isleme (pre-processing) yontemleri gerceklestirilebilir.
Bilinen bir kiitleyi kullanarak internal kalibrasyon yapmak, iki veya daha fazla
spektrumu karsilastirirken veri kiimeleri arasinda dogru kiitle hizalamasini saglamak
icin bagka bir onemli 6n isleme adimidir. Bu amagla kullanilabilecek mMass gibi
ticretsiz erigilebilir yazilimlar bulunmaktadir. Verilere uygun 6n isleme yontemlerinin
uygulanmast ile 6rnek hazirlamadaki farkliliklar, giinden giine ve pikselden piksele
olabilecek varyasyonlar gibi deneysel artefaktlar dogru sekilde ortadan kaldirilabilir
ve bdylece spektrumlar birbiriyle karsilastirilabilir hale gelir. Ote yandan, bu teknikle
elde edilen verilerle proteinlerin dogrudan tanimlanabilmesi miimkiin degildir. Bu
yetersizligin iistesinden gelebilmek amaciyla, proteinleri belirlemek icin genellikle
LC-MS/MS tabanli tanimlama kullanilir. Tiim bu bilgiler 1s18inda deneysel siiregte
elde edilen verilerin kalitesini en iist diizeye ¢ikarmak ve olusabilecek hatalar1 en aza

indirmek i¢in bu tez calismasinda gesitli onlemler alinmustir. 1k olarak, trypsinizasyon
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etkinligini degerlendirmek igin, sigir serum albiimin proteini (BSA), ITO lamlarin
tizerindeki doku kesitlerinin yakinina damlatildi ve dokularla birlikte tripsinizasyon
islemine tabi tutuldu. Her 6rnek analizi 6ncesi BSA’nin bulundugu alana ardarda lazer
atiglar1 yapilip veri toplandi ve elde edilen triptik BSA peptit piklerinin ve
intensitelerinin birbirleriyle benzer bir trend icinde oldugu kaydedildi. ikinci olarak,
ornekler arasinda tekrarlanabilirligi kontrol etmek amaciyla her doku analizinen elde
edilen MBP i¢in, MBP’nin bilinen peptitlerinin kesit tizerindeki mekansal dagilimlari
ve intensiteleri degerlendirildi. Ugiincii olarak, uygun kiitle hizalamasini saglamak i¢gin
birden fazla MBP peptidi kullanilarak, analiz edilen tiim dokularin total spektrumlari
tizerinde yeniden kalibrasyon (internal kalibrasyon) gerceklestirildi. Dordiincii olarak,
LC-MS/MS analizlerinden elde edilen verilere kati bir yanlis eslesme oran1 (FDR<%1)
ve benzersiz peptit filtreleme kriterleri uygulandi. MALDI-MSI analizi ile elde edilen
m/z degerlerinin protein karsiliklarin1 belirlemede minimum ppm hata oraniyla
eslestirme yapilirken sadece LC-MS/MS'de en az 3 peptit ile tanimlabilen proteinler
kabul edildi. Sonug olarak, bu ¢alisma hem LC-MS/MS hem de MALDI-MSI’dan
saglanan kati veriler kullanilarak gerceklestirildi (93).

5.1 12 Ayhk YAC128 ve LM farelerine Ait Beyin Doku Kesitlerinin MALDI-
MSI Analizleri

12 aylik fare beyin dokularinin MALDI-MSI analizi ve ardindan SCIiLS Lab
araciligiyla yapilan denetimsiz (unsupervised) segmentasyon analizi, belli anatomik
bolgeleri igeren 4 ayirt edici bolgeyi ortaya ¢ikardi: R1 - korteks, lateral ventrikiiliin
bir pargasi, septum ve niikleus akkumbens, R2 - striatum ve preoptik alan, R3 — korpus
kallosumun kii¢iik bir kismi ve striatum ve R4 - korpus kallosum ve anterior komissiir.
HH'deki en hassas ve saglam bulgu, striatumda ilerleyici néronal 6liimiin bir sonucu
olan atrofidir. Striatumdaki orta dikenli néronlarda bir azalma vardir, ancak bu 6zel
savunmasizhigin kaynagi bilinmemektedir (95). Kortekste mutant htt birikimi ve
dismorfik dendritler gibi morfolojik degisiklikler, HH fare modelinin kullanildig1 bir
calismada daha 6nce gosterilmistir (96). Beyindeki en biiyiik beyaz madde lif yolunu
iceren korpus kallozum (CC), HH'den etkilenen baska bir bolgedir. CC'deki
degisiklikler ve beyaz madde anormallikleri, HH fare modellerinde incelenmistir (97).

Septum, niikleus akumbens, preoptik alan ve anterior komissiir bolgeleri ile ilgili
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siirli sayida calisma olmasina ragmen HH'de bu boélgelerin ¢esitli mekanizmalarla

etkilendigi bilinmektedir (98-102).

12 aylik YACI28 ve LM fare beyin dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren 22 protein tespit edildi (EK 3,
Tablo 10). Yapilan literatiir arastirmalarina gére bunlardan 6's1 daha 6nce dogrudan
HH ile iliskilendirilirken, 16 proteinin diferansiyel ekspresyon seviyeleri ilk kez bu
calismada gosterilmistir. Citrate synthase (103,104), Sirtuin-2 (105-109),
Serine/threonine-protein phosphatase 2B (110-114), Dihydropyrimidinase-related
protein 2 (67,115), UV excision repair protein RAD23B (116) ve GFAP'in (117-119)
daha once dogrudan HH ile iliskili oldugu bildirilmistir. Gruplar arasindaki
proteinlerin ifade degisiklikleri, iki istisna disinda literatiirle tutarliydi. UV excision
repair protein RAD23B 'nin HH hastalarinin striatumundaki inkliizyon cisimciklerinde
biriktigi gosterilmistir (116). MALDI-MSI analizi sonuglarina gére YAC128 fare
modelinde striatumu igermeyen R1 bolgesinde bu proteinin intensitesinde bir azalma
saptadik. HH'de Serine/threonine-protein phosphatase 2B (PP2B)'nin ifade degisikligi
hakkinda literatiirde tartismali raporlar bulunmaktadir. PP2B proteini igin,
oliimsiizlestirilmis prekiirsor striatal HH hiicrelerindeki ekspresyon seviyesinde artis
rapor edilirken (120), YAC128 farelerinin striatum lizatlarindan elde edilen PP2B
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik saptanmamustir (114). Bunun sebebi, tiim doku
lizat1 caligilmasindan &tiirii bolgesel ekspresyon bilgisinin kaybi olabilir. Bu ¢alismada
MALDI-MSI analizi ile YAC128 beyin dokusunun R1, R3 ve R4 bolgelerinde PP2B
proteini i¢cin LM’ye kiyasla yiiksek intensite degerleri elde ettik (p < 0.05).
Literatiirdeki bilgilerle uyumlu olarak elde ettigimiz sonuclar, hem aragtirmamiz i¢in
sectigimiz fare modelini hem de daha da 6nemlisi MALDI-MSI deneyleri igin
kullandigimiz veri igleme analizinin gegerliligini desteklemektedir. EK 3, Tablo
10'daki diger proteinlerin HH ile dogrudan iliskisi daha 6nce bildirilmemistir. Bununla
birlikte, yapilan literatiir aragtirmalari ile bu proteinlerin diger norodejeneratif
hastaliklarda veya HH ile ilgili yolaklarda yer aldiklari tespit edildi. Mutant htt, HH'nin
onemli bir 6zelligidir ve Microtubule-associated protein 1A (MAP1A) (38), Alpha-
actinin-1 (121-123), Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 1
(124), Importin subunit beta-1 (125,126) ve Destrin (127,128) proteinlerinin htt ile
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cesitli sekillerde iliskili oldugu bildirilmistir. YAC128 HH fare modelinin
karakteristik 6zelliklerinden birisi de artmis kaygiya sahip olmasidir ki kaygidaki bu
artisin Limbic system-associated membrane protein ile iliskili oldugu bildirilmistir
(129). Reticulon-4, Vacuolar protein sorting-associated protein 13C ve Syntaxin-1A
proteinleri, HH'de ciddi sekilde bozulmus olan trafficking yolagina dahil olurlar (130—
133). Proteasome subunit alpha type 5, Spectrin beta chain non-erythrocytic 1,
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 ve ayrica Microtubule-
associated protein 1A, 2’ 3’-Cyclic-nucleotide 3’-phosphodiesterase ve Vacuolar
protein sorting-associated protein 13C  proteinlerinin de daha oOnce diger
norodejeneratif hastaliklarda rol oynadigi rapor edilmistir (134-141). Trifunctional
enzyme subunit beta ve ATP synthase subunit gamma proteinleri HH ile
iligkilendirilmemistir, ancak bu proteinlerin bazi alt birimlerinin diger nérodejeneratif
hastaliklarla iligkili oldugu rapor edilmistir (142-145). MALDI-MSI analizleri
araciligiyla elde edilen verilerden yola ¢ikarak, bu proteinlerin HH mekanizmasiyla
iligkili olabilecegini 6ne siirmekteyiz. Bu veriler, yalmizca HH ile iligkili proteinleri
ortaya ¢ikarmakla kalmayip, ayn1 zamanda MALDI-MSI araciligiyla mekansal bilgi
edinilebilmesi sebebiyle mevcut bilgimize katkida bulunur (EK 3, Tablo 10). Bu
proteinler hakkinda yapilacak daha fazla arastirma, HH patolojisi hakkinda

derinlemesine bilgi edinmemize yardimci olabilir.

12 aylik YACI128 ve LM farelerinin beyin dokulari ile yapilan MALDI-MSI
analiz sonuglarini dogrulamak i¢in immiinohistokimyasal boyama yontemi kullanildi.
[k olarak, MALDI-MSI analizinin dogrulamasi olarak, biiyiik oranda korteksi igeren
R1 bolgesinde gruplar arasinda farkli yogunlukta saptanan GFAP’in dokular
lizerindeki bollugu immiinohistokimyasal boyama ile dogrulandi (Sekil 27). Ikinci
olarak, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edilen
MAP-1A, Actinin, PP2B, Sirtuin-2 ve GFAP’in dogrudan veya dolayl1 olarak néronal
kayipla iligkili oldugu daha 6nceki calismalarda bildirildigi i¢in néronal kaybin
dogrulanmas: amaglandi. EK 3, Tablo 10'da gosterilen bu proteinlerin bdlgesel
degisimlerine bakildiginda, biiyiik oranda korteksi kapsayan R1 bolgesinin hepsinde
ortak oldugu goriilmektedir. NeuN proteininin, sinir dokusu ile iligkili oldugu

kapsamli immiinohistokimyasal analizlerle gosterilmis ve bu nedenle spesifik bir
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noronal belirte¢ oldugu one siiriilmiistiir. Cesitli ¢calismalar, anti-NeuN antikorlarinin
sinir sistemindeki ¢cogu noron tipini tanimlayabildigini gdstermistir. NeuN immiin
reaktivitesindeki azalmanin néronal 6liimle iliskili oldugu da bilinmektedir (146-149).
Bu nedenle, kortikal noron kaybmi gostermek icin anti-NeuN’a 0zgi
immiinohistokimyasal boyama ile dogrulama yapildi. YAC128 beyin dokularinin
korteks bolgesinde gozlenen daha diigiik anti-NeuN boyama kapsami, 12 aylik

orneklerin MALDI-MSI analizlerinden elde ettigimiz bulgular: destekler niteliktedir.

52 3,6 vel2 Aylik YAC128 ve LM Farelerine Ait Beyin Doku Kesitlerinin
MALDI-MSI Analizleri

3, 6 ve 12 aylik YAC128 ve LM farelerine ait beyin dokularinin MALDI-MSI
analizinin ardindan ScilsLab araciligiyla yapilan denetimsiz (unsupervised)
segmentasyon analizi, dort farkli bolgeyi ortaya c¢ikardi (R1, R2, R3 ve R4). Bu
bolgeler arasinda, fare beyni anatomik atlasina gore ozellikle korteks ve korpus
kallosuma karsilik gelen R1 ve R4 bolgeleri, i¢ ige gegmeksizin 6nemli bolgesel bir
ayrim sergilemistir (Sekil 23). Bu bolgeler diger bolgelere girisimsel miidahale
olmaksizin doku kesitinden kolayca disekte edilebildiginden, MALDI-MSI analizi ile
belirlenen 4 proteinin (Tau, EF2, HSP70 ve NogoA) bodlgeye 6zgii ekspresyonel

farkliliklar1 western blot yontemi ile valide edildi.

Yalnizca tek tek genlerin veya proteinlerin etkisinden ziyade hastaligin altinda
yatan molekiiler mekanizmalara 151k tutabilen sistem tabanli tekniklerin kullanilmasi,
HH, Parkinson hastaligi (PH) ve Alzheimer hastaligi (AH) gibi kompleks
norodejeneratif hastaliklarin  incelenmesi igin 6nem arz etmektedir. Omiks
teknolojileri, yiiksek verimli analizler saglar ve genellikle belirli bir fenotipte yer
alabilecek genleri veya proteinleri belirlemede oldukg¢a kullanish olan protein ve
genlerin ekspresyonel farkliliklarini igeren bir listesini tiretir. Analizin karmagikligini
azaltmak ve basitlestirmek amaciyla, arastirilan hastaligi daha iyi anlamada bu listeleri
ilgili genlerin veya proteinlerin daha kiigiik kiimeleri halinde diizenlemek ortaya
cikmistir. Tek tek genlerin veya proteinlerin bir listesini elde etmek yerine, GO veya
KEGG gibi kamuya agik kaynaklardan alinan yolak bilgileri kullanilarak bir dizi gen

veya proteinin dahil olduklar yolaklara gore gruplandirilmasina izin veren uygulamali
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zenginlestirme analizinin uygulanmasi elde edilen veriyi anlamli kilar. Kisaca, ¢esitli
genlerin veya proteinlerin elde edilen bir listesiyle karsilastirildiginda, iki kosul
arasinda farkli olan 6nemli ve etkili yolaklarin belirlenmesi daha fazla agiklayici bilgi
ve anlam sunar (150-152). Buna gore, 3, 6 ve 12 aylik farelerin MALDI-MSI
analiziyle elde edilen ekspresyonel farklilik gosterdigi tespit edilmis proteinlerin (EK
4, Tablo 11) biyolojik fonksiyonlarini anlamak i¢in biyolojik siire¢ ve KEGG yolak
zenginlestirme analizleri yapildi (Sekil 30).

3 aylik YAC128 ve LM fareleri arasinda yapilan biyolojik siire¢ ve KEGG yolak
analizleri, ekspresyonel farklilik gosteren proteinlerin  aktin  hiicre iskeleti
organizasyonu, vezikiil aracili tagima, klatrin bagimli endositoz gibi biyolojik
stireglerde ve karbon ve kolesterol metabolizmasi yolaklarinda belirgin bir sekilde
zenginlestigini gosterdi. Noronal morfoloji, plastisite, sinyallesme ve norodejeneratif
stirecler, hiicre iskeletinden O©nemli Olglide etkilenir. Bu fonksiyonlar igin
mikrotiibiiller, mikrofilamentler, ara filamentler ve bunlarin birbirleri ile etkilesimleri
gereklidir. HH gibi bir¢cok noérodejeneratif hastaliga neden olan diizensiz sinyal
kaskadlarinin birincil nedeni, hatali bigimlendirilmis genetik veya bozulmus tasima
yolaklarinin neden oldugu hiicre iskeletinin bozulmasidir (153). Hastalikta etkilenen
normal htt proteini, mikrotiibiiller boyunca vezikiiler tagimanin siirdiirilmesinde
onemlidir. Mutant htt varligi, tasimada bozulmalara yol agar ve sinir sisteminde
tagimanin zarar gormesi noronal toksisiteye neden olur. Hasarli tasimay1 onarmaya
caligmak, HH'deki terapétik yaklagimlardan biridir (154). HH'min bir baska 6nemli
Ozelligi de degistirilmis aksonal tagimadir. Vesikiiler tasima, mutant htt'nin motor
proteinlerle degisen etkilesimlerinden 6nemli Glgiide etkilenir ve bu da karsiliginda
sinaptik disfonksiyona neden olur (155). Karbon ve kolesterol metabolizmalarinin da
HH'den etkilendigi bilinmektedir. Sekerleri metabolik onciillere doniistiirmek igin,
merkezi karbon metabolizmas1 karmagsik bir dizi enzimatik siire¢ kullanir. Tim
hiicrenin biyokiitlesi daha sonra bu Onciiller kullanilarak {iretilir. Karbon
metabolizmasi, substratlarin biyokiitle oOnciillerine ayrildigi ve enerjinin agiga
cikarildigi yolaklar1 igeren metabolizmadir (156). Metabolik disfonksiyonun hem
fenotipik hem de molekiiler yansimalar1t HH'de goriiliir. HH hastalarinin hastaligin

erken evrelerinde dahi negatif enerji dengesine sahip olduklart daha 6nce bildirilmistir
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(157). Kolesterol, merkezi sinir sisteminin 6nemli bir membran bileseni oldugundan,
kolesterol homeostazindaki degisiklikler ndronal aktiviteleri olumsuz etkiler. HH'de
kolesterol metabolizmasinin diizensizligi ile ilgili caligmalarin sayis1 her gegen giin
artmaktadir. Fare modelleri, hiicre hatlar1 ve klinik ornekleri kullanan c¢alismalarda

kolesterol metabolizmasinda global bir asag1 regiilasyon olduguna dair kanitlar vardir

(155).

6 aylik YAC128 ve LM fareleri arasinda yapilan biyolojik siire¢ ve KEGG yolak
analizleri, ekspresyonel farklilik gosteren proteinlerin, sinaps organizasyonu ve
olgunlagmasi, sinaptik vezikiil endositozu ve kiimelenme gibi sinapslarla ilgili
biyolojik siireglerde esas olarak zenginlestidigini ortaya koydu. Sinapslardaki
molekiiler degisikliklerin HH'de goriilen motor ve kognitif bozuklugun nedeni
olduguna inanilmaktadir (158). Mutant htt'nin, hastaligin erken baslangicin1 veya
ilerlemesini etkileyebilecek semptomlarin ortaya c¢ikmasindan Once sinaptik
fonksiyon, organizasyon ve olgunlagsmada yer alan proteinleri etkiledigi One
stirilmistiir (159). Hem hayvan modellerinde hem de HH hastalarinda, HH patogenezi
icin 6nemli bir bolge olan kortikostriatal néronal yolda néronal 6liimden 6nce erken
sinaptik bozukluklar meydana gelir (160). Normal htt'nin ekzositoz ve endositoz igin
gerekli olan ¢esitli sinaptik vezikiil proteinleri ile etkilesime girdigi bilinmektedir ve
mutant htt'nin ilgili proteinlerle degisen etkilesimlerinin HH'de anormal sinaptik
iletime katkida bulunabilecegi diigiiniilmektedir (161). Ayrica hiicre adezyonu, beyin
gelisimi ve membran fiizyonu biyolojik siireglerde zenginlestirilmistir. htt'nin,
hiicrelerin hiicre morfolojisinin degismesine sebep olan bir biiyiime faktori ile
uyarildiktan sonra normal hiicre adezyonunun korunmasinin yani sira normal hiicre
morfolojisini korumak i¢in gerekli oldugu ve ayrica mutant htt'nin hiicre adezyonunda
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (162). htt'nin fonksiyonu beyin gelisimi i¢in
hayati 6neme sahiptir. HH transgenik fare modellerinde htt eksikliginin anormal beyin
gelisimi ve orta derecede hareket bozukluklarina neden oldugu gosterilmistir (163).
Bunun nedeni, gelisimsel siire¢ boyunca mutant htt'nin fonksiyon kaybi olabilir veya
normal htt'nin koruyucu fonksiyonunun, mutant htt'nin fonksiyon kazanmasini
engellemesi olabilir. Onceki arastirmalar, htt'nin, ndronal iletimin molekiiler temelini

olusturan vezikiil tomurcuklanmasi veya zar fiizyon siireclerine aracilik edebilecegini
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Oone slirdii. Ancak htt-membran iligkisinin HH patofizyolojisindeki spesifik
fonksiyonlarini belirlemek icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu belirtilmistir
(164). Yapilan KEGG yolak analizlerinde, ekspresyonel degisim gosteren proteinlerin,
¢ok sayida hastaligin nérodejenerasyon yolaklari, fokal adezyon, insiilin sekresyonu,
oksitosin sinyal yolagi, glikoliz/glukoneogenez, karbonhidrat sindirimi ve emilimi gibi
yolaklarda zenginlestigi tespit edildi. Fokal adezyonlar olarak bilinen kapsamli,
dinamik ve hiicre i¢i protein kompleksleri, integrin-matriks baglanmasi yoluyla olusur
ve hiicrenin disindan baslatilan sinyali gelistirmek i¢in mekanik giicler iiretme, iletme
ve saptama islevi gorir. HH dahil noérodejeneratif hastaliklarda integrin
sinyallemesinde ve fokal adezyonda diizensizliklerin oldugu rapor edilmistir (165).
HH hastalar1 ile yapilan insiilin duyarlih@ ile ilgili ¢alismalarda hem insiilin
duyarliliginda azalma hem de insiilin salgilama kapasitesinde bozulmalar gozlenmistir
(166). Oksitosin sinyal yolagi terimi, oksitosin, oksitosin reseptorleri ve iligkili
diizenleyici faktorler gibi sinyal yolaginda yer alan proteinleri ifade eder. Oksitosin,
beslenme ve diger davramiglarin kontroliinde 6nemli rol oynayan hormonlardan
birisidir. Transgenik HH fare modelleri kullanilarak yapilan bir arastirmada oksitosin
ve vazopressin gibi hormonlarin diizenlenmesinde degisiklikler oldugu bildirilmistir
(167). Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde oksitosinin, noroprotektif ve anti-
enflamatuar 6zelliklerinin potansiyel bir terapdtik yaklasim olarak hizmet edebilecegi
de one siiriilmistiir (168). Tiroid hormonu sinyal yolagi, glikoz metabolizmasi, hiicre
cogalmasi ve farklilagmasi ve homeostazin korunmasi gibi ¢esitli amaglara hizmet
eder. Erken evre HH hastalarinda yapilan bir ¢alismada tirotropik regiilasyonda
degisiklikler oldugu gosterilmistir (169). HH'ye ek olarak, PH, AH ve amiyotrofik
lateral sklerozda (ALS) da glikolitik metabolizmada degisiklikler gozlenmistir.
Glikolitik disfonksiyon, ndrodejenerasyona yol agan ortak bir mekanizma kavrami
olarak oOnerilmistir (170). Dahasi, karbonhidrat metabolizmasindaki bozukluklarin
tipik olarak HH, AH ve PH gibi sporadik veya kalitsal norodejeneratif bozukluklarla
baglantili oldugu iyi bilinmektedir (171).

12 aylik YAC128 ve LM grubunun karsilastirilmasinda ekspresyonel degisim
gosteren proteinler, sirasiyla su biyolojik siire¢lerde zenginlesmislerdir: ekzositozun

diizenlenmesi, protein tasimnmasi, noron projeksiyon morfogenezi ve gelisimi,
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glikolitik siire¢, mikrotiibiil polimerizasyonunun pozitif diizenlenmesi (Sekil 30, e).
Normal htt’nin, noronlarda aksonal tagima, ekzositoz, transkripsiyonel kontrol ve
kalsiyum homeostaz1 gibi islevlerde fonksiyonu vardir. Ekzositoz, normal htt
tarafindan pozitif olarak diizenlenirken, normal htt’nin kaybi ile bozulur. htt ve
interaktomunun, ekzositik nérotransmitter saliniminda ¢ok 6dnemli unsurlar olduguna
inanilmaktadir (172,173). Vezikiiler trafficking, protein tasinmasi ve hiicre iskeleti
baglanmasi dahil olmak iizere bir dizi hiicresel islevin, sinyal siirecleri ve hiicre i¢i
tagima icin protein gruplarinin koordinasyonunda bir yap1 iskelesi olarak kabul edilen
normal htt tarafindan gergeklestirildigi bilinmektedir. htt mutasyona ugradiginda,
yanlis katlanabilir ve bu durum onun normal islevini kaybetmesine neden olacak
toksik bir islev kazanmasina neden olabilir. Ek olarak, mutant htt, niikleer
transkripsiyon ve protein taginmasi, hiicre igi sinyallesme ve protein degredasyon
yolaklart dahil olmak iizere bir dizi hiicresel siirece miidahale ederek
norodejenerasyona katkida bulunur (174,175). GO terimi ayrintilarina gore norit
bliylimesi, ndéron projeksiyon morfogenezi ve gelisimi ile es anlamhdir
(http://www.informatics.jax.org). Genisletilmis CAG tekrarlarinin ifadesi nedeniyle,
HH, agregat olusumuna, kaspaz bagimli hiicre Sliimiine ve ndrit biiylimesinde
hasarlara sebep olur. Mitokondriyal biitlinliik, mutant htt'nin varligindan etkilenir. Bu,
daha sonra nérit biiyiimesi ve dallanmasi tizerinde de etkisi olabilecek norotrofik
faktorlerin olusumunu ve traffickingini etkiler. Norit biiylimesini artirmanin HH
patolojisini iyilestirmek igin bir strateji olabilecegine inanilmaktadir (176,177).
Metabolizma iizerine yapilan calismalar, HH'de glikolitik kapasitenin degistigini
ortaya koymustur. HH hiicrelerinin glikolitik genleri ve proteinleri normalden daha
diisiik seviyelerde ifade ettigi tespit edilmistir ve HH noronlarindaki kusurlu enerji
metabolizmasinin  kismen glikolitik siire¢ eksikliginden kaynaklandigi o6ne
stiriilmiistiir (178). Son aragtirmalar, htt ile mikrotiibiiller, aktin filamentleri ve diger
hiicre iskeleti yapilar1 gibi hiicre iskeleti elemanlar1 arasinda giiclii bir baglanti
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Arastirmacilar, htt'nin biiylime faktorii sinyali ile
mikrotiibiil polimerizasyonunu ve yeni baglanma bdlgelerinde baglanma aktivitelerini
birlestirdigi fikrini 6ne siirmislerdir (179). Yapilan ¢alismalar, htt'nin mikrotiibiile
bagimli siiregleri diizenleyen molekiiler sistemlerle etkilesime girdigini, aksine mutant

htt'nin bu etkilesimleri degistirdigini gostermistir (162). Yapilan KEGG yolak
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analizleri, ekspresyonel degisim gosteren proteinlerin, AH, HH, ALS ve prion
hastalig1 ndrodejenerasyon yolaklari gibi birka¢ nérodejeneratif yolaga dahil oldugunu
ortaya ¢ikardi. Ayrica, diger zenginlestirilmis yolaklar, sinaptik vezikiil dongiisii,
endositoz, glikoliz/glikonecogenez ve aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesidir (Sekil
30, f). HH'de anormal sinaptik vezikiil dinamikleri ve havuzlarinin varligi, bu
norodejeneratif hastalik igin olasi patojenik yolaklardan biri olarak diisiiniilebilir.
Ayrica, bir HH fare modelinde sinaptik vezikiil geri doniisiimiindeki bozukluklar
gosterilmistir (180,181). Normal htt ve cesitli proteinler tarafindan olusturulan
kompleksler endositozun diizenlenmesinde 6nemlidir. Normal htt'nin kaybi, bu
komplekslerin bozulmasina ve endositoz hasarlarinin olusmasina neden olur. Ayrica,
mutant htt'nin primer striatal néronlarda endositozu spesifik olarak inhibe ettigi
bilinmektedir (172,182). Mitokondriyal disfonksiyonlar ve glikoz metabolizmasindaki
cesitli bozulmalar, AH, PH ve HH gibi noérodejeneratif hastaliklarda goze
carpmaktadir ve genellikle hiicre oOliimleri ile iliskilendirilmistir. Bir¢ok
norodejeneratif hastalikta goriilmesi, glikolitik disfonksiyonun nérodejenerasyona
neden olan yaygin bir yolak oldugu hipotezini destekler. Yapilan ¢alismalar HH'nin
diyabet ve glikoz metabolizmasindaki degisimlerle de iliskili oldugunu gostermistir
(170,183-185). HH fare modeli tizerinde yapilan proteomik bir ¢alismada,
glikoliz/glikoneogenez ve aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde yer alan
proteinlerin ekspresyonel degisiklikler gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (186). Baska bir
caligmada, kompetent genlerin aktin hiicre iskeleti yolaginin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynadigi ve niikleer faktor-kappa B'nin (NFKB) aktivasyonunun, mutant htt protein

seviyelerini artirarak HH patogenezini destekledigi 6ne siiriilmiistiir (186,187).

Elde ettigimiz tiim sonuglar goz 6niinde bulunduruldugunda; 3, 6 ve 12. aya 6zgii
temelde farkli molekiiler yolaklarin etkilendigi ve 6n plana ¢iktig1 goriilmdustiir. Pre-
patolojik evrede (3. ay) karbon ve kolesterol metabolizmasi gibi metabolik yolaklar
dikkat ¢ekerken, gelisimsel evrede (6. ay) bu yolaklara fokal adezyon, karbonhidrat
metabolizmasi, tiroid hormon sinyalizasyonu ve ndrodejenerasyon yolaklar1 dahil
olmustur. Ve aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi, endositoz ve bazi nérodejeneratif
hastaliklarla iliskili yolaklarin patolojik evrede (12. ay) katildig1 goriilmiistiir. 3, 6 ve

12 aylik gruplarin hepsinde karbon metabolizmasinin ortak olmasi sasirtict degildir.
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Literatlirde, hastaligin erken evrelerinde bile degismis karbon metabolizmasinin
varligina dikkat g¢ekilmektedir (188). Mutant htt'nin enerji metabolizmasini nasil
etkiledigi bilinmemekle birlikte, biyoenerjetik anormalliklerin HH'deki noronal
disfonksiyonun ana nedenlerinden biri oldugu kabul edilmektedir (189,190). Elde
ettigimiz sonuclar géz Oniine alindiginda, ndrodejenerasyona bagli yolaklarin 3. aydan
ziyade 6. aydan itibaren etkilenmeye baslamasi, altinct ve sonraki aylarda hastaligin
semptomlarini sergilemeye baslayan kullandigimiz transgenik fare modelini destekler
niteliktedir. 6. ve 12. aylarda ekpresyonel degisim gosteren proteinlerin, HH'nin
gelisimsel ve patolojik donemlerdeki ortak molekiiler ilerlemesini yansitan
norodejenerasyon yolaklarinda yaygin olarak zenginlestigi bulundu. Ayrica 12. ay
KEGG analizinde HH, AH gibi bireysel hastaliklar da tespit edilebilmektedir.

MALDI-MSI analizleri ile elde edilen proteinlerin ekspresyon degisikliklerini
dogrulamak i¢in, YAC128 ve LM gruplar1 arasinda ekpresyonel farklilik gosteren 4
protein secildi ve MALDI-MSI analizi yapilmis kesitlere ardisik olan kesitlerden iki
farkli1 bolge (R1 ve R4; R2 ve R3 bolgelerine kiyasla, bu bolgeler daha keskin bir ayrim
gostermistir Ve birbiriyle i¢ ice gegmis degildir, ve doku kesitinden bagka bir bolgeye
miidehale olmaksizin kolayca disekte edilebilmistir.) disekte edilerek hazirlanan
orneklerin kullanimiyla western blot analizleri yapildi. Tiim bu se¢ilmis proteinlerin
western blot sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi ve MALDI-MSI sonuglariyla

tutarh sonuglar elde edildi (Sekil 29).
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6 SONUC

Bu tez calismasinda, ilk defa MALDI-MSI teknolojisi kullanarak HH'nin pre-
patolojik, gelisimsel ve patolojik evrelerini temsil eden 3, 6 ve 12 aylik YAC128 ve
LM farelerinde mekansal proteom degisiklikleri arastirildi. YAC128 ve LM farelerinin
beyin dokular1 kullanilarak yapilan MALDI-MSI analizlerinden elde edilen sonuglara
gore, pre-patolojik evrede 89, gelisimsel evrede 83 ve patolojik evrede 82 proteinin
intensite seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu tespit edildi. Bu
proteinlerin katildig1 biyolojik siiregler ve molekiiler yolaklar yapilan biyoinformatik
analizlerle ortaya ¢ikarildi ve elde edilen zenginlestirilmis yolaklarin temsil ettikleri
evrelerle uyumlu oldugu tartisildi. Ekspresyonel degisim gosterdigi tespit edilen
proteinler arasindan Tau, EF2, HSP70 ve NogoA proteinleri ile western blot teknigi

kullanilarak MALDI-MSI sonuglarinin validasyonu gergeklestirildi.

Sonug olarak, belirli bir doku kesitinde mekansal bilgileri gosterme avantaji sunan
ve bolgesel farkliliklar: tespit etme kapasitesi diger tekniklere gore daha yiiksek olan
MALDI-MSI tabanli proteomik ¢alismalarin, HH gibi kompleks hastaliklarin altinda
yatan mekanizmalarin incelenmesi ve anlasilmasinda yeni bakis acilari sunabilecegini
Oneriyoruz. Ayrica, bu calismadan elde edilen verilerin, daha kapsamli ¢alismalar i¢in

bir baglangi¢ noktasi olabilecegine inaniyoruz.
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EK 2

12 Aylik YAC128 ve LM Gruplar1 Arasinda Degisim Gosteren m/z Degerleri

Tablo 9. 12 aylik YAC128 ve LM dokularmin MALDI-MSI analizleri sonucu R1, R2,
R3 ve R4 bolgelerinden elde edilen istatistiksel anlamli m/z degerleri

R1 R2 R3 R4

705,289 985,303 708,949 706,282 708,949
708,949 1006,436 721,620 708,949 721,620
709,239 1015,536 758,846 714,930 758,846
719,886 1030,558 770,891 721,620 842,646
721,620 1044,547 842,646 728,945 866,625
725,882 1057,556 866,625 758,846 878,282
727,893 1065,557 878,282 770,891 914,485
728,901 1067,529 914,485 842,646 917,344
738,253 1115,590 917,344 878,282 930,333
743,869 1144,787 933,463 914,485 933,463
744,217 1156,605 968,624 917,344 968,422
758,843 1158,583 985,303 930,333 968,620
760,294 1159,580 1015,536 933,463 972,540
770,891 1174,596 1026,501 952,725 985,303
815,357 1178,600 1029,552 968,624 1015,536
826,865 1193,363 1115,590 972,540 1026,501
834,678 1221,421 1156,605 985,303 1030,558
837,045 1232,637 1178,600 1015,536 1156,605
842,646 1303,669 1192,446 1026,501 1159,580
862,807 1337,982 1198,928 1144,786 1174,596
865,686 1338,662 1221,421 1159,580 1232,637
878,282 1397,113 1303,669 1192,446 1303,669
899,385 1423,786 1337,981 1198,928 1337,981
909,434 1698,581 1397,115 1215,487 1338,662
914,485 2189,676 1420,204 1303,669 1397,115
933,463 2191,828 1422764 1338,662 1420,208
952,725 1423,786 1397,113 1422764
959,283 1698,581 1420,204 1423,786
966,327 2189,676 1422,764 1444764
968,624 2191,828 1444,764 1698,581
970,349 1698,581 2191,828
972,540 2189,676

977,390 2191,828
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EK3

12 Ayhik YAC128 ve LM Gruplar Arasinda Degisim Gosteren Proteinler

Tablo 10. 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri sonucu
gruplar arasinda istatistiksel farklilik gdsteren proteinler

Intensity
Ratio

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

12

Up-regulated in YAC128

12

12
12
12
12
12
12
12

12
12

Month | Region

R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R3
R3
R3
R3
R3

R3
R3

R4
R4
R4
R4
R4
R4
R4

R4
R4

MALDI-
MSI
observed
m/z

914.485
1303.669
1015.536
1156.605
1423.786
1159.580

972.540
1115.589

1178.6
1030.558
1232.637
1174.596
1065.557

909.434
1044.547
1057.556

914.485
1303.669
1015.536
1156.605
1423.786
1026.501
1115.589

1178,6

914,485
1303,669
1015,536

1159.58

972.54

1026.501
1444764

914.485
1303.669
1015.536
1156.605
1423.786

1159.58

972.54

1026.501
1030.558

LC-
MS/MS
m/z
(+H)
914.473
1303.674
1015.553
1156.615
1423.783
1159.595
972.522
1115.569
1178.572
1030.542
1232.601
1174.595
1065.558
909.425
1044.547
1057.557
914.473
1303.674
1015.553
1156.615
1423.783
1026.504
1115.569
1178,572
914,473
1303,674
1015,553
1159.595
972.522

1026.504
1444753

914.473
1303.674
1015.553
1156.615
1423.783
1159.595

972.522

1026.504
1030.542

Matching

error
(ppm)

12.654
-3.847
-17.044
-9.027
1.85
-13.213
17.979
18.261
23.184
16.302
29.42
0.532
-0.842
9.933
-0.544
-0.833
12.654
-3.847
-17.044
-9.027
1.85
-2.89
18.261
23,184
12,654
-3,847
-17,044
-13.213
17.979

-2.89
7.33

12.654
-3.847
-17.044
-9.027
1.85
-13.213
17.979

-2.89
16.302

Modifications |Accession Description

[N-term]
Acetyl N-TERM

[N-term]
Acetyl N-TERM
[N-term]
Acetyl N-TERM
[5] Deamidation N

[N-term]
Acetyl N-TERM

Q8BX70 |Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
008553  |Dihydropyrimidinase-related protein 2
Q8VDQ8 |NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
Q9Z2U1 Proteasome subunit alpha type 5

QI9QYR6 |Microtubule-associated protein 1A

Serine/threonine-protein phosphatase 2B
P63328 catalytic sub. a

Q7TPR4  Alpha-actinin-1
Q99P72  Reticulon-4
035526  Syntaxin-1A

Q62261  Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 1

Protein kinase C and casein kinase substrate in
Q61644 neurons protein 1

P03995  (Glial fibrillary acidic protein

Guanine nucleotide-binding protein G(i)
B2RSH2 subunit alpha-1

Q8BLK3  |Limbic system-associated membrane protein
Q8BLK3 |Limbic system-associated membrane protein
Q8BX70 |Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
Q8BX70 |Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
008553 Dihydropyrimidinase-related protein 2
Q8VDQ8|NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
Q9Z2U1 Proteasome subunit alpha type 5

P16330 2'_3-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase
Q7TPR4 Alpha-actinin-1

Q99P72 |Reticulon-4

Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
008553 |Dihydropyrimidinase-related protein 2

Q9QYR6 Microtubule-associated protein 1A

Serine/threonine-protein phosphatase 2B
P63328 catalytic sub. a

P16330 2'_3"-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase

Protein kinase C and casein kinase substrate
Q61644 in neurons protein 1

Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
008553 |Dihydropyrimidinase-related protein 2
Q8VDQ8 |NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
Q9Z2U1 Proteasome subunit alpha type 5

Q9QYR6 Microtubule-associated protein 1A

Serine/threonine-protein phosphatase 2B
P63328 catalytic sub. a

P16330 2'_3-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase
035526 Syntaxin-1A
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Tablo 10. 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri sonucu
gruplar arasinda istatistiksel farklilik gosteren proteinler (Devami)

Up-regulated
in YAC128

Down-regulated in YAC128

12
12

12

12
12
12
12

12

12
12
12
12
12
12
12
12
12

R4
R4

R4

R4
R1
R1
R1

R1

R2
R2
R2
R3
R3
R3
R4
R4
R4

1232.637
1174.596

1444.764

968.422
933.463
1338.662
1158.583

1067.529

933.463
1422.764
1029.552

933.463
1338.662
1422.764

933.463
1338.662
1422.764

1232.601
1174.595

1444.753

968.418
933.471
1338.644
1158.589

1067.53

933.471
1422.774
1029.548

933.471
1338.644
1422.774

933.471
1338.644
1422.774

29.42
0.532

7.33

4.268
-8.499
13.899
-5.035

-1.164

-8.499
-6.982
4.015
-8.499
13.899
-6.982
-8.499
13.899
-6.982

Q62261  |Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 1

Protein kinase C and casein kinase substrate
Q61644 in neurons protein 1
[N-term]

Acetyl N-TERM | Q61644 Protein kinase C and casein kinase substrate
5] Deyamidation N in neurons protein 1

Q91VR2 ATP synthase subunit gamma_ mitochondrial
[L]Carbamidomethyl C| QIROPS5  Destrin
Q9CZU6 (Citrate synthase_ mitochondrial

P54728 UV excision repair protein RAD23 homolog B

Trifunctional enzyme subunit beta
Q99JY0 mitochondrial

[1]Carbamidomethyl Cl QIROP5  Destrin

D3Y XG0 Hemicentin-1

P70168  [Importin subunit beta-1
[L]Carbamidomethyl C Q9ROP5  Destrin

Q9CZU6 (Citrate synthase_ mitochondrial

D3Y XG0 Hemicentin-1
[1]Carbamidomethyl C QQROPS Destrin

Q9CZU6 (Citrate synthase_ mitochondrial

D3Y XG0 Hemicentin-1
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EK4

3, 6 ve 12 Aylik YAC128 ve LM Gruplar1 Arasinda Degisim Gosteren Proteinler

Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gosteren proteinler

Intensity
Ratio

R1
R1

R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R3
R3

R3
R3
R3
R3

Down-regulated in YAC128
W W W W W W W W W WwWwWWWwWwWWwWWwwwwowowowowwwoww www w w

w

R3

R3
R3

R3

R4
R4

Wl w w W w

Month | Region

MALDI-

MSI

observed

m/z
862.42

1361.66

1460.72
1686.88
1742.86
2042.00
2247.10
2262.12
2327.14
2465.16
2708.36
2807.32
2856.34
3011.38
845.44

1021.50
1160.56
1405.66

1460.72

1707.82
1858.94
1987.98
2057,96
2075,90
2229.12
2263.16
1076.54

1694.78

1817.88
2057.97
2134.06
2156.06

2168.06

2295.10
2367.16

2523.26

1036.52
1236.60

LC-
MS/MS
m/z
(+H)

862.4305
1361.6617

1460.7202
1686.8810
1742.8629
2041.9964
2247.1000
2262.1176
2327.1415
2465.1619
2708.3639
2807.3161
2856.3381
3011.3865
845.4363
1021.5023
1160.5596
1405.6594

Matching

error
(ppm)

-2.2833
-0.7279

-2.9595
-0.4344
0.2345
-4.3350
-1.3319
-2.4395
-0.9647
-0.9510
1.1194
-1.9556
-0.8700
1.4569
-2.6209
-1.0942
0.6244
-1.4157

1460.7202|-1.4999

1707.8265
1858.9334
1987.9906
2057,9622
2075,9000

2229.1180
2263.1506
1076.5371
1694.7911
1817.8963
2057.9622
2134.0636
2156.0645

2168.0740

2295.0975
2367.1688

2523.2661

1036.5211
1236.6081

-2.8260
-4.0606
1.8816
-2,3503
-4,6462
-1.5134
-4.3307
-4.5907
11171
2.7017
-1.5785
0.8970
-0.4882

3.6570

-2.2999
22112

2.0522

0.7864
3.0444

Modifications |Accession

[5] Deamidation @ | P26040

[N-term]
Acetyl N-TERM | P15508
[2] Oxidation M

P50396
Q90QXS1

Q9JI91

Q91YS8

P31001

pP27773
QIQWI6

Q7TQF7

pceyi T | PB3044
pmmsn? | QoResL
P06837
Q91XV3

[6] DeamidationN | Q03517
Q9z2X1

P49025

Q9CQI3

P50396

P35564

P17183

Q64105
Q91XV3
Q91XV3
[5] DeamidationN | Q9QY76
Q64332

Acet[;/\ll-;\ler'PéRM Q922Y3
[10]Carbag|idomethyl P31230
[2]carbarrgdomethyl Q7TPR4
Q91XV3

Q8JzP2

[10] Deamidation Q | Q91V92
[10]Carbamidomethyl
C

[12]Carbamidomethyl QBROSZ
C

QB8ROY6
Q7TQF7

[10]Carbamidomethyl
c P13707

[18] Deamidation N
008599

[3] DeamidationN | P63017

Description

Ezrin
Spectrin beta chain_ erythrocytic

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Plectin
Alpha-actinin-2

Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase type 1

Desmin

Protein disulfide-isomerase A3

SRC kinase signaling inhibitor 1
Amphiphysin

Vesicle-associated membrane protein 2
Neurabin-2

Neuromodulin

Brain acid soluble protein 1
Secretogranin-2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F
Citron Rho-interacting kinase

Glia maturation factor beta

Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Calnexin

Gamma-enolase

Sepiapterin reductase

Brain acid soluble protein 1

Brain acid soluble protein 1

Vesicle-associated membrane protein
associated protein B

Synapsin-2
Homer protein homolog 1

Aminoacyl tRNA synthase complex
interacting multifunctional protein 1

Alpha-actinin-1

Brain acid soluble protein 1
Synapsin-3

ATP-citrate synthase

1Q motif and SEC7 domain-containing
protein 1

Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate
dehydrogenase

Amphiphysin

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)]
cytoplasmic

Syntaxin-binding protein 1,
Heat shock cognate 71 kDa protein
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Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gésteren proteinler (Devami)

Down-
regulated

in YAC128

Up-regulated in YAC128

W W W W W W W ww wWw wwwwwowww W wWww ww

W W WW W W W w W WWWWWWwwww w w w wow w

R4
R4
R4
R4

R4

R1
R1
R1
R1
R1
R1
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2

R2

R2

R2
R2
R2
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3

R3

R3
R3
R3
R4
R4
R4
R4
R4

1237.62
1364.70
1528.76
1579.80

2079.94

1107.52
1256.60
1342.64
1382.62
1399.66
1730.88
1161.56
1356.64
1367.64
1399.66
1444.68
1512.76
1818.88
1907.96
1919.94

2002.96
2109.06

2131.04

2133.04

2148.04
2152.06
2301.10
1074.54
1116.56
1448.70
1540.76
1658.82
1768.88
1813.88
1896.92
1943.96
1983.98
2038.98

2049.04

2152.06
2185.06
2523.24
966.46
1019.56
1060.50
1092.50
1131.58

1237.6212
1364.7056
1528.7642
1579.8074

2079.9441

1107.5218
1256.6117
1342.6499
1382.6225
1399.6700
1730.8881
1161.5647
1356.6543
1367.6447
1399.6700
14446777
1512.7740
1818.8828
1907.9749
1919.9379

2002.9685
2109.0683

2131.0376

2133.0499

2148.0455
2152.0629
2301.1081
1074.5426
1116.5718
1448.7050
1540.7602
1658.8240
1768.8864
1813.8926
1896.9338
1943.9709
1983.9770
2038.9829

2049.0386

2152.0631
2185.0628
2523.2375
966.4680
1019.5534
1060.5098
1092.5069
1131.5793

-0.0604
4.2317
-0.3853
1.6980

-2.6249

-1.5988
3.3500
1.9600
0.5869
0.1162
0.9450
4.0295
3.0701
-2.9259
-1.5444
-4.6769
4.5081
1.9629
4.6245
-1.0752

3.9875
2.4737

-1.7928

1.2172

-1.6679
0.7114
0.9846
4.7233
-2.1226
1.2436
-3.7331
-4.6848
2.7991
2.2149
3.0049
0.8594
-3.7225
-1.7543

0.0880

-1.1744
-3.6024
-4.5186
23721
-4.9781
-1.9808
3.8267
-1.1232

[15] Deamidation N

[N-term]
Acetyl NTERM
[1] Deamidation N
[N-term]
Acetyl N-TERM

[N-term]
Acetyl N-TERM

[N-term]
Acetyl N-TERM

[1] Carbamidomethyl
C

[12] Carbamidomethyl
C

[16] Deamidation N
[1] Carbamidomethyl
C

[1] Carbamidomethyl
(o]

[N-term]
Acetyl N-TERM
[8] Oxidation M

[N-term]
Acetyl N-TERM

[10] Deamidation Q

[9] Carbamidomethyl
C

[N-term]
Acetyl N-TERM

[4] Deamidation N

[7] Deamidation Q

[4] Deamidation N
[9] Deamidation N
[16] Deamidation Q

[N-term]Acetyl N-
TERM

Q00623 |Apolipoprotein A-1
P24369  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

Voltage-dependent anion-selective channel
Q60932 protein 1

P10637 Microtubule-associated protein tau
Q62188 Dihydropyrimidinase-related protein 3

P05064  [Fructose-bisphosphate aldolase A
Q9QYR6 Microtubule-associated protein 1A
QB8R464 Cell adhesion molecule 4

Q811D0 Disks large homolog 1

Q64324  Syntaxin-binding protein 2

Q9CQ92 Mitochondrial fission 1 protein
Q00612 |Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X

Q9CZWS5 Mitochondrial import receptor subunit TOM70

CAMP-dependent protein kinase type Il-alpha
P12367 regulatory subunit

Q64324  syntaxin-binding protein 2

QIQUREG Prolyl endopeptidase

Q80TZ3 |Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
Q61301 [Catenin alpha-2

Q99KI0 Aconitate hydratase_ mitochondrial

P21107 Tropomyosin alpha-3 chain

Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase
P51174 mitochondrial

Q3UM45 |Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7

P68404 [Protein kinase C beta type

035643 | AP-1 complex subunit beta-1

Q61330 [Contactin-2

Q8BHE3 (Caytaxin

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor
P35235 N

P13595  Neural cell adhesion molecule 1
Q61753 |D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
035685 |Nuclear migration protein nudC
Q61548 [Clathrin coat assembly protein AP180
QB8C8R3 |Ankyrin-2

Q8R464 [Cell adhesion molecule 4

Q7TSJ2 |Microtubule-associated protein 6
Q60598  src substrate cortactin

Q62261  [Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 1
Q80UG5 Septin-9

Q9CWZ7|Gamma-soluble NSF attachment protein

P33175 Kinesin heavy chain isoform 5A

Q69223 |Dynein heavy chain 17_ axonemal

Q8BGH2 ggrrt]ing alnd assembly machinery component
omolog

P09671  Superoxide dismutase [Mn]_ mitochondrial
035215 D-dopachrome decarboxylase

P32921 Tryptophan--tRNA ligase_ cytoplasmic
P42669  Transcriptional activator protein Pur-alpha
Q61553 Fascin

P04370 |Myelin basic protein
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Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gésteren proteinler (Devami)

Up-regulated
in YAC128

Down-regulated in YAC128

W  WWw W w w

DO OO DO ODOD OO OO OO O O OO OO OO OO W W W W W

(o]

O OO O OO0

R4

R4
R4

R4
R4

R4

R4
R4
R4
R4

R4

R1
R1

R1

R1
R1
R1
R1
R1

R2

R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R3
R3
R3

R3

R3
R3
R3

R3
R3
R3
R3
R3

1205.54 |1205.5467 0.2306

1251.60
1267.60

1289.62
1546.74

1595.72

1702.84
2044.02
2066.00
2091.04

2424.20

944.46
1064.50

1428.72

1460.72
1543.76
1714.90
2007.00
2072.04

886.44

1075.54
1165.54
1205.52
1527.76
1576.76
1609.78
1627.82
1751.86
1770.88
1871.92
1886.94
1972.98
2051.94
880.48

1069.50
1077.52

1180.54

1214.60
1540.76
1578.78

1582.79

1621.82
1770.86
1898.94
1949.92

1251.6077
1267.6052

1289.6267
1546.7505

1595.7233

1702.8395
2044.0168
2066.0077
2091.0465

2424.2140

944.4618
1064.5106

1428.7190

1460.7202
1543.7751
1714.9010
2006.9930
2072.0546

886.4517

1075.5419
1165.5484
1205.5256
1527.7584
1576.7701
1609.7897
1627.8214
1751.8671
1770.8810
1871.9320
1886.9389
1972.9876
2051.9364
880.4887

1069.5095
1077.5187

1180.5450

1214.6012
1540.7602
1578.7758

1582.7932

1621.8254
1770.8731
1898.9463
1949.9338

4.3416
0.7611

0.7498
-2.2678

-2.2902

-1.8774
-0.5008
0.6178
4.5289

2.9248

-0.4339
1.7874

-3.3119

-1.7729
1.5188
-3.5234
-2.0756
4.8778

0.8524

-2.2375
-3.5162
-0.4736
-3.0932
0.0049
3.4180
-3.5170
-1.5181
-2.6869
1.8858
-4.2354
0.4483
-4.9864
-0.6041
3.6677
-3.2168

0.3689

2.6313
-1.3506
-2.8826

4.9733

0.6279
0.6968
2.5974
0.7041

[N-term]
Acetyl N-TERM
[2] Oxidation M

[N-term]
Acetyl N-TERM

[15] Deamidation N

[N-term]
Acetyl NTERM
[1] Deamidation N

[13] Deamidation Q

[N-term]
Acetyl N-TERM
[5] Deamidation N

[7]Carbamidomethyl
C

[4]Carbamidomethyl
C

[N-term]
Acetyl N-TERM
[8]Carbamidomethyl
C
[6]Carbamidomethyl
C
[1]Carbamidomethyl
C

[6]Carbamidomethyl
C

[4] Deamidation N

[N-term]
Acetyl N-TERM
[12] Deamidation Q

[8]Carbamidomethyl
C

Q3UHL1 CaM kinase-like vesicle-associated protein

Q63844 Mitogen-activated protein kinase 3

SH3-containing GRB2-like protein 3-
Q8vD37 interacting 1

P08226 Apolipoprotein E
Q8BUV3 Gephyrin

P08113 |[Endoplasmin

Potassium voltage-gated channel subfamily A
P16388 member 1

P26443  Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial

Q9ES97 Reticulon-3

Vesicle-associated membrane protein-
QOWV55 associated protein A

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
Q64521 mitochondrial

Pyruvate dehydrogenase protein X component_
Q8BKZ9 mitochondrial

P42932  T-complex protein 1 subunit theta

Voltage-dependent calcium channel gamma-8
Q8VHW?2 subunit

P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha
P58252 Elongation factor 2

N(G)_N(G)-dimethylarginine
QICWS0 dimethylaminohydrolase 1

P27773  Protein disulfide-isomerase A3
Q7TMKO Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q

P62631 Elongation factor 1-alpha 2

035136 Neural cell adhesion molecule 2
P54227  Stathmin

Q68FF6 ARF GTPase-activating protein GIT1
P17710 |Hexokinase-1

Q6ZWR6 Nesprin-1

P07724  Albumin

Q8CJ19 |[F-actin]-monooxygenase MICAL3
Q9Z0P4 |Paralemmin-1

P08553  Neurofilament medium polypeptide
Q9Z2H5 Band 4.1-like protein 1

Q8BYI9 [Tenascin-R

Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
P06837  |Neuromodulin

088342 WD repeat-containing protein 1
Q810U4 |Neuronal cell adhesion molecule

Q9QUPS5 Hyaluronan and proteoglycan link protein 1

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit
Q6PIES alpha-2

Q8VIMY Immunity-related GTPase family Q protein
Q61548 (Clathrin coat assembly protein AP180
Q9DCO7 |LIM zinc-binding domain-containing Nebulette

Q6ZWR6 Nesprin-1

P17751 (Triosephosphate isomerase
A2ASS6 [Titin

Q02248 Catenin beta-1
Q71LX4 Talin-2
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Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gésteren proteinler (Devami)

Down-regulated in YAC128

Up-regulated in YAC128

(o BN NN RN N B> Rie> R Rl IR R RN BE- R Rie RN R R Rio R R R R Rio) RN BN RN RN R NN« I N> BN <)

[ BN N> Rie>RiNe)]

[ BN RN >RNe>RiNe e N> Rie > RiNe) iNe))

R3
R3
R3

R3

R3
R4
R4
R4
R4
R4
R4
R4
R4
R4
R4
R4
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2

R2
R2

R2

R2
R2

R2
R2

R2

R2

R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3

1972.98
1984.98
2047.08

2131.04

2378.20
896.48
1151.58
1275.58
1294.64
1346.64
1453.76
1531.80
1544.80
1567.76
1847.86
1903.94
989.50
1218.64
1512.78
1651.84
1872.94
2115.00
1223.60
1606.84
1694.78
1736.86
1813.89
1818.87
1872.94
1953.90

2037.00
2063.00

2085.02

2301.10

2360.18
2415.18
2530.22

2701.32

3055.36

1465.68
1500.76
1509.78
1577.76
1581.78
1601.79
1745.84
1799.84
1949.94

1972.9876
1984.9902
2047.0675

2131.0376

2378.1987
896.4836
1151.5943
1275.5825
1294.6525
1346.6546
1453.7607
1531.8002
1544.8067
1567.7639
1847.8617
1903.9508
989.5010
1218.6511
1512.7740
1651.8360
1872.9484
2115.0023
1223.6154
1606.8435
1694.7911
1736.8748
1813.8926
1818.8716
1872.9484
1953.9045

2037.0072
2063.0139

2085.0287

2301.1081

2360.1816
2415.1899
2530.2168

2701.3202

3055.3713

1465.6952
1500.7693
1509.7907
1577.7588
1581.7829
1601.7918
1745.8374
1799.8480
1949.9392

2.0954 Q60829 |Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
2.4494 Q64010 Adapter molecule crk
-4,8017 | [EICarbamidomeVl | p52480  Pyruvate kinase PKM
-3.7887 Acet[yl-:\le-nTﬂéRM P68404 |Protein kinase C beta type
[8] Oxidation M

0.0015 Q810U3 Neurofascin
1.0818 QB6NXKT |Inactive dipeptidyl peptidase 10
37172 P20108 Hi\tlgzﬁcéﬂzlrr;;jependent peroxide reductase
-2.1970 P56959 |RNA-binding protein FUS
15197 | [ Deamidation @ | Q60930 ’\)/r?)ltt:i?]eédependent anion-selective channel
4.8503 Q91VN4 MICOS complex subunit Mic25
1.9873 088935 Synapsin-1
0.0500 | [5] Deamidation Q@ | Q8VDO04 |GRIP1-associated protein 1
4.1310 Q8K310 Matrin-3
-2.5316 Q9CPV4 (Glyoxalase domain-containing protein 4
-0.7353 Q6S5L9 SHC-transforming protein 4
4.0270 P08551  Neurofilament light polypeptide
0.7209 Q91VWS5 Golgin subfamily A member 4
2.8283 P58281 Dynamin-like 120 kDa protein_ mitochondrial
-2.4304 [1z]carbagidomethyl Q80TZ3 [Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
-4,5999 P05063  Fructose-bisphosphate aldolase C
2.1802 P63044 \Vesicle-associated membrane protein 2
-0.7937 [1]Carbanclid°methyl Q61361 Brevican core protein
2.4433 Q9QYBL1 (Chloride intracellular channel protein 4
3.4878 P67778 Prohibitin
-0.0155 [10]Carbagidomethyl P31230 ,:]mltrl\gjancc);: OtII:QaI:IpAr 3;:?259 complex-interacting
1.5922 Q8CHU3 Epsin-2
2.3754 [7] Deamidation Q | Q7TSJ2 Microtubule-associated protein 6
-0.7032 Q7TSJ2 |Microtubule-associated protein 6
3.0786 P63044 \Vesicle-associated membrane protein 2
-2.2850 [Grnamcomem(C Q60692  Proteasome subunit beta type-6
12767 Qsz1By el e
14141 Q9QY X7 Protein piccolo
13033 | {15 Deamitation | 055131 Septin-7

[14] Deamidation Q ; )
22204 [9]Carbangdomethyl P35235 ;I;,)r/)reoslnlwe-protan phosphatase non-receptor
-0.4106 nmarbanéidomethy' Q61361 |Brevican core protein
0.4737 | [9] DeamidationN | QIRON7 |Synaptotagmin-7
-2.3882 Q7TSJ2 |Microtubule-associated protein 6

[1] Deamidation : oo :

wopts | HED posazn Strerne ot o2
1.4389 Q61644 Egﬂtril:sk';rr\gtseei nClamd casein kinase substrate in
2.2819 [Tl Carbamidometyl 3g\r/yM4 Coronin-1C
-2.4655 Q99KIO |Aconitate hydratase_ mitochondrial
2.1963 P39054 Dynamin-2
-4.2797 @ Carbagidomethy' Q8BX70 Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
1.6795 @ ca'bargidomelhyl P11499 Heat shock protein HSP 90-beta
-0.2472 Q99KIO0 |Aconitate hydratase_ mitochondrial
-1.6817 Q07076 Annexin A7
-1.7407 Q9JI91  Alpha-actinin-2
-0.1585 Q9CZ30 Obg-like ATPase 1
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Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gésteren proteinler (Devami)

Up-regulated in
YAC128

Down-regulated in YAC128

DO OO O

12
12
12
12
12
12
12
12
12

12
12
12
12

12

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

R3

R3
R4
R4
R4
R4

R4
R4

R4

R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1

R1
R1
R1
R1

R1

R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R4
R4
R4
R4

1953.91

2147.06
846.42
1015.54
1660.84
1688.82
1712.82

1839.88
1896.94

1009.50
1054.52
1145.56
1196.56
1207.58
1233.56
1251.60
1262.62
1377.66

1403.68
1684.84
1872.94
1983.98

2009.96

1009.50
1054.53
1061.50
1077.52
1085.52
1171.58
1306,60
1858,94
2247,10
3138,56
980,48
1000.50
1034.50
1078.52
1097.54
1762.86
1779.88
1987.96
2268.12
2468.18
979.48
989.48
1422.72
1678.84

1953.9045

2147.0575
846.4316
1015.5419
1660.8442
1688.8238
1712.8238

1839.8802
1896.9419

1009.5061
1054.5238
1145.5698
1196.5616
1207.5875
1233.5634
1251.6077
1262.6297
1377.6645

1403.6761
1684.8482
1872.9484
1983.9770

2009.9597

1009.5061
1054.5238
1061.5109
1077.5187
1085.5222
1171.5776
1306,6096
1858,9334
2247,1000
3138,5782
980,4796
1000.5098
1034.5054
1078.5164
1097.5408
1762.8646
1779.8867
1987.9679
2268.1309
2468.1915
979.4877
989.4799
1422.7297
1678.8503

-0.4424

-3.7793
-2.0313
0.6742
-0.2812
0.5809
-0.4174

-1.6439
-2.9820

4.8559
-0.3948
-1.6193
-4.9696
1.9877
0.5045
1.6789
0.8335
3.8712

-1.7765
0.7082
4.9667
-2.4747

-3.0901

4.0191
-1.3874
-1.0350
-1.4003
1.6385
1.1489
3,8907
-4,9367
-2,9919
2,4694
-4,0181
3.7231
1.2631
-2.3640
1.1479
-1.6959
2.6564
-0.1508
0.6875
3.3427
-2.8349
-0.4854
-2.2630
1.3632

[3] Carbamidomethyl
C

[9] Deamidation N
[17] Deamidation Q

[6] Carbamidomethyl
C

[5] Carbamidomethyl
C

[7] Carbamidomethyl
C

[N-term]
Acetyl N-TERM

[6]Carbamidomethyl
C

[16] Deamidation N

[1]Carbamidomethyl
C

[1]Carbamidomethyl
C

Q60692

Q9JLMS
E9Q309
P28738
Q00493
P62918
P05480

Q80TJ1
035927

Q8K310
P35802
QIESF1
Q61696
P14873
Q2PFD7
Q63844
Q03142
Q8JZN5
008788

Proteasome subunit beta type-6

Serine/threonine-protein kinase DCLK1
Centrosome-associated protein 350
Kinesin heavy chain isoform 5C
Carboxypeptidase E

60S ribosomal protein L8

Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein

kinase Src

Calcium-dependent secretion activator 1

Catenin delta-2

Matrin-3

Neuronal membrane glycoprotein M6-a
Otoferlin

Heat shock 70 kDa protein 1A

Microtubule-associated protein 1B

PH and SEC7 domain-containing protein 3

Mitogen-activated protein kinase 3

Fibroblast growth factor receptor 4

Complex | assembly factor ACAD9_
mitochondrial

Dynactin subunit 1

QIDCX2 |ATP synthase subunit d_ mitochondrial

P63044
Q80UG5
P84075
Q8K310
P35802
P08551
QIQUP5
E9PUL5
P08553
P17426
P17183
P31001
Q8R191
P08553
P35293
P31786
Q9QXS1
Q8BP67
Q9Z2H5
Q8K354
D3YVFO
Q6PFD5
P62908
Q8BHE3
P28660
Q8021
Q05920

Vesicle-associated membrane protein 2
Septin-9

Neuron-specific calcium-binding protein
hippocalcin

Matrin-3
Neuronal membrane glycoprotein M6-a

Neurofilament light polypeptide

Hyaluronan and proteoglycan link protein 1

Proline-rich transmembrane protein 2
Neurofilament medium polypeptide
AP-2 complex subunit alpha-1
Gamma-enolase

Desmin

Synaptogyrin-3

Neurofilament medium polypeptide
Ras-related protein Rab-18
Acyl-CoA-binding protein

Plectin

60S ribosomal protein L24

Band 4.1-like protein 1

Carbony! reductase [NADPH] 3
A-kinase anchor protein 5

Disks large-associated protein 3
40S ribosomal protein S3

Caytaxin

Nck-associated protein 1
Ras-related protein Rap-2a

Pyruvate carboxylase_ mitochondrial
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Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gosteren proteinler (Devami)

Up-regulated in YAC128

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

12

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

12

12
12
12
12

12

R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R1
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R2
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3

R3

R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3
R3

R3

R3
R4
R4
R4

R4

1107.52
1301.62
1348.62
1353.66
1399.66
1520.76
1575.76
1746.84
1781.84
1814.88
1886.94
1919.92
2017.96
2063.00
1348.63
1428.72
1595.72
1647.82
1921.96
1949.94
2169.08
2220.06
2406.28
887.44
1090.52
1294.64
1301.62
1399.67
1405.64
1411.66

1431.72

1509.78
1563.74
1606.84
1874.92
1982.98
2038.00
2134.06
2179.08
2220.06
2301.12

2349.15

2523.24
968.48
1210.54
1289.62

1294.65

1107.5218
1301.6195
1348.6227
1353.6685
1399.6700
1520.7592
1575.7609
1746.8617
1781.8527
1814.8919
1886.9389
1919.9320
2017.9713
2063.0139
1348.6227
1428.7190
1595.7233
1647.8272
1921.9694
1949.9392
2169.0856
2220.0642
2406.2796
887.4556
1090.5276
1294.6525
1301.6195
1399.6700
1405.6594
1411.6634

1431.7162

1509.7907
1563.7497
1606.8435
1874.9165
1982.9852
2037.9975
2134.0636
2179.0812
2220.0642
2301.1245

2349.1547

2523.2375
968.4757
1210.5408
1289.6267

1294.6525

-3.9166
-1.2817
-2.8446
0.2487
0.8473
-0.2638
-1.1573
0.6917
05792
11371
-1.5693
1.7268
3.3600
1.6048
-3.9064
-3.8088
-4.4727
2.8330
0.4510
-2.5399
-0.1697
0.3829
-1.4610
3.9454
1.6041
-0.3185
-3.4933
-1.0786
45032
-3.2763

-2.2416

3.6908
0.6494
2.1635
-1.6550
-0.2874
-2.8559
-0.4424
-0.8574
0.7350
-0.1722

2.3878

-3.6244
-3.0629
-3.5503
-1.4293

1.3131

[N-term]
Acetyl h?f‘?qERM P05064

Fructose-bisphosphate aldolase A

QI9WV80 Sorting nexin-1
Q8VDD5 Myosin-9

P35283

Q64324

B TeRw | P43274

Acetyl N-TERM

Q8C437

Q99104

P50516

Q9R111
Q8BYI9

[lZ]Carbagidomethyl P63330

Q80U28

Ras-related protein Rab-12
Syntaxin-binding protein 2

Histone H1.4

PEX5-related protein

Unconventional myosin-Va

V-type proton ATPase catalytic subunit A
Guanine deaminase

Tenascin-R

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

MAP kinase-activating death domain protein

Q9QY X7 |Protein piccolo
Q8VDD5 Myosin-9

Q8VHW?2

P08113

Voltage-dependent calcium channel gamma-8
subunit

Endoplasmin

16] carba@idomethyl Q9QXL2 [Kinesin-like protein KIF21A

QICYT6 |Adenylyl cyclase-associated protein 2

Q9CZ30
P23242
[N-term] 80U28
Acetyl N-TERM Q

Obg-like ATPase 1
Gap junction alpha-1 protein

MAP kinase-activating death domain protein

[2] OxidationM | Q9WU78 Programmed cell death 6-interacting protein

Q7TSI2
Qo1V92

[2] Deamidation Q | Q60930

Microtubule-associated protein 6

ATP-citrate synthase

Voltage-dependent anion-selective channel
protein 2

Q9WV8O sorting nexin-1

Q64324

Q9CQI3
[7] OxidationM | Q9ZOH8
[N-term]

Acetyl N-TERM
[1] Carbamidomethyl P55066
C

Syntaxin-binding protein 2
Glia maturation factor beta

CAP-Gly domain-containing linker protein 2

Neurocan core protein

Dynamin-2
Secretogranin-2
Prohibitin

[N-term] Q91XM9 Disks large homolog 2

P39054
[6] Deamidation Q | Q03517
P67778

Acetyl N-TERM
008528
[13] Deamidation N | P52480
Q8JzP2

bamidomethyl
[18]Car agu lomethy| Q61553
N-
pe o | Q80U28

[4] DeamidationN | Q9IKK7

[N-term]
Acetyl N-TERM
[1]Carbamidomethyl
N P52480

[10]Carbamidomethyl
C

P09671

Hexokinase-2

Pyruvate kinase PKM

Synapsin-3

Fascin

MAP kinase-activating death domain protein

Tropomodulin-2

Pyruvate kinase PKM

Superoxide dismutase [Mn]_ mitochondrial

Q7TMB8 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1
[8] Deamidation N | Q9CQ69 (Cytochrome b-c1 complex subunit 8

P08226
[2] Deamidation Q | Q60930

Apolipoprotein E
Voltage-dependent anion-selective channel
protein 2
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Tablo 11. 3,6 ve 12 aylik YAC128 ve LM dokularinin MALDI-MSI analizleri
sonucu gruplar arasinda istatistiksel farklilik gésteren proteinler (Devami)

Up-regulated

in YAC128

12
12

12
12

12
12

R4
R4

R4
R4

R4
R4

1466.68
1489.70

1491.80
2044.02

2091.04
2281,12

1466.6944
1489.6951

1491.8053
2044.0168

2091.0465
2281,1129

3.6877 [11]Carbagidomethyl Q99JY9

-3.9851

-1.5203
-1.3278

2.9056

P63328

Q3UHJI0
P26443

QIWV/55

Actin-related protein 3

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

AP2-associated protein kinase 1

Glutamate dehydrogenase 1_ mitochondrial

Vesicle-associated membrane protein-
associated protein A

-4,0041 | BICerbamdomeny! | 0g9p75  Reticulon-4

103



9 OZGECMIS
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