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OZET

Norodejeneratif hastaliklar, ilerleyici sinir sistemi fonksiyon bozukluguna neden
olan merkezi sinir sistemini etkilemektedir. Bu zayiflatict1 ve tedavi edilemeyen
hastaliklar sinir hiicresi fonksiyon kayiplariyla karakterizedir ve etkilenmis sinir
sistem yapilarinin atrofisi ile iligkilidir. Alzheimer hastalig1, yash popiilasyonunda en
yaygin goriilen bunama hastaligidir. Projenin amaci, Alzheimer hastaliginda gozlenen
norodejenerasyon siireci ve patolojisinin, iki temel ve birbirini tamamlayan proteomik
teknik ile arastirllmasidir. Hastalilk modeli olarak sunulan transgenik hayvan
modellerinde gelistirilerek incelenmesidir. Hastaliga 6zgili trangenik hayvan modeli
olan SXFAD fareleri deney grubu olarak, ayni batindan dogan transgenic olmayan
yavrular ise kontrol grubu olarak kullanildi. 3, 6 ve 12 aylarda yapilan davranis testleri
ve IHC sonuglarina gore, hayvanlarin hastaligin hangi evresinde oldugu tespit edildi.
Pre-patolojik, gelisim ve hastalik evrelerindeki hayvanlardan disekte edilen
beyinlerden, MALDI-Goériintiileme ve LC-MS/MS analizleri gerceklestirildi. Her iki
analizden elde edilen bilgi bir araya getirilerek degerlendirildi ve Alzheimer,
transgenik hayvan modellerinde, hastaligin evrelerinde meydana gelen protein

ekspresyon degisimleri tespit edilmis, listelenmis ve lokalizasyonlar1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, MALDI-gériintiileme, LC-MS/MS



SUMMARY

Neurodegenerative diseases affect the central nervous system and cause
progressive nervous system dysfunction. These disorders which have no absolute
therapeutic solutions are generally characterized with nervous cell dysfunction and
brain atrophy related to the affected regions of the nervous system. Alzheimer disease
Is the most common form of dementia among the elderly population. The aim of this
project is investigating the neurodegenerative progresses and pathology of
Alzheimer’s disease by using two, complementary proteomics techniques; MALDI-
Imaging and LC-MS/MS analysis. With this aim, 5XFAD transgenic mouse model of
diseases were used as experimental group and their non-transgenic littermates were
used as control groups. According to behavioral tests and immunohistochemistry
analysis performed at 3, 6 and 12-months-old, the stages of the disease were
determined. Whole brains were dissected from mice at pre-pathological, progression
and pathological stages of the diseases and analyzed with MALDI-Imaging and LC-
MS/MS. The data obtained from both proteomic analysis were combined and the
alterations of protein expressions in addition to their localization images were

determined and listed for each disease at different stages.

Keywords: Alzheimer’s Disease, MALDI-Imaging, LC-MS/MS



1. GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif hastaliklar, beyin ve omur ilikteki sinir sistemi hiicrelerindeki
bozulmalarla olusmaktadir. Hiicrelerdeki bu degisiklikler, hiicrenin normal olmayan
fonksiyonlar sergilemesine ve sonunda hiicrenin Oliimiine neden olmaktadir.
Noronlarin koétiilesmesiyle birlikte, bireyde koordinasyon bozuklugu ve isimleri
hatirlayamama gibi semptomlar da goriilebilmektedir. Olen hiicrelerin sayis1 arttikga,
olusan semptomlar daha da kotiilesmektedir. Ilerleyen durumlarda, hastalar bagimsiz
yiirlime yetisini kaybeder, diisiinemez hal alir veya genel fonksiyonlarini yerine
getiremez duruma gelmektedir. Sonunda, bu hastaliklarin ¢ogu Oliimle
sonuglanmaktadir. Norodejeneratif hastaliklar igin var olan tedaviler ise, sinirhidir ve
hastaligin sebeplerinden ¢ok semptomlarina yoneliktir (1,2). Norodejeneratif
hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaligi, demansin en sik sebebidir. Demans ile
yasayan hastalarin tanisi konularak, dogru tedaviye ulagsmasi yiiksek gelirli iilkelerde
bile ancak %50’lere ulasabilmektedir. Bu rakamlar orta ve diisiik gelirli tilkelerde
%10’lara inmektedir. Hayat kalitesini degismesiyle artan yash niifus sebebiyle,
demans hastaligi oraninin giderek artacagi 6ngoriilmektedir. Global seviyede, demans
hastas1 sayis1 2015 yilinda yaklasik 46,8 milyon oldugu bilinmekle birlikte bu sayini
2050 yilinda 131,5 milyon olacag: tahmin edilmektedir (3).

Alzheimer hastaliginda go6zlenen norodejenerasyon siireci ve patolojisini
gelistiren transgenik hayvan modeli olarak SXFAD iiretimi ve genotiplemesini takiben
3, 6 ve 12 aylik olduklarinda deneye tabi tutuldu. 5XFAD fare modeli yasa bagli motor
fenotipi ve hafiza kayiplari, intrandral amiloid beta (Ap) birikimi ve yasa bagl aksonla
dejenerasyon gosterdigi i¢in Alzheimer g¢alismalarinda iyi bir in vivo model olma
ozelligine sahiptir (4). 5XFAD transgenik fareler ve hem cins hem de yas uyumlu
kontrol farelerinin, dogumdan itibaren 3, 6 ve 12’inci aylarda Morris su labirenti
davranis deneyleri ve beyin kesitlerinde yapilan AP IHC analizleri ile hastaligin
evreleri belirlenmis ve valide edilmistir.

Hastaliga 6zgii patoloji oncesi, gelisim ve patolojik evrelerinin belirlenmesini
takiben, alinan beyin kesitlerinden LC-MS/MS ve MALDI Goriintiileme analizleri
yapildi. LC-MS/MS analizi ile doku kesitlerinden elde edilen tiim triptik peptitlerin

protein tanimlamalar1 yapildi. MALDI Goriintiileme analizi ile doku iizerinde tarama



yapilarak elde edilen m/z degerleri, LC-MS/MS sonuglari ile ¢akistirilarak protein
tanimlamalar1 yapildi. Tim deneyler sonucunda her gruptaki dokulardan yaklasik
2000 protein tanimlanmis olup, istatiksel olarak anlamli (p>0,05) ve ekspresyon

degisimi minimum 1,2 kat olan proteinler listelenerek, lokasyon bilgileri elde edildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norodejeneratif Hastalhklar ve Alzheimer Hastahi@inin Molekiiler

Mekanizmasi

Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Amyotrofik lateral skleroz, Huntington
hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklar benzer histopatolojik 6zellikleri paylasirlar ve
hiicresel ve bazi ortak molekiiler mekanizmalara sahiptirler. Bir¢ok yas iliskili
norodejeneratif hastalik beyinde mikroskobik seviyede goriilebilir kiimeler igerisinde
yanlis katlanmis proteinlerin birikmesiyle iligkilidir. Fibril yapilar1 igeren bu kiimeler,
hastalik spesifik yanlis katlanmis proteinlerden olugmaktadir. Kiimelenmenin rolii
halen tartismali olsa da yaygin olan hipotez, onlarin, toksik kiimelenmis ara {iriinlere
kars1 hiicrenin korunma mekanizmalarii sunmalaridir. Yanlis katlanmalarin bir araya
gelerek kiimelenme egilimi hastaligin olusmasinda etkili bir patolojidir. Hastalik
proteinlerinin yanlis katlanmalarindan bagka, diger kalitimsal faktorler bu ailesel
yanlis katlanma hastaliklarinin baglama yasini degistirdigi sunulmustur. Alzheimer
hastaligi (AH) gibi nérodejeneratif hastaliklarin ailesel olmayan formlar tipik olarak
gec yasta gelisir. Ailesel olmayan formdaki patogenez ve protein yanlis
katlanmalarinin sebebi halen anlasilmazdir (5).

AH’nin patojenitesi, hiicre dist AP peptitlerinin  olusturdugu plaklar,
fosforillenmis tau proteinlerini igeren noérofibril digiimler, sinaptik dejenerasyon ve
limbik sistem ve neokortekste secici noronal 6liim, anormal endozom, lizozom ve

mitokondrinin birikimi, glia aracili inflamasyonu igermektedir (6, 7).
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Sekil 2-1. Alzheimer hastalig1 patojenezi (7)

Alzheimer hastalig1 ile iliskilendirilmis en 6nemli noropatolojik gostergelerden
biri olan AP birikimi APP’nin enzimler aracilifiyla proteolizi sonucu olusmaktadir.
Bu mekanizma proteoliz gama sekretaz, beta sekretaz ya da alfa sekretaz enzimleri
araciglyla noral aktivite tarafindan regiile edilmektedir. Bu enzimlerin APP’yi farkh
noktalardan kesmesi sonucu farkli uzunluklarda AP peptidi olugsmasina yol acar. Bu
mekanizma hasta olmayan kisilerde diizgiin islerken Alzheimer hastalarinda AP peptit
olusumu daha aktif olmakta ve temizleme mekanizmasinda meydana gelen
bozukluklarda dolay1 birikimine sebep olmaktadir (8-10).

Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilmis diger noropatolojik gosterge Tau
proteinidir. Hiicre iskeleti proteinlerden olan mikrotiibiillerin organizasyonunda gorev
alan Tau proteini hiicre morfolojisinin korunmasi ve aksonal transport
mekanizmalarinda dolayli olarak gorevlidir. Tau proteini sentezlendikten sonra
hiperfosforilizasyona ya da nitrasyona ugradiginda AH patogonezinde rol oynadigi

diisiiniilmektedir. Proteinin modifiye olmus hali mikrotiibiillere baglanamadigindan



kendileriyle etkilesime gegerek agregat olusumuna sebep olmaktadirlar (8-10). AH’da
oldugu gibi benzer tau lezyonlari, diger bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin karakteristigi
olarak da tanimlanir. Bunlar arasinda en iyi bilinenler; progressive supranuklear palsy
(PSP), kortikobazal dejenerasyon (CBD) ve Pick’s hastalig1 (PiD)’dir. Uzun bir siire,
norodejeneratif siireclerde, tau proteininin varligini iceren hicbir genetik kanit
bulunmamasina ragmen, daha sonra frontotemporal bilin¢g kayb1 ve PH’nin ailesel

formunda tau gen mutasyonlarinin bulunmasiyla bu durum degismistir (11).
2.2. 5XFAD Transgenik Deney Hayvan Modeli ve Morris Su Labirenti Testi

5XFAD fareler kontrol gruplarindan farkli olarak, ailevi AH’na neden oldugu
bilinen APP(695) (Amyloid Precursor Protein) geni ilizerinde Swedish (K670N,
M671L), Florida (I716V) ve London (V717I) ve PS1 (Presenilin) geni iizerinde
M146L ve L286V olmak iizere 5 adet mutasyon tasimaktadirlar (4). 5XFAD fareleri
AH i¢in patolojik ve davranigsal olarak karakteristik olan amilod plaklarini erken
evrede gosterebilen bir modeldir. Ozellikle, nérodejenerasyonda gdzlenen néron kaybi
ve amiloid plak olusumunda 6nemli rol oynadig: diisliniilen intranéral AP birikimi
SXFAD farelerinde de goriilmektedir. Bu fareler 4-5 aylik olduklar1 donemde amilod
plaklari, intrandral AP agregatlar1 ve AP oligomerleri de dahil olmak tizere AP’nin
farkli formlarini sergileyebilmektedirler. Bu sebeple yapilan Morris su labirenti
testlerinde hafiza kay1 gozlenmektedir (12).

Morris su labirenti testi kognitif disfonksiyon degerlendirmesi i¢in Alzheimer
hastaliginda uygun bir davranigsal testtir. Calismamizda uygulanan test, Richard
Morris tarafindan 1980°li yillarda olusturdugu metodtan modifiye edilerek (13),
alistirma, Ogrenme fazi ve hafiza fazi deneyleri olmak iizere, iic asamada

gergeklestirildi.



2.3.  MALDI Goriintiileme Kiitle Spektrometresi

Matriks tabanli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) soft iyonizasyon- teknigi
sinifindadir. Bu 6zelligiyle biiyiik biyomolekiillerin ve biiylik organik molekiillerin
analizine olanak saglar. Matrix molekiilleri lazerden iyonizasyon i¢in gelen enerjiyi

analite aktarir (Sekil 2.2).

Laser enerjisi

M

Matrix [M+H]+

» Pozitif iyonizasyon modu:

. . M Laser enlerjisi [M_H].
* Negatif iyonizasyon modu: atrn

Kiitle
analizi

f/
.
%
%
|
.

.
.Matriks %
iyonu o

N

i

%,

W

Sekil 2-2. MALDI iyonlagmast

Matriks molekiillerinin sayisi analit molekiillerine gore c¢ok fazladir, boylece
analit molekiilleri kolayca ayrilir ve molekiiler iyon olusumunu engelleyen ornek
kiimelenmeleri 6nlenir. Matriks ayn1 zamanda lazer pulsundan gelen enerjinin biiyiik
kismin1 absorblamasiyla 6rnegin bozunmasini en aza indirir ve lazerden analite enerji
transferinin verimli olmasini saglar. Boylece duyarlilik biiyiik 6lgiide artar (14).

MALDI kiitle spektrometresinde, biyolojik molekiillerin doku kesitlerinde iyon
goriintiilemesi ilk kez Caprioli ve ark. 1997 yilinda yapilmistir (15). Bu ¢alismadan
sontra MALDI goriintiileme tekniginin gelistirilmesi i¢in daha iyi 6rnek hazirlama
teknikleri, daha yiiksek hassasiyetli analizler, yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerin eldesi

gibi caligmalar artmistir. Bu ¢alismalara bagl olarak kiitle spektrometresi cihazlarinda



ve ornek hazirliginda kullanilan sprayleme ve inkiibasyon cihazlarinda da gelismeler
artmistir (16, 17). Tiim teknik ve yontemsel gelismeleri takiben MALDI Goriintiileme
yontemi diger kiitle spektrometresi teknikleri gibi birgok arastirma alaninda
(biyobelirteg kesfi, ilag gelistirme vb.) basarili bir uygulama teknigi haline gelmistir
(18, 19).

MALDI goriintiileme yontemi doku kesitleri tizerinde gerceklestirildiginden elde
edilen m/z degerlerinin ayn1 zamanda doku iizerinde bdlgesel bilgisi de elde edilmis
olur. Dokularda biyolojik molekiillerin analizinde yaygin olarak kullanilan LC-
MS/MS yontemi oldukca gelistirilmis bir yontem olmasina ragmen doku
homojenizatlarindan yapildigi i¢in bdlgesel bilgi kaybolmaktadir (20). MALDI
goriintiileme yOnteminin bolgesel bilgi avantaji olmasina ragmen 6zellikle protein,
peptit analizlerinde deney sonucu elde edilen bilginin anlamli hale getirilebilmesi i¢in
LC-MS/MS yontemine bagimlidir. Bu sebeple tez calismamizda her iki yontem
koordineli bir sekilde uygulanmistir.

2.4.  Alzheimer Hastali ve Proteomik

Objektif analiz yapabilen yeni proteomik teknikler protein ifade farkliliklarinin
hesaplanmasi i¢in gelecek vadetmektedir. Proteomik, biiyiik 6rnek gruplarinda protein
yap1 ve fonksiyonu konusunda genis bilgi verebilecek bir ¢caligma alanidir ve giderek
daha fazla insan hastaliklarinin arastirilmasi konusunda kullanilmaktadir. Son 15 yil
igerisinde protein ifade farkliliklarmin belirlenmesi igin proteomik arastirmalari
yaygin olarak kullanilmigsa da tanimlanan proteinlerde tutarsizliklar vardir ve ¢ogu
zaman tanimlanan proteinler hastaligin ileri sathalari ile ilgili olup temelinde yatan
patolojiler hakkinda kisithh bilgi vermektedir. Proteomik analizlerin tutarsiz ve
tekrarlanabilir  olmamasi, Ornegin heterojenligi ve Ornek hazirlamadaki
standardizasyonun olmamasiin yaninda, proteomik cihazlarin hassasiyetinin az
olmasindan da kaynaklanmaktadir. Bu nedenle her gecen giin ileri teknolojilere sahip
kiitle spektrometre cihazlar1 gelistirilmektedir. Bu baglamda, MALDI ve mikroprob
teknolojilerinin birlestirilmesi ile direk doku iizerinde proteinlerin tanimlanmasi ve
lokalizasyonuna iligkin goriintiiniin elde edilmesi miimkiin kilinmistir.

AH’ ye iliskin beyin doku kesiti kullanilarak MALDI kiitle spektrometre ile

gerceklestirilen birka¢ calisma mevcuttur. Bu ¢alismalar genelde amiloid plaklarin



goriintiilenmesini hedeflemektedir. Ayrica, Alzheimer transgenik fare modeli beyin
doku kesitlerinde B-amiloid plaklarin MALDI-MS goériintiilemesi gosterilmistir (21).
Bazi calismalarda, spesifik molekiil veya peptitlerin beyin bolgelerinde
lokalizasyonu gdsterilmisse de (22), lipid ve fosfolipid lokalizasyonlarinin
belirlenmesini amaglayan ¢alismalar yogunluktadir (23-25).
Literatiirde, beyin kesiti lizerinde yapilmis olan total protein profili ¢ikarmaya

yonelik bir analiz ii¢ hastalik i¢inde heniiz yapilmis degildir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Bakimi ve Uretimi

Tez galismasi siiresince gergeklestirilen hayvan deneyleri Acibadem Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu yonergesine uygun olarak gergeklestirilmistir.

Calisma kapsaminda Jackson Laboratuvarlari’ndan (The Jackson Laboratory, US)
temin edilen, AH fare modeli olan 5XFAD transgenik fareleri ve hem cins hem de yas
uyumlu kontrol farelerinin tiretimi ve bakimi Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi, Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapildi. Deney
hayvanlarinin refahi, ortam parametrelerini kontrol altinda tutabilmek ve bulunduklari
ortamdan izole edebilmek i¢in IVC (Individually Ventilated Cages) kafesler
kullanilarak saglandi.

Alzheimer Hastaligi’nin temel 6zelliklerini tasiyan transgenik SXFAD fareler
(B6SJL-Tg (APPSwFILon, PSEN1*M146L*L286V)6799Vas/J)), yeni transgenik
farelerin tiretilmesi amaciyla, hibrid B6SJL fareleri (B6SJLF1/J) ile ¢iftlestirilirdi. Her
bir 5XFAD erkek fare, 3-4 adet disi B6SJL fare ile; disi 5XFAD farelerde, erkek
B6SJL fareler ile iireme kafesine birakildi. Ciftlesme ve hamilelik dénemlerinin

ardindan, tiim hayvanlardan verimli sekilde yavrular elde edildi.
3.2. Deney Hayvanlarmmin Genotiplenmesi

Deneylerde kullanilacak olan hastalik modeli farelerin iiretimi sirasinda tek
batinda hem heterozigot transgenik hem de transgenik olmayan (LM- Littermate)
yavrularin olmasi nedeniyle, yavrulardan doku 6rnegi alinarak genotiplemesi yapildi.
Gerekli hayvan sayisina ulasmak i¢in fazla sayida tliretim kafesi olusturularak, yeni
doganlardan alinan doku Orneginden genotipleme yoluyla transgenik ve transgenik
olmayan kardesler ayirt edildi. Fare yavrular1 dogduktan sonra yaklasik 3 hafta anneye
bagiml yasadiklari i¢in, genotipleme incelemesi, dogduklari tarihten 20-21 giin sonra
yapildi. Genotipleme sonrasinda deney gruplari davranis deneyleri i¢in 3,6 ve 12 ay
fareleri transgenik ve LM olmak {tizere her grupta 10 fare olacak sekilde
olusturulmustur. Davranig testlerinden sonra LC-MS/MS ve MALDI goriintiileme
deneyleri her grupta 3 fare olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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3.2.1. DNA izolasyonu

Fare yavrulari iiretim kafeslerinden ayrilarak, isoflurane ile anestezi altina alindi.
Yavrularin ayirt edilebilmesi i¢in paslanmaz metal kulak kiipesi (Harvard Apparatus,
USA) sol kulak kepgesine takildi ve sag kulak kepgesinden Harris Micro-Punch
(Sigma-Aldrich) yardimiyla ¢ap1 yaklasik 2mm olan dokular kesilerek tiiplere alindi.

DNA izolasyonu igin, genel olarak genotipleme de kullanilan “kirli” DNA
izolasyonu yontemi kullanildi.

DNA izolasyon basamaklari:

e Tiiplere alinip isaretlenen doku 6rnekleri tizerine 75 ul 25 mM NaOH/0,2 mM
EDTA eklendi.

e PZR cihazi igerisinde 1 saat boyunca 98 °C’de inkiibasyon yapildi.

e Inkiibasyon sonrasi, 6rnekler 15°C’ye sogutuldu.

e Notralizasyon amaciyla tiiplere 75 ul 40 mM Tris/HCI1 (pH=5.5) eklendi.

e 4000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilen 6rneklerin iist sivisindan 4 ul alinarak,

PZR analizinde template DNA olarak kullanildi.
3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Izole edilen total DNA’larda hedef genlerin amplifikasyonu icin standart PZR
yontemi kullanildi.

PZR reaksiyonunda kullanilmak {izere, kontrol ve mutant hayvanlarda amplifiye
olmast beklenen internal pozitif kontrol ve mutasyonlar1 tasiyan genlerin
amplifikasyonunu saglamak amaciyla kullanilan primerler Tablo 3-1’deki gibi
hedeflenen genlere gore sentezlettirildi (Sentromer DNA Teknolojileri Ltd.
Sti.,Istanbul).
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Tablo 3-1. Deney hayvanlarinin genotiplemesinde kullanilan primer dizileri

Primer ™ Uriin
Primer Ad1 Primer Baz Dizisi (5° > 3°) Baz Beklenen
O
Sayisi Baz Sayisi
Kontrol-Forward 'IC';E¢ GGC CAC AGA ATT GAA AGA 24 59,3 324
Kontrol-Reverse GTAGGT GGAAAT TCT AGC ATC 25 61,3 324
ATCC
APP-Forward AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG 20 61,4 377
APP-Reverse CGG GGG TCT AGTTCTGCAT 19 58,8 377
PS1-Forward AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA 20 57,3 608
PS1-Reverse GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT 20 57,3 608

Liyofilize halde gelen primerler, molekiiler agirliklarina gore, gerekli miktarda

ddH20 ile ¢oziildii ve 100 mM stok soliisyon elde edildi. PZR’u 6ncesinde, son

konsantrasyon 20 mM olacak sekilde dilue edildi. PZR karisimi, her bir doku 6rnegi
icin Taq PZR Kiti (NEB, E5000S) yardimiyla hazirlandi. Hazirlanan PZR bilesenleri

Tablo 3-2’te ve uygulanan PZR asamalar1 Tablo 3-3’teki gibidir.

Tablo 3-2. Alzheimer hastaligi modeli hayvan DNA’larinin PZR bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Negatif Kontrol (;r?isrtnfl: Lljgl:l)
ddH>0 9,3 9,2
10x Reaction Buffer 2,4 2,4
dNTP 0,5 0,5
Kontrol-Forward 1,2 1,2
Kontrol-Reverse 1,2 1,2
APP-Forward 1,6 1,6
APP-Reverse 1,6 1,6
PS1-Forward 1,6 1,6
PS1-Reverse 1,6 1,6
Template 4 4
Tag DNA polimeraz - 0,125
Toplam 25 25
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Tablo 3-3. PZR asamalari

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

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Deney gruplarini olusturacak olan transgenik olan ve olmayan farelerin ayirt
edilebilmesi i¢in PZR iiriinlerinin degerlendirmesi, agaroz jel elektroforezi yontemi ile
yapildi. Bu amagcla kullanilacak olan her bir jel i¢in %3’liik agaroz jelin hazirlanmasi
icin 3 gr agaroz, 100 ml TAE tampon ¢ozeltisi igerine karistirildi ve mikrodalga firinda
5 dk kaynatildi. Niikleik asitleri UV 151k altinda goriintir hale gelebilmesi i¢in Sul boya
(Safeview, ABM) eklendi ve boyanin jel igerisinde homojen dagilmasi saglandi.
Hazirlana soliisyon jel yiiriitme kasetine dokiilerek, polimerize olmas1 beklenildi.

PZR iiriinleri, yiikleme boyasi ile (6X Gel Loading Dye, NEB B7021-S) ile 1:5
oraninda karistirillarak jele yiiklenmeye hazir hale getirildi. Polimerize olan jele
sirasiyla, DNA ladder (Quickload 2-log, NEB NO0496), kontrol ve test edilecek
orneklerden 10 ul yiiklendi. Elektroforez 80V’da 45 dk’da gerceklestirildi. ChemiDoc
Goriintlileme Sistemi (BioRad) kullanilarak jel goriintiilemesi yapildi.

AH modeli fareler i¢in, jel goriintiisiinde, Sekil 3-1°de gosterildigi gibi, tek bantin
oldugu kuyularda ytiriitiilen ornekler transgenik olmayan (LM) hayvanlara aitken, 3

bant gbzlemlenen 6rnekler transgenik hayvanlarina (Tg) aittir.
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1000bp

500bp
300bp

IM IM Tg Tg LM LM Tg LM LM LM

Sekil 3-1. Alzheimer hastaligi modeli hayvan dokularinin agaroz jel elektroforezi ile
PZR {irtinlerinin analizi

(M, marker; K, kontrol 6rnegi; LM, transgenik olmayan fare; Tg, transgenik fare)

Genotiplemesi yapilan hayvanlar, PCR sonuglarina gore, disi-erkek; transgenik-

transgenik olmayan seklinde farkli kafeslere ayrilmistir.
3.3.  Morris Su Labirenti Davramssal Testi

Kognitif disfonksiyon degerlendirmesi i¢in AH fare modelinde uygulanan Morris
su labirenti, Richard Morris tarafindan 1980°li yillarda olusturulan metottan modifiye
edilerek (Morris R.G.M., 1981), alistirma, 6grenme fazi ve hafiza faz1 deneyleri olmak
lizere, ilic asamada gergeklestirildi. Uygulanan testin Ozet bilgisi Tablo 3-4’te

gosterilmistir.
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Tablo 3-4. Morris su labirenti deney plant

Testin Test
Uygulandig Fazi Testin Uygulamasi Test Asamasindan Beklenenler
Giinler
0.giin Alistima | Platformsuz tankta 120 Yiizme kabiliyetlerinin
sn yiizdiirme gelistirilmesi
1,2,3ve4. | Ogrenme | Platformun bulundugu Farelerin gorebilecegi sekilde
Giin tankta en fazla 120 sn duvarlara asilan farkli renk ve
ylizdiirme. sekillerdeki objelere gore, platform
Platform bulunamadigi yerini hafizaya almalar
durumda 30 sn
platform {izerinde
bekletme
5.glin Hafiza | Platformsuz tankta 60 | Farelerin bosluksal (uzaysal) bellek
sn ylizdiirme Ol¢climii i¢in, platform havuzdan
¢ikarilarak, farelerin platformu
aramalarinin saglanmasi

Deneyler i¢in 144 cm ¢ap1 olan tank kullanildi ve 230 cm yukariya, bilgisayar

sisteminde EthoVision XT 9 (Noldus Information Technology, Leesburg, VA, USA)
programina bagli kamera sistemi kuruldu. Deney diizeneginin bulundugu odaya
uygulamalar siiresince degismeyecek ve farenin gorebilecegi yerlerde olacak sekilde
farkli renk ve sekillerde isaretler asildi.

Deneylere baslamadan once, doldurulan suyun sicakligir 22-24°C’ye ayarlandi.
Fareler, deney diizeneginin bulundugu odaya 30 dk Once getirilerek, bulunduklari
ortama uyumlar1 sagland1 ve deneylere yaklasik olarak giiniin ayn1 saatinde baglandi.

Deney protokoliine gore testi baglangic giinii 0. giin olarak kabul edildi ve farelere,
120 sn sadece yiizme alistirmasi yapildi. Ilk denemede yiizemeyen fareler, 20 dk
dinlendirildikten sonra tekrar yiizdiiriildii. Bu denemelerde basarisiz olan ve batma
tehlikesi yasayan fareler grup dist birakildi.

Ogrenme fazini olusturan 1, 2, 3 ve 4. giinlerde tank dért kadrana (kuzey, giiney,
dogu, bat1) boliindii ve kadranlardan birine suyun 1 cm altinda kalacak sekilde,

yiiksekligi 30 cm ve yiizey alan1 10 cm2 olan platform konuldu (Sekil 3-2).
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Platform

Calibeation (sl arenas)
distance:

cm

4. Kadran 1. Kadran

3. Kadran 2. Kadran

Sekil 3-2. Morris su labirenti tankinin kadran ve platform pozisyonlari
A. Sematik olarak gosterilen su tankinda 1, 2, 3 ve 4. kadranlar kuzey, giiney, dogu ve
bat1 kadranlarini temsil etmektedir. B. EthoVision XT 9 programu ile su tanki, deney
planina uygun olarak diizenlenmekte ve kalibre edilmektedir.

Su igerisine siit tozu karistirilarak suyun rengi beyaz hale getirildi ve hem farelerin
platformu gormesi engellendi hem de koyu renkli olan farelerin kamera tarafindan

goriilmesi kolaylastirildi (Sekil 3-3). Daha az sayida olan agik renkli fareler ise toksik

etkisi olmayan siyah boya ile boyadi.

Sekil 3-3. EthoVision XT 9 programi ile kamerada fare goriiniirliigliniin kontrolii

A’dasiit tozu ile beyaz renge boyanan suda farenin (kizmizi ¢gember igerisinde) kamera
tarafindan goriintirliigii, B’de gosterildigi sekilde olusturulan fare izleme isaretleriyle
kontrol edildi.
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Deney protokoliine gore fareler 1. kadrandan baslayarak sirasiyla her bir
kadrandan 20 dk ara ile suya birakilarak, 120 sn yiizdiiriildii ve duvara asilan sekillere
gore gizli platformu bulmalar1 beklendi. 120 sn i¢inde platformu bulamayan fare,
arastirmaci tarafindan sudan alinip platform {izerine birakildi ve 30 sn platform
tizerinde bekletilerek etrafini gormesi saglandi. Farelerin her bir kadranda
yiizdiiriildiikten sonra, diger kadrana test edilmek iizere birakilmadan 6nce kurumasi
beklenildi. Bu fazda farelerin platformu bulma siiresi 6l¢iildii ve dort ayr1 kadrandan
elde edilen verilerin ortalamalar1 alindu.

Hafiza fazim1 olusturan 5. giinde ise farelerin bosluksal bellek fonksiyonlari
incelendi. Bu fazda deney diizeneginde platform su tankindan ¢ikarildi ve fareler daha
once platformun bulundugu kadranin (4. kadran) karsisindaki kadrandan (2. kadran)
suya birakilarak 60 sn yiizdiiriildii ve platformun bulunmasi gereken 4.kadranda ne

kadar vakit gecirdigi 6l¢iildii.
3.4. Beyin Dokularinin Eksizyonu, Saklanmasi ve Beyin Kesitlerinin Alinmasi

Davranis deneyleri tamamlanan tiim fareler izofluran kullanilarak anestezi altina
alind1 ve hizlica beyinleri ¢ikartilarak, sivi nitrojen ilizerine yerlestirilmis aliminyum
folyolarda donana kadar (~3-5 dk.) bekletildi. Tiim beyin dokulari, ileriki deneyler i¢in
-80°C dolabinda muhafaza edildi.

Beyin doku kesiti bolgeleri, Paxinos ve Franklin’ in beyin atlas1 (“The Mouse
Brain in Stereotaxic Coordinates”) referans alinarak segildi. Dokular cryostat
(Thermo) yardimiyla, immunohistokimya i¢in Poly-L-Lysine (PLL) kapli cam lamlar
(Thermo) tizerine 18 um, LC-MS/MS analizleri i¢in Lo-Bind 1,5 ml’lik eppendorf
tiiplere 10 um ve MALDI goriintiileme kiitle spektrometresi (MALDI IMS) deneyleri
icinse, PLL kaplamasi yaptigimiz, Indium tin oxide (ITO) Glass Slide (Bruker,
#8237001) tizerine 8 pm’lik koronal kesitler alindi.

Immunohistokimya igin alinan kesitlerin fikse olmasi amaciyla, lamlar 30 dk
boyunca 40°C’de 1sitict lizerinde inkiibe edildi.

ITO lamlar, kesit alinmadan 6nce cryostat igerisine yerlestirilerek sogutuldu.
Doku kesiti alinarak firgalar yardimiyla kivrilmas: engellenecek sekilde ITO lam
yiizeyine tasindi, dokunun kivrilmayacagindan emin olduktan sonra el iizerinde

yaklasik 30sn beklendi ve dokunun tamamen kuruyarak lama yapismasi saglandi.
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3.5. Immunohistokimya Boyamasi

Fare modelinin, hastalik patolojisi immiinohistokimya deneyleri ile Anti-beta-
Amiloid, 17-24 antikoru (BioLegend, 800710) 1:500 kullanilarak gosterildi.

Deneyde kullanilan kit: Vectastain Kit (PK 7800)

DAB Soliisyonu Hazirlama: 5 mL dH2O igerisine 2 damla Buffer Stok Soliisyonu
eklenerek vortex yapildi. Uzerine 4 damla DAB Stok Soliisyonu eklenerek vortex
yapildi. Son olarak 2 damla Hydrogen Peroxidase Soliisyonu eklenerek vortex yapildi.

Immiinohistokimya ile boyanacak kesitler, boyama dncesinde kurumas icin 30
dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan, %4 paraformaldehit ¢ozeltisi igerisinde
15 dk calkalanarak inkiibe edildi. PFA inkiibasyonu sonrasinda, PFA’nin tamamen
uzaklastirllmasi i¢in lamlarin dizili oldugu sale yatagi degistirilerek 5 dk su ile
ardindan 3 kere de 5’er dk 100 rpm’de PBS igerisinde ¢alkalandi. Doku etrafindaki
fazla PBS siiziilerek hidrofobik kalem ile doku ¢evresi ¢izildi ve nemlendirilmis bir
kutu icerisinde, oda sicakliginda calkalayici iizerinde 10 dk blok solusyonu ile inkiibe
edildi. Blok solusyonu olarak, kit icerisindeki 1’inci soliisyon yani “Horse serum”
%1,5 olacak sekilde PBS ile her deney i¢in taze olarak hazirlandi. Bloklama
isleminden sonra herhangi bir yitkama olmaksizin primer antikor ile muamele edildi.
Primer antikorlar, %1,5 horse serum igeren PBS icerisinde kendilerine 6zgii oranda
seyreltilerek Alzheimer ve Parkinson hastaligi i¢in kullanilan antikorlar 4°C’de gece
boyu, Huntington hastaligi i¢in kullanilan antikor 24 saat inkiibe edildi. Primer antikor
inkiibasyonunu takiben, 5 dk PBS icerisinde yikandi. Kit igerisindeki 2’inci soliisyon
(Biotinylated-biyotinlenmis) ile nemlendirilmis bir kutu igerisinde, oda sicakliginda
calkalayici iizerinde 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben 5 dk PBS ile yikama
yapildi. Kit icerisindeki 3’iincii soliisyon (Streptavidin/Peroxidase) dokularin iizerini
kapanacak sekilde 2 damla damlatildi ve nemlendirilmis bir kutu igerisinde, oda
sicakliginda galkalayici iizerinde 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonunu takiben, 5 dk PBS
icerisinde yikandi. Doku tizerine 30 ul DAB soliisyonu eklendi ve 5-7 dk bekletildi.
Yeterli derecede renklenme gerceklestiginde, reaksiyonu durdurmak i¢in, lam soguk
PBS’e daldirilip ¢ikartildi ve kurutuldu. Doku kesiti lizerine ‘Mounting medium’
damlatild1 ve lamel ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde doku kapatildi.
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3.6. Beyin Doku Kesitlerinden Protein Ekstraksiyonu, Peptid Eldesi ve
nanoLC MS/MS Analizi

MALDI gériintiilleme yontemi ile yapilan peptit analizleri sonrasinda protein
tanimlamas1 yapilamadigindan destekleyici yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
sebeple, ¢alismamizda doku kesitlerinin LCMSMS analizi MALDI goriintiileme
caligmalarinda doku kesitinden elde edilen m/z degerlerinin karsilastirilmasi igin
gereklidir ki bu asama protein tanimlamasini miimkiin kilmaktadir. Ikinci amag ise
LC-MSMS ve MALDI goriintilleme metotlarinda istatistiksel olarak anlamli degisen
protein sayilarinin karsilagtirilmasidir.

MALDI goriintilleme yontemi i¢in alinan beyin kesitlerinin hemen ardindan
nanoLC MS/MS analizi i¢in alinan beyin kesitleri protein ekstraksiyonu i¢in Universal
Protein Extraction (UPX) Kit (Expedeon) ile karistirilarak 4x10 sn dongii ve dongiiler
aras1 30 sn buz iistiinde sogutma yapilacak sekilde sonike edildi. Sonikasyon ardindan
ornekler buz tistiinde bekletilerek sogutuldu ve 95°C’de 10 dk bekletildi. +4 °C’de bir
saat sogumaya birakilan 6rnekler, 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Supernatant
alinarak, ornekler yeni tiiplere aktarildi.

Peptit eldesi FASP Protein Digestion Kit (Expedeon) kullanilarak yapildi.

FASP Portein Digestion Kit Soliisyonlari:

e Ure Soliisyonu (6M): 1 tiip icerisindeki iireye 1 mL Tris Hidroklorid Soliisyonu

eklenerek ¢oziildii.

e 10X Iyodoasetamid Soliisyonu (100mM): 1 tiip IAA, 100 pL iire soliisyonu ile

¢oOziildii.

e Digestion Soliisyonu: 20 pg tripsin (Promega), 1000 pL 50 mM amonyum

bikarbonat i¢erisinde ¢oziildii.

Ornek 200 pL iire soliisyonu ile karigtirilarak 30 kDa cut-off kolonlara transfer
edildi ve 14.000xg’de 15 dk santrifiij edildi. Bu islem toplam 2 defa tekrar edildi. Alt
tiipe gecen soliisyon bosaltildi. 10 pL 10X IAA soliisyonu ve 90 pL iire soliisyonu
kolonlara eklendi, 1s1 blogunda 1000rpm’de oda sicaklifinda 1dk calkalandi ve
ornekler 20 dk karanlikta inkiibe edildi. Ornekler 14.000xg’de 10 dk santrifiij edildi.
Kolonlara 100 pL iire soliisyonu eklenerek 14.000xg’de 15 dk santrifiij edildi. Bu

islem 3 defa tekrar edildikten sonra alt tiipe gegen soliisyon bosaltildi. Kolonlara 100
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puL 50 mM amonyum bikarbonat eklenerek 14.000xg’de 15 dk santrifiij edildi. Bu
islem 3 defa tekrar edildi. Kolonlara 50 pL digestion soliisyonu eklendi. Ornekler 1s1
blogunda, 1000 rpm’de ve oda sicakliginda 1dk karistirildiktan sonra gece boyu (~16-
18 saat) 37°C’de inkiibasyona birakildi. Kolonlar temiz ependorflara transfer edildi ve
orneklerin iizerine 40 pL, 50 mM amonyum bikarbonat eklenerek 14.000xg’de 10 dk
santrifiij edildi. Bu islem 2 defa tekrar edildi. Kolonlara 50 pL NaCl soliisyonu
eklenerek 14.000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Alt tiipe gegen peptidler Proten-LoBind
tiiplere alind1 ve peptid konsantrayonu Pierce Quantitative Colorimetric Peptide Assay
(Thermo) ile 6lgiildii. Orneklerin son konsantrasyonu 200 ng/uL olacak sekilde %0, 1
formik asit ile dilue edildi ve cihaza uygun tiiplere aktarildi.

Analizlere baslamadan 6nce, analizlerin gergeklestirildigi Xevo G2-XS QTof
(Waters) cihazina 6zgii olan MassLynx programi araciligi ile dedektor ve kalibrasyon
ayarlar1 yapildi. Metod SONAR ve sensitivite moduna getirilerek, olusturulan triptik
peptitler hidrofobikliklerine goére HSS T3 kolonunda asetonitril gradienti ile
fraksiyonlandi. Asetonitril %5-35 araliginda arttirilarak peptitlerin kolondan ayrilmasi
saglandi ve elektrospray iyonlasmasi sonucu kiitle spektrometresinde analiz edildi.
Analiz esnasinda, m/z 50-1950 araliginda tanimlanabilecek peptitler i¢in veri toplandi.
0,7sn kadar MS analizi gerceklestirildi ve peptidin biitiinii hakkinda bilgi toplanda.
Ardindan 0,7sn kadar MS/MS analizi yapilip peptidin par¢alanmasi ve sekans
bilgisinin elde edilmesi saglandi. Protein tanimlamalart yapilirken UniProt protein veri
bankasindaki fareye ait protein sekans bilgisi kullanildi. ProgenesisQI yazilimi

kullanarak ekspresyon farkliliklarinin istatistiksel analizi yapildi.
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3.7.  Beyin Doku Kesitlerinde MALDI Gériintiileme Kiitle Spektrometresi
Analizi

MALDI goriintiileme i¢in yapilan deneyler genel olarak, doku kesitlerinin
hazirlamasindan sonra endojen bilesiklerin ortamdan arindirilmasi i¢in yikama, doku
tizerinde peptit eldesi i¢in tripsinizasyon, dokularin yiizeyinin matrix ile kaplanmasi
ve son olarak MALDI TOF/TOF (Bruker, rapiFlex) cihazinda analiz basamaklari
seklindedir. Tiim deney setlerinden elde edilen dokularin MALDI Goriintiileme Kiite

Spektrometresi’ndeki analizleri agagidaki bagliklar altinda agiklanda.

3.7.1. ITO Slaytlarin Poly-L-Lysine Solusyonu ile Kaplanmasi

Poly-L-Lysine soliisyonu (Sigma-Aldrich) 1:1 oranda dH2O ile dilue edilir ve
1:1500 oraninda Igepal CA-630 (Sigma) eklenir. Hazirlanan soliisyondan 20 pl ITO
lam tizerine damla seklinde birakilir. Cam karistirict yardimiyla lam tizerindeki damla
ince bir tabaka seklinde yayilir. Lam 1sitic1 lizerinde 80°C’de 10-15 dk kurumaya
birakilir.

3.7.2. Dokularim Yikanmasi

MALDI IMS’de, yikama prosedurii on-tissue digestion ile elde edilen peptidleri
golgeleyen tiim endojen bilesikleri ortadan kaldirmak i¢in uygulanir.

Tiim kesitler alindiktan sonra ITO lamlar desikatdrde 45 dk bekletildi. Yikama
asamasinda ornekler Coplin jar’a alindi. Yikama asama ve siireleri; %70 etanolde 30
saniye, %100 etanolde 30 saniye, Carnoy soliisyonunda (Etanol:kloroform:asetik asit
6:3:1) 2 dakika, %100 etanolde 30 saniye, %0.2 TFA’l1 H2O’de 30 saniye, %100
etanolde 30 saniye, 50mM amonyum bikarbonatta 30 saniye, %100 etanolde 30 saniye

seklindedir. Yikama asamasi tamamlandiktan sonra lamlar tekrar desikatérde
bekletildi.
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3.7.3. Tripsinizasyon

Tripsin enzimi (Trypsin Gold, MS Grade, Promega) 100 ng/ul konsantrasyonda
olacak sekilde, 50 mM amonyum bikarbonat ile ¢oziildii. Tripsin enzimi ¢ozeltisi doku
bulunan lam tizerine SunCollect Sprayer (SunCrom) ile nuzzle yiiksekligi(z) 30 mm,
akig hiz1 10 pl/dk ve 8 dongii olacak sekilde piiskiirtiildi. Tripsin uygulamasini
takiben, SunDigest (SunCrom) cihazinda 50°C’de %100 nemlilik oraninda 2,5 saat

inkiibasyona birakildi.

3.7.4. Matriks Uygulamasi

MALDI TOF/TOF cihazinda lam {izerinde istenen bolgelere lazer atist
yapabilmesi i¢in, lamin lokalizayon bilgisinin cihaza tanitilmasi gerekmektedir. Bu
sebeple lama matriks kaplamasi yapilmadan once, organik solventte ¢6ziilmeyen bir
isaretleyiciyle lam isaretlenerek, yiiksek ¢oziintirliikteki bir tarayici ile 4800 dpi’da
tarand1 (Sekil 3-4). Dijital ortama alinan lam goriintisi, MALDI TOF/TOF
bilgisayarma aktarildi. FlexImaging programi araciligiyla ve lam {iizerindeki X
isaretleri kullanilarak, cihaz kontroliinii saglayan FlexControl programina lamin

lokalizayon bilgisi tanitildi.

Sekil 3-4. ITO lamlarin tarayici ile goriintiilerinin alinmasi

Yapilacak MALDI goriintilleme uygulamasinda peptit analizi yapilacagindan
uygun matriks olarak a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) kullanildi. CHCA,
7mg/ml konsantrasyonda %50 asetonitril (ACN) ve %0,1 Trifluoroasetik asit (TFA)

igerisinde, kisa bir vorteks islemi sonrasi, 30 dk sonik banyoda ¢ozdiiriildii.
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Matriks uygulamasi, tripsinizasyon islemi uygulanan lam iizerine SunCollect
(SunChrom) cihazi yardimiyla, z pozisyonu 20 mm olacak sekilde, 10 pl/dk, 20 pl/dk,
30 pl/dk, 40 pl/dk piskiirtme hizlart sirasiyla uygulandi ve matriks goriintiisii
mikroskopta kontrol edildi (Sekil 3-5). Matriks uygulanan lam kiitle spektrometresi

cihazinda analiz edilmek {izere, cihaz hazirlig1 yapilana kadar desikatorde bekletildi.

Sekil 3-5. CHCA matriksinin kristalizasyonu

Matriks uygulamasinda dikkat edilecek en 6nemli iki parametre ekstraksiyon ve
difiizyondur. Bunun i¢in matriks partikiillerinin homojen dagilmasina ve piiskiirtme

sirasinda lam iizerinde olusan 1slakliga oldukc¢a dikkat edilmelidir.
3.7.5. MALDI Gériintiileme Kiitle Spektrometresi Analizi

MALDI goériintiileme analizleri kurumumuzda bulunan Bruker rapifleX MALDI
TOF/TOF cihazinda yapildi. Bu cihaz FlexControl programi ile kontrol edilmektedir.
Analizler sirasinda cihazin ayarlar1 icin MTP 384 polished steel target (Bruker), ITO
lamlar i¢cin de MTP Slide Adapter 11 (Bruker) kullanildi.

Orneklerin analizine baglamadan 6nce, cihazin iyon source temizligi, optik ve
lazer ayarlari, dedektor kontrolii ve kalibrasyonu kontrol edilerek gerekli ayarlamalar
her analiz 6ncesi yapildi. Cihazin kalibrasyonunda “Peptide Calibration Standard 11”
(CARE Products, Bruker) kullamldi. Igerigindeki peptitler Tablo 3-5’te gosterildi.
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Kalibrantin ticari olarak gelen bir tiipii 125 pl %0,1 TFA ile kisa bir vorteks islemi

ile ¢oziildii. Siirekli dondurup ¢6zme islemlerinden zarar gérmemesi igin 2 pl’lik

alikotlara bolindi.

Tablo 3-5. Peptide Calibration Standard 11 igerigi

Yapilan analizler 700-2600Da araligindan oldugundan kullanilan standart peptidleri

de bu aralikta se¢ilmistir.

Peptit [M+H]* Mono izotopik [M+H]" ortalama
Bradykinin 1-7 757.3992 757.86
Angiotensin Il 1046.5418 1047.19
Angiotensin | 1296.6848 1297.49
Substance P 1347.7354 1348.64
Bombesin 1619.8223 1620.86

Renin susbstrate 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

Kalibrasyon iglemi i¢cin MTP 384 polished steel target kullanildi. Target tizerinde

kuyucuklara 1 pl Peptide Calibration Standard II pipetlenerek kurutuldu. Uzerine

CHCA matriksi konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde hazirlandi, 1 pl pipetlendi

ve kurumasi beklendi.

FlexControl programinda kullanilacak olan metod reflector modda, 700-2600 Da

seklinde ayarlandi. Bu metod hem kalibrasyon hem de 6rnek analizleri i¢in kullanildi.

FlexControl’de metod secildikten sonra ‘Calibration’ sekmesine gelerek arka

arkaya lazer atis1 yapildi. Metodta hata araligi 10/-10(Err/ppm) olarak almarak
kalibrasyon yapildi (Sekil 3-6.).
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Sekil 3-6. MALDI TOF/TOF cihazinin kalibrasyonu

Cihazin tim 6n ayarlamalar1 yapildiktan sonra lamlar “MTP Slayt Adaptor 1I”
adaptoriine yerlestirilerek cihaza verildi. FlexImaging programiyla lam iizerindeki
bolgeler FlexControl’e tanitilarak analiz baslatildi.

MALDI goériintiileme analiz sonuglarinin nanoLC MS/MS analizi sonuglar ile
karsilastirilabilmesi i¢in FlexAnalysis Batch Process programi ile ham datalar tekrar
kalibre edildi ve ImagelD ve SCilLs Lab programlar1 kullanilarak sonuglar
karsilastirildi.

Sonuglarin  degerlendirilmesi i¢in FlexImaging ve SCilLs Lab (Bruker)

programlari kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. 5XFAD Farelerin Morris Su Labirenti Testi Sonuclar:

Alzheimer hastalig1 fare modelinin kontrolii i¢in planlanan Morris su labirenti
davranig testinin degerlendirmesinde, gruplar arasi karsilastirma student t-test ile
gerceklestirildi. Grup i¢i degisim ise tek yonlii varyans analizi kullanilarak yapildi.
p<0,05’in altinda kalan degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi. 3, 6 ve 12 aylik
hayvanlarin, grup arasi karsilagtirmalari i¢in, ilk 4 giin boyunca platform ulasma siiresi
(Sekil 4-1) ve platformun kaldirildig1 deneyin son giinii olan hafiza fazinda hedef
kadranin bulundugu alandan geg¢me siiresi (Sekil 4-1.D) parametreleri kullanildi.

Alzheimer hastaligi fare modelinin Morris su labirenti sonug¢ grafikleri, Sekil
10.A-D’de gosterildi. 3 aylik farelerde bilissel bozuklugun erken donemi oldugundan
4’lincii giinde 6grenme fazindaki farklilik azalmaktadir (Sekil 4-1.A). 6 aylik SXFAD
fare modeli amiloid beta plak olusumundaki artisa paralel olarak 3 aylik fare
modelinden farklilasmaya baslamistir (Sekil 4-1.B). 6 aylik 5XFAD grubunda
platformu bulma siireleri artis gostermektedir. 12 aylik 5SXFAD fare modelinde
kontrole karsilik biiyiik fark gozlemlenmistir (Sekil 4-1.C). 5XFAD modelinde
platformu bulma siiresi kontrole nazaran iki kat artmistir. Aymi sekilde deney
gruplarinin 5’inci giiniinde hedef kadranda gegirilen siirelerine bakildiginda en biiyiik

farkin 12 aylik grupta oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4-1. Alzheimer hastaligi modeli farelerinde Morris su labirenti davranis testi
O6grenme ve hafiza sonuclar

A) 3 aylik kontrol (ALM) ve transgenik (SXFAD) deney gruplart 6grenme fazi
sonuclar1 B) 6 aylik kontrol (ALM) ve transgenik (5XFAD) deney gruplar1 6grenme
faz1 sonuglar1 C) 12 aylik kontrol (ALM) ve transgenik (5XFAD) deney gruplari
ogrenme fazi sonuglar1 D) 3, 6 ve 12 aylik kontrol (ALM) ve transgenik (5XFAD)
deney gruplar1 hafiza faz1 sonuglari
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4.2.  5XFAD Farelerin Beyin Kesitlerinin Immiinohistokimya Boyamasi

Alzheimer hastalig1 fare modeli beyin dokularinda yapilan immunohistokimya
sonuglaria gore amiloid-beta birikiminin goriintiilenmesi Sekil 4-2°de gosterildi. 3
aylik donemde kontrol ve deney gruplar1 arasinda belirgin fark gézlenmedi (Sekil 4-
2.A-B). 6 aylik (Sekil 4-2.C-D) ve 12 aylik (Sekil 4-2.E-F) donemlerde ise plak artisi

goriilmektedir.

A

Sekil 4-2. Alzheimer hastalig1 fare modeli beyin dokularinda (hipokampus) IHC ile
amyloid-beta proteininin goriintiilenmesi

A) AH fare modeli 3 aylik kontrol grubu B) AH fare modeli 3 aylik transgenik grubu
C) AH fare modeli 6 aylik kontrol grubu D) AH fare modeli 6 aylik transgenik grubu
E) AH fare modeli 12 aylik kontrol grubu F) AH fare modeli 12 aylik transgenik grubu
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4.3. 5XFAD Fare Beyin Dokularinin nanoLC MS/MS Analizi Sonuglari

Doku kesitlerinden yapilan LC-MS/MS analizleri sonucunda, toplam 2175 protein

tanimlanmistir. Istatistiksel testler sonucu, ekspresyonu hasta grubunda kontrol

gruplarina gore anlamli 6l¢iide degisen (p<0,05) proteinlerin sayist 372°dir.

S5XFAD Alzheimer hastaligi transgenik fare modelinde toplam 2175 protein

tanimlanmis olmasina ragmen 3’ilincii ay beyin kesitlerinde gergeklestirilen LC-

MS/MS protein ekspresyon ¢alismasinda 18 istatistiksel olarak anlamli degisen protein

saptanmustir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1. Alzheimer 5XFAD fare modeli 3 ay beyin kesiti LC-MS/MS analiz

sonugclari

Oran: ALZ / ALM

gll;irsli::'am p-degeri | Oran | Protein Tanim

Q3UHAS3 0.001 1.41 | Spatacsin

Q9CYZ2 0.002 1.87 | Tumor protein D54

Q7M624 0.004 1.30 | Kinesin-like protein KIF27

Q99MRS 0.013 144 rl\;ls;[)r::)i/qlgrr%tggloyl—CoA carboxylase  subunit alpha_
Q8BGZ7 0.017 1.35 | Keratin_ type Il cytoskeletal 75

Q9DB73 0.039 1.64 | NADH-cytochrome b5 reductase 1

E9Q6P5 0.046 2.01 | Tetratricopeptide repeat protein 7B

P20612 0.048 1.41 | Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1
P50171 0.004 0.83 | Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8

Q8R4C2 0.005 0.73 | RUN and FYVE domain-containing protein 2

Q9JMH6 0.017 0.76 | Thioredoxin reductase 1_ cytoplasmic

P70195 0.022 0.27 | Proteasome subunit beta type-7

Q60829 0.028 0.60 | Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
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Tablo 4-1. Alzheimer

sonuglar1 (devami)

5XFAD fare modeli 3 ay beyin kesiti LC-MS/MS analiz

Q8CAY5 0.040 0.69 CAMP and cAMP-inhibited cGMP 3' 5'-cyclic
' ' phosphodiesterase

Q3UGC7 0.041 0.62 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J-A

P40240 0.042 0.82 | CD9 antigen

Q9JHD1 0.044 0.83 | Histone acetyltransferase KAT2B

Q9DBF1 0.044 0.81 | Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase

Alzheimer hastaligi 5XFAD transgenik fare modelinde 6’inct ay doku

kesitlerinden elde edilen triptik peptitlerin LC-MSMS analizi sonrasinda istatistiksel

olarak anlamli protein farkliligi bulunamamistir. SXFAD Alzheimer hastalig

transgenik fare modelinde toplam 2175 protein tanimlanmis ve 12’inci ay beyin

kesitlerinde gergeklestirilen LC-MSMS protein ekspresyon caligmasinda 77

istatistiksel olarak anlamli degisen protein farkliligi bulunmustur (Tablo 4-2).

Tablo 4-2. Alzheimer 5XFAD fare modeli 12 Ay beyin kesiti LCMSMS analiz

sonuglari

Oran: ALZ / ALM

glljii::'am p-degeri | Oran | Protein Tanim
p28738 0.0005 1.21 | Kinesin heavy chain isoform 5C
Q62167 0.0008 1.92 | ATP-dependent RNA helicase DDX3X
Q9D4J1 0.001 1.21 | EF-hand domain-containing protein D1
P60202 0.001 1.25 | Myelin proteolipid protein
Q8R4C2 0.0024 1.31 | RUN and FYVE domain-containing protein 2
P54726 0.0024 1.20 | UV excision repair protein RAD23 homolog A
Q99KK?7 0.0045 1.25 | Dipeptidyl peptidase 3
061016 0.0087 1.96 g]léatjnniir][egr;umcrlrﬁ:;t;de-binding protein G(I)/G(S)/G(O)
Q9CR95 0.0092 1.20 | Adaptin ear-binding coat-associated protein 1
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Tablo 4-2. Alzheimer 5XFAD fare modeli 12 Ay beyin kesiti LCMSMS analiz

sonuglar1 (devami)

Q00898 0.0155 1.97 | Alpha-1-antitrypsin 1-5

Q8R0S2 0.019 1.22 | 1Q motif and SEC7 domain-containing protein 1
P01831 0.0199 1.23 | Thy-1 membrane glycoprotein

Q9DACY 0.0222 1.47 | POU domain_ class 5_ transcription factor 2
Q8CG50 0.0243 1.36 | Ras-related protein Rab-43

Q8BGX2 | 0.0314 191 L\l/ljgggno_lr_\:jr:;é import inner membrane translocase
P01864 0.0366 1.67 | Ig gamma-2A chain C region secreted form
Q9JKD3 0.0379 1.23 | Secretory carrier-associated membrane protein 5
035310 0.0411 1.64 | Heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 1
Q9D5K4 0.0476 1.73 | S100P-binding protein

Q61411 0.0001 0.74 | GTPase HRas

Q8BU31 0.0002 0.77 | Ras-related protein Rap-2c

Q9R118 0.0003 0.22 | Serine protease HTRA1

Q9D7M1 0.0005 0.58 | Glucose-induced degradation protein 8 homolog
Q9WV02 | 0.0005 0.83 | RNA-binding motif protein_ X chromosome
070492 0.0011 0.82 | Sorting nexin-3

035639 0.0016 0.65 | Annexin A3

Q9ERT9 0.0026 0.47 | Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1A
P20060 0.0027 0.50 | Beta-hexosaminidase subunit beta

Q80TJ1 0.0031 0.68 | Calcium-dependent secretion activator 1
035874 0.0035 0.71 | Neutral amino acid transporter A

008709 0.0035 0.66 | Peroxiredoxin-6

P52760 0.0036 0.68 | 2-iminobutanoate/2-iminopropanoate deaminase
089086 0.0037 0.63 | RNA-binding protein 3

P28667 0.0042 0.78 | MARCKS-related protein

Q61490 0.0042 0.80 | CD166 antigen
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Tablo 4-2. Alzheimer 5XFAD fare modeli 12 Ay beyin kesiti LCMSMS analiz

sonuglar1 (devami)

Q99J99 0.0051 0.83 | 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase

P23242 0.006 0.79 | Gap junction alpha-1 protein

Q06890 0.0061 0.46 | Clusterin

P56564 0.0062 0.78 | Excitatory amino acid transporter 1

Q9DICS 0.0062 0.70 ;]/(;alr(r:]lécl)(ljagr protein sorting-associated protein 28
P60229 0.0071 0.82 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
P21460 0.0075 0.73 | Cystatin-C

Q99KP6 0.008 0.61 | Pre-mRNA-processing factor 19

061102 0.0087 0.80 mzcﬁmﬂ% Icassette sub-family B member 7_
P10605 0.0092 0.81 | Cathepsin B

P08226 0.0093 0.28 | Apolipoprotein E

Q3TEAS 0.0109 0.83 | Heterochromatin protein 1-binding protein 3
Q3UYK3 | 0.0118 0.76 | TBC1 domain family member 9

P03995 0.0124 0.35 | Glial fibrillary acidic protein

Q9Cz04 0.0126 0.27 | COP9 signalosome complex subunit 7a

P20152 0.0127 0.56 | Vimentin

Q9DOM1 0.0131 0.81 Ercg[sepi):(iribosyl pyrophosphate synthase-associated
Q9JJus 0.0134 0.80 | SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein
Q6P9K8 0.0143 0.48 | Caskin-1

P55088 0.0143 0.61 | Aquaporin-4

Q91VEO 0.0145 0.81 | Long-chain fatty acid transport protein 4

P31786 0.0166 0.66 | Acyl-CoA-binding protein

P12023 0.017 0.57 | Amyloid-beta A4 protein

Q9CPY7 0.0172 0.83 | Cytosol aminopeptidase
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Tablo 4-2. Alzheimer 5XFAD fare modeli 12 Ay beyin kesiti LCMSMS analiz

sonuglar1 (devami)

Q8Cl43 0.0196 0.79 | Myosin light chain 6B

P36536 0.0213 0.75 | GTP-binding protein SAR1a

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein

054734 0.0219 0.77 glycosyltransferase 48 kDa subunit

P29391 0.0226 0.68 | Ferritin light chain 1

Q91V76 0.0232 0.78 | Ester hydrolase C11orf54 homolog

P60824 0.0253 0.56 | Cold-inducible RNA-binding protein

Q9D379 0.026 0.81 | Epoxide hydrolase 1

Q99JX3 0.0263 0.46 | Golgi reassembly-stacking protein 2

Q00493 0.0313 0.80 | Carboxypeptidase E

Q8R127 0.0344 0.82 | Saccharopine dehydrogenase-like oxidoreductase

P56565 0.0351 0.70 | Protein S100-Al

Q9D1X0 0.0359 0.80 | Nucleolar protein 3

P23198 0.0361 0.77 | Chromobox protein homolog 3

035127 0.0372 0.81 | Protein C10

Phosphatidylinositol 3_4 5-trisphosphate-dependent

Q3LAC4 | 0.0376 0-77 | Rac exchanger 2 protein

Q97331 0.0379 0.79 | Keratin_ type Il cytoskeletal 6B

P70202 0.0447 0.81 | Latexin

Q920N7 0.0493 0.20 | Synaptotagmin-12

44. 5XFAD Fare Beyin Dokularnimm MALDI Goériintilleme Kiitle

Spektrometresi Analizi Sonuclar:

Hastalik fare modellerinin 3, 6 ve 12 aylik beyin dokularinda MALDI
goriintilleme analizi sonrasinda her grup icin 40.900 m/z degeri elde edilmistir.
Tanimlanan m/z degerlerine gruplar arasi t testi uygulandiktan sonra p<0,05
degerinden asagida kalan degerler ileriki analizlere dahil edilmistir. Bu m/z

degerlerine karsilik gelen MALDI goriintiisii sayist fazla oldugundan raporda hasta ve
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kontrol arasindaki fark skoru en fazla ve hastalik patolojisine en uygun olan proteinler
secilerek sunulmustur

S5XFAD fare modelinin 3 aylik beyin dokularinda MALDI goriintiilleme analizi
sonrasinda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark bulunamamastir.

5XFAD fare modelinin 6 aylik beyin dokularinda MALDI goriintiilleme analizi
sonrasinda tanimlanan m/z degerlerine gruplar arasi t testi uygulandiktan sonra p<0,05
degerinin altinda kalan 2581 m/z degeri analizlere dahil edilmistir. Hasta ve saglikli
beyin dokular1 arasindaki farkliligin en belirgin goriildiigii MALDI goriintiileri, hangi

proteinlere ait oldugu asagida verilmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3. 6 aylik Alzheimer fare modeli beyin dokularinin MALDI goriintiilleme

sonugclari
m/z Erisim Numaras1 | Protein Adi
728,5027 G5E829 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1
741,5140 008599 Syntaxin-binding protein 1
1083,7128 P46460 Vesicle-fusing ATPase
1159,7362 P48722 Heat shock 70 kDa protein 4L
1256,7638 035381 Acu;hc leucine-rich nuclear phosphoprotein 32
family member A
1362,8064 P15508 Spectrin beta chain_ erythrocytic

m/z: 728,5027

ALZ ALM
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Sekil 4-3. Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 proteininin MALDI

goruntiisu

m/z: 741,5140

ALZ ALM

Sekil 4-4. Syntaxin-binding protein 1 proteininin MALDI goriintiisii

m/z: 1083,7128

ALZ ALM
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Sekil 4-5. Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A proteininin
MALDI goriintiisti

m/z: 1159,7362

ALZ ALM

Sekil 4-6. Spectrin beta chain_ erythrocytic proteininin MALDI goriintiisi

m/z: 1256,7638

ALZ ALM

Sekil 4-7. Vesicle-fusing ATPase proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1362,8064

ALZ ALM

Sekil 4-8. Heat shock 70 kDa protein 4Lproteininin MALDI goriintiisii

5XFAD fare modelinin 12 aylik beyin dokularinda MALDI goriintiileme analizi
sonrasinda tanimlanan m/z degerlerine gruplar arasi t testi uygulandiktan sonra p<0,05
degerinin altinda kalan 1405 m/z degeri analizlere dahil edilmistir. Hasta ve saglikli
beyin dokulari arasindaki farkliligin en belirgin goriildigiit MALDI goriintiilerinin,

hangi proteinlere ait oldugu asagida verilmistir.

Tablo 4-4. 12 aylik Alzheimer fare modeli beyin dokularinin MALDI goriintiileme

sonuglari
m/z Erisim Numarasi | Protein Adi
750,5016 035593 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14
768,4849 P26645 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
862,5368 Q9JMH6 Thioredoxin reductase 1_ cytoplasmic
970,6687 Q7M624 Kinesin-like protein KIF27
1016,4400 P21619 Lamin-B2
1029,5441 Q3UHA3 Spatacsin
1057,5181 Q9JIS5 Synaptic vesicle glycoprotein 2A
1095,4827 Q8KO0S0 Phytanoyl-CoA hydroxylase-interacting protein
1213,6517 Q11011 Puromycin-sensitive aminopeptidase
1308,5400 P17183 Gamma-enolase
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Tablo 4-4. 12 aylik Alzheimer fare modeli beyin dokularinin MALDI goriintiileme

sonuglari(devami)
1320,8077 P17426 AP-2 complex subunit alpha-1
1371,6906 P14152 Malate dehydrogenase  cytoplasmic
1508,7257 P70195 Proteasome subunit beta type-7
1537,6755 Q9DBF1 Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
1608,8650 P63011 Ras-related protein Rab-3A
1715,8816 Q60829 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B

m/z: 750,5016

ALZ ALM

Sekil 4-9. 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 14 proteininin MALDI

goruntust
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m/z: 768,4849

Sekil 4-10. Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate proteininin MALDI

goruntisu

m/z: 862,5368

Sekil 4-11. Thioredoxin reductase 1 _ cytoplasmic proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 970,6687

ALZ ALM

Sekil 4-12. Kinesin-like protein KIF27 proteininin MALDI goriintiisii

m/z: 1016,4400

ALZ ALM

Sekil 4-13. Lamin-B2 proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1029,5441

Sekil 4-14. Spatacsin proteininin MALDI goriintiisii

m/z: 1057,5181

ALZ ALM

Sekil 4-15. Synaptic vesicle glycoprotein 2A proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1095,4827

ALZ ALM

Sekil 4-16. Phytanoyl-CoA hydroxylase-interacting proteininin MALDI goriintiisii

m/z: 1213,6517

ALZ ALM

Sekil 4-17. Puromycin-sensitive aminopeptidase proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1308,5400

ALZ ALM

Sekil 4-18. Gamma-enolase proteininin MALDI goriintiisii

m/z: 1320,8077

ALZ ALM

Sekil 4-19. AP-2 complex subunit alpha-1 proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1371,6906

ALZ ALM

Sekil 4-20. Malate dehydrogenase cytoplasmic proteininin MALDI goriintiisti

m/z: 1508,7257

ALZ ALM

Sekil 4-21. Proteasome subunit beta type-7 proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1537,6755

ALZ ALM

Sekil 4-22. Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase proteininin MALDI

goruntiisu

m/z: 1608,8650

ALZ ALM

Sekil 4-23. Ras-related protein Rab-3A proteininin MALDI goriintiisii
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m/z: 1715,8816

ALZ ALM

Sekil 4-24. Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B proteininin MALDI goriintiisii
45. Hastahga Ozgii Ortak Protein ve Yolaklarin Belirlenmesi

MALDI goriintiileme analizleri ile elde ettigimiz verilerin boyutu beklenenin ¢ok
tistlindedir. Alzheimer hastalig1 transgenik fare modelleri ve transgenik olmayan
saglikli kontrol farelerden elde edilen doku taramalar1 sonucu tespit edilen toplam m/z
sayilar1 Tablo 4-5’te gosterildigi gibidir. Verinin anlamli sekilde indirgenmesi i¢in
hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamlilik ve ekspresyon degisim
oranlar1 kriter olarak belirlendi. Tablo 4-5’te, istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
degisen m/z sayisi1 ve farkli oranlarda degisim oranlartyla (%10, %20, %30, %40)
filtrelendiginde kalan m/z sayist belirtilmistir. MALDI goriintiileme ile bolgesel
protein ifade farkliliklar tespit edilirken, LC-MS/MS ile total beyin lizatindan protein
ifade farkliliklari belirlenmistir. Tablo 4-5’te gosterilen MALDI goriintiileme ile tespit
edilmis m/z sayilari’na karsilik gelen protein sayilar1 (p<0.05), LC-MSMS ile tespit
edilen protein sayilar1 (p<0.05) ile karsilastirildigi zaman c¢ok daha fazla sayida
istatistiksel olarak anlamli protein sayisina ulagilmigtir. Bunun temel nedeni daha 6nce
de belirttigimiz tlizere total doku analizi ¢alisildig1 zaman peptit bilgisinin normalize

olmas1 ve dokunun tamaminda anlamli bir sekilde degismemesidir.
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Tablo 4-5. Data indirgenme kriterleri

t-Test t-Test t-Test t-Test
p<0,05ve | p<0,05ve | p<0,05ve | p<0,05ve
oran>%10 | oran>%20 | oran>%30 | oran>%40

MALDI | t-Test
IMS m/z | p<0,05
degerleri | m/z

toplam1 | toplam: m/z m/z m/z m/z
toplamm toplamm toplanm toplamm
ALZ-3ay | 40900 0 0 0 0 0
ALZ-6ay | 40900 2581 1194 533 214 61
ALZ-12ay | 40900 1405 1294 919 485 252

Istatistiksel olarak anlami (p<0.05) degisen ve ekspresyon degisim oran1 %10
olarak filtrelenen m/z’ler ile tanimlanan proteinlerin sayilar1 6 aylik fareler i¢in 713,
12 aylik fareler igin 784 tiir.

Alzheimer hastaligi’na ait 6rneklerle yapilan LC-MS/MS ve MALDI-TOF/MS
analizinden elde edilen verilere gére sadece 12. ayda 23 adet protein ortak olarak

bulunmustur (Tablo 4-6).

Tablo 4-6. Alzheimer Hastaligi’nda LC-MS/MS ve MALDI-TOF/MS’ten elde edilen
ortak proteinler

LC-MS/MS ile elde edilen proteinler
3 Ay 6AyYy 12 Ay
MALDI- 3 Ay -
Goriintiileme ile elde 6 Ay -
edilen proteinler 12 Ay 23

Tanimlanan proteinlerin hastalik gelisim siirecinde hangi molekiiler yolaklar

etkiledigini belirlemek amaciyla biyoinformatik analizler yapilmigtir.

4.6.  Alzheimer Hastalg1 Transgenik Fare Modeli 3-6-12’inci Ay Ornekleri i¢cin

Ozgiin ve Ortak Proteinler

Alzheimer hastaliginin 6 ve 12’inci aylarinda anlaml olarak degisen 6zgiin ve
ortak protein sayilarini gostermektedir. Alzheimer hastalig1 transgenik fare modelinde
3’lincii ay Orneklerinde istatistiksel olarak anlamli protein ifadesi degisimi

goriilmemistir. 6’mc1 ay Orneklerinde 268 0zgilin protein degisimi ve 12’inci ay
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orneklerinde 338 0Ozgiin protein degisimi saptanmistir. 6-12 ay doneminde 446
proteinin ortak olarak yer aldig1 goriilmektedir. Dolayisiyla doneme 6zgii proteinlerin
varligi ile birlikte 446 proteinin gelisim doneminde de rol aldig1 goriilmiistiir (Sekil 4-
25.A). Alzheimer grubunun MALDI goriintiileme veri analizi sonucunda, anlamli
olarak degisen proteinler icin STRING yazilim1 kullanilarak yolak analizi yapilmigtir
(Sekil 4-25.B). 3. Aya 6zgii anlamli protein ifadesi degisimi goriilmediginden yolak
analizi yapilamamistir. Alzheimer’da 6. aya 6zgii 20 farkli yolak bulunurken, 12. aya
0zgl 58 yolak tanimlanmistir. 6. ay ve 12. ay arasinda ise ortak olan 22 yolakta
degisimler oldugu belirlenmistir. Tespit edilen yolaklarin igerik ve biyolojik

anlamlilig: daha sonra tartisma boliimiinde detaylandirilacaktir.

A 6

12

ALZ-6 Ay ALZ-12ay

ellular component assembly
Generation of precursor metabolites and energy
Protein complex subunit organization’
Small molecule metabolic proces:
Establishment of localization in cell
Regulation of cell projection organization
Regulation of biological qualit

Neuren projection development:

Cellular companent organization
Cellular component organization or biogenesis
Membrane erganization

Cellular process

Organelle organization ‘Organonitrogen compound

metabolic process
Single-organism cellular process
Nucleobase-containing small molecule
metabolic process
Cellular process
Ribonucleoside metabelic process
Metabolic process

Single-organism process

Vesicle-mediated transport

Anatomical structure development

Synapse organization Single-organism developmental process
Synaptic transmission Regulation of biological process
Neurogenesis Protein complex assembly
Generation of neurans Protein complex blogenesis
Protein '9“';5“““ Single-organism localization
Re ion of cellular process

Organic substance transport

Neuron development
Single-multicellular organism process

Single-organism cellular process

Metabolic process

Cellular component assembly

Single-organism membrane organization

Single-organism cellular localization Nucleotide metabolic process
Regulation of biological quality
Ribonucleoside monophosphate metabolic process
Purine ribonucleoside monophosphate metabolic process
Ribonucleoside triphosphate metabolic process

Regulation of cellular protein metabolic process

Biological process
Regulation of protein metabolic process

Neuron differentiation
System development

Cellular localization

ATP metabolic process !ﬁeswnse o stimulus . sinsle-ersar!i‘sm lra.nsqon
org itrogen comp josy ic process purine ribonucleaside metabolic process Inrrawllularlrarspoﬂ Establishment of protein localization
i i d metabolic process Response to chemical Regulation of protein polymerization
Single-organism process GM‘;:;:E:D'EJ:‘E;: p:oc:ss Learning or memory Single-organism metabaolic process
Single-organism organelle Purine ribonucleoside tliphnsphal.u metabolic process x%;"‘l:oll‘:"p?;:::s”" Mum;:ﬂ:;:f:;:':&;q‘:zl;ﬁ:ﬁ“
Catabolic process Ssmall molecule metabolic process Protein transport Organelle organization
Cofactor metabolic process Cellular respiration Positive regulation of biclogical pracess
Cellular response to stress Establishment of localization Biclogical regulation single-organism cellular localization

Pyridine-containing compound metabolic process
Nicotinamide nucleotide metabolic process
Generation of precursor metabaolites and

Nervous systemn development Modulation of synaptic transmission

Regulation of organelle organization

Cellular catabolic process

Positive ion of cellular c
enes & P
" Pasitive ion of cell
ion of cellular ¢ i

Regtrlallan of synapse swuclureorachatv
Macromolecular complex subunit organization
Positive regulation of cellular proces:
Positive ion of cellular
Regulation of protein complex assembly
‘Organonitrogen compound metabolic process

Sekil 4-25. Alzheimer hastalig1 farkli evrelerinde tanimlanan 6zgiin ve ortak protein

sayilar1 (A) ve proteinler ile iliskili molekiiler yolaklar (B).
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5. TARTISMA VE SONUC

Progresif norodejeneratif hastaliklarin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasi i¢in hala pek cok calisma yiiriitiilmektedir. Gelisen teknoloji ile yeni
yontemlerin, bu hastaliklarin gerek in vitro gerek in vivo galismalarinda uygulanmasi,
molekiiler mekanizmalar1 aydinlatilmakta ve tedaviye yonelik ¢alismalara da temel
olusturmaktadir. Literatiir arastirmalart sonucu, tez konusu kapsaminda yapilan
calismanin benzerine daha 6nce rastlanmamastir.

Alzheimer hastaligina 6zgii transgenik hayvan modelinde yapilan Morris su tanki
davranis testi sonucunda elde edilen verilere gore, hayvan modelinin 3. ayda hastaligin
pre-patolojik evrede, 6. ayda hastaligin gelisim evresinde ve 12. ayda patolojik evre
de oldugu gozlemlenmistir. Bulgular, literatiirde daha 6nce yapilmis davranis testi
sonugclari ile ortiismektedir (26). Ek olarak, 3, 6 ve 12. aylarda alinan beyin kesitlerinde
yapilan immiinohistokimya analizlerinde, AB boyamalarinin, belirlenen evreleri
pozitif yonde destekledigi gosterilmistir (Sekil 4-2).

nanoLC-MSMS etiketsiz protein ekspresyon analizi, yliksek ¢oziiniirlik
kuadrupol ugus zamam tiipii kiitle spectrometresinde (QTOF-MSMS) kapsamli bir
sekilde gergeklestirilebilmektedir. AH transgenik fare modelinde doku kesitlerinden
ekstrakte edilen proteinler tripsinizasyon sonrasinda LC-MS/MS sistemi {izerinde ters
faz kromatografisi uygulanarak analiz edilmis ve 2175 adet protein tanimlanarak
kantite edilmistir. LC-MS/MS analizieri ile gergeklestirilen ¢aligmalardan
gordiigiimiiz kadariyla binlerce protein tanimlanabilmekte fakat istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde degisen protein sayis1 onlar diizeyinde kalmaktadir. Bunun en temel
nedeni de doku kesitinden lizat hazirlanirken elde edilen protein karisiminin bolgesel
protein ifade farkliliklarini elimine etmesidir. Yani belirli bir protein dokuda sadece
hipokampiiste, kortekste ya da striatumda ifadesi degisebilmekte fakat dokunun
tamami1 homojenize edildiginde bu bilgi kaybolmaktadir. MALDI goriintiileme analizi
icin yiiksek c¢oziinlirlik kiitle spektrometresi olmayan laboratuvarlar doku
kesitlerinden spesifik bolgeleri laser mikrodiseksiyon cihazi ile izole edip ardindan
LC-MS/MS analizi gergeklestirilebilir. MALDI kiitle spektrometresi ile doku
goriintiileme c¢alismalar1 bize gosteriyor Ki in vivo protein diizeyi degisiklikleri peptit

m/z degerlerindeki farklilasma ile takip edilebilmekte ve molekiiler diizeyde
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derinlemesine bilgi saglayabilmektedir. Buradaki bir dnemli husus elde edilen bilginin
boyutudur. Yiiriitiilen ¢alismada gordiik ki 600-2600 m/z degeri araliginda 40,000’den
fazla farkli m/z degeri saptanabilmekte ve istatistiksel analizler sonucunda anlamli
olarak degisen m/z sayis1 da LC-MS/MS ¢alismalarina gore ¢ok daha fazla olmaktadir.
Her bir m/z degerine karsilik gelen doku goriintii sayist da bundan 6&tiirli binlerce
olmaktadir. Calismamiz ¢oklu biyolojik tekrarlar tizerinden gergeklestirilmistir fakat
binlerce doku goriintiisii rapor formatina yerlestirilemediginden dolayr her hastalik
modelinde biyolojik olarak 6nem arz edebilecek bolgelere tekabiil eden m/z
farkliliklar1 gosterilecek sekilde m/z degerleri secilmistir ve tartisma kismi
diizenlenmistir.

AH fare modelinde gerceklestirilen MALDI goriintiileme analizleri sonucunda, 3.
ayda bir farklilik bulunmazken, 6. ayda ekspresyon farkligi gdsteren proteinlerden
bazilari; plasma membran kalsiyum transport ATPaz 1, syntaxin baglayici protein 1,
N-ctilmaleimid fiizyon proteini (NSF, vesicle-fusing ATase), 1s1 soku 70 proteini 4L,
ANP32 ve spectrin beta zinciri seklindedir. AH norodejeneratif isleyiste etkili olan
mekanizmalardan biri Ca2+ regiilasyonundaki bozukluktur. PMCA1, Ca2+ iyonunun
plazma membranina transportundan sorumludur. AH post-mortem ¢aligmalarinda
PMCA ekspresyon ve aktivitesinde sonuclarimiza uyusan sekilde diistigi
gosterilmistir (27). Munc-18 olarak da bilinen syntaxin baglayici protein 1, vezikiil
docking ve ekzositozda gérev alir. Ozellikle pre-sinaptik sinir terminallerinde bulunur
ve syntaxin-1'e baghidir. Munc-18"in CDK-5 ile fosforilasyonu, munc-18 ve syntaxin-
I'in ayrilmasma sebep olarak vezikiiler docking'e izin verir ve ndrotransmitter
salinimini saglar. Ayrica Munc-18 fosforilasyonu Munc interacting (Mint) protein 1
ve 2'nin Munc-18'e baglanabilmesine olanak saglar. Bu olusan komplekslerin
norotransmisyonu arttirdifit ve APP prosesinde ve amiloid beta {iiretiminde rol
oynadigl varsayilmaktadir (28). APP saliniminda regiilator gorevi goren bir diger
protein vesicle-fusing ATPaz diger adiyla N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
(NSF)'dir. NSF'nin tirozin fosfataz PTP-MEG2 tarafindan tirozin 83 ile
fosforilasyon/defosforilasyon durumu vezikiil flizyon regiilasyonunda 6nemli yer tutar
(29). Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore bu iki proteinin de hastalikli
farelerde azaldigr goriilmiistir. MALDI goriintiileme sonuglarima gore hastalikli

farelerde ekspresyonunda diisiis goriilen, ANP32A, c¢esitli oral patofizyolojik
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stireglerde gorevlidir. AH tau fosforilasyonunda gorev yaptigi diistiniilmektedir.
ANP32A ekspresyonundaki diisiis anormal ndrit morfolojisine de sebep olmaktadir
(30). Amilod-beta yolaklar1 le ilgili post-mortem bir ¢alismada multifonsiyonel
kortikal membran iskelet proteini olan spectrinin beta-alt {initesi amiloid beta plaklar1
icinde goriilmiistiir (26). Elde ettigimiz sonuglara gore 6. ay AH farelerde spectrin beta
ekspresyonunun diistiigii gdzlenmektedir.

SXFAD transgenik fare modelinde 3. ay doku kesitlerinde farklilik
gozlemlenmemis olmasi bu fare modelinde 3. ayinda biligsel olarak da farkliligin
gozlemlenmemis olmasi olabilir (Sekil 4-1). 3’iincii ayda heniiz istatistiksel olarak
anlamli in vivo degisiklikler belirlenemeyecek diizeyde olabilir. AH 12. ayinda
ekspresyon farkligi gosteren proteinlerden, MARCKS, ndrit uzamasi ve sinaptik
plastisite gibi hafiza gelisiminde Onemli olan mekanizmalarda gorevlidir ve
norodejenerasyona siirecinde etkili oldugu gosterilmistir (31). Ayrica, A-beta {iretimi,
aktivasyonu ve plaklarin olusumunda da etkileri oldugu ongoriilmektedir (32-34).
PSMD14 ve PSMAGS ubikitin-bagimli degredasyon sisteminin bir pargasidir ve AH
tedavisinde potansiyel bir hedef 6zelligini tasimaktadir (35-36). Ekspresyonu azaldig
tespit edilen TRXR enzimi, ROS firetimi sebebiyle okside olan proteinlerin
rediiksiyonundan sorumludur ve AH i¢in noroprotektif bir mekanizma oldugu
diistiniilmektedir. Sistemin devre dis1 kalmasi ile oksidatif stres etkisinin arttig1 ve
norodejenerasyon gozlemlenmeye basladigi ihtimali oldukga yiiksektir (37). Aksonal
transportta gorevli bir motor protein olan KIF ve ndronal migrasyondan sorumlu
lamin-B’nin AH’de ekspresyonlariin distiigiinii, literatiirdeki bilgiyle dogrulayarak
tespit ettik (38-39). PSA, nérodejeneratif siire¢lerde koruyucu etkisi oldugu diisiiniilen
bir enzimdir. Taupati gelistiren hayvan modellerinde de ekspresyonun degistigi
gosterilmistir (40). AP-2, retrograde ve anterograde aksonal tagimada gorevli bir
proteindir. AH ve ALS gibi pek cok ndrodejeneratif hastalikta ekspresyon ve
regiilasyonun bozuldugu tespit edilmistir (41). Yaptigimiz analizler kapsaminda, AP-
2 ekspresyonunun degistigini tespit edilmistir. Yapilan Onceki ¢alismalarda
ekspresyonun degistigi tespit edilmis ve verilerimizle uyum gosteren proteinler, MDH,
AASA ve ENOG’dir (42-44).

AH grubundaki 3, 6 ve 12 aylik doku kesitlerine ait MALDI-Goriintiileme analizi

sonucunda anlamli olarak degisen proteinler i¢cin STRING yazilim1 kullanilarak yolak
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analizi yapilmistir (Sekil 4-25). Pre-patolojik donemde (3. ay) anlamli olarak
degisiklik gosteren (p<0.05) protein tespit edilmemistir. Fakat 6 ay ile 12 ay arasinda
onemli proteomik degisimler gozlemlenmistir. 6. ayda temel degisimler; ‘cellular
component organization’, ‘membraneorganization’, ‘cellular localization’ gibi hiicre
ici yapisal degisimler ile ‘regulation of protein metabolic process’ gibi metabolizmada
degisiklik gosteren yolaklar1 kapsamaktadir. 12 ayda ise yine hiicre yapisiyla ile ilgili
degisimler goriilmekle beraber, direkt néron yapis1 ve ndronal iletisimle ilgili olan
‘synapse organization’, ‘synaptictransmission’, ‘neuron differentiation’ gibi yolaklar
ve protein yapisal degisimleri ile ilgili olan ‘protein complex assembly’,
macromolecular complex assembly’ benzeri yolaklar goriilmektedir. AH ileri
doénemlerinde, hafiza ve zihinsel giigte azalma goriildiigii bilinmektedir (45). Yapilan
yolak analizinde de ‘learning and memory’ yolagmin etkilendigi goriilmektedir.
Bunlardan bagka ‘positive regulation of cell protection organization’, ‘neuron
protection development’ gibi noron hiicrelerinin korunmasima yonelik yolaklarin
aktive edildigi goriilmektedir. Bu durum AH patolojisiyle beraber, protektif
mekanizmalarinda da aktiflestigini diisiindiirebilir (46).

Sonug olarak sdyleyebiliriz ki MALDI kiitle spektrometresi ile doku goriintiileme
aragtirmalart LC-MS/MS analizine gore daha kapsamli ve daha anlamli sonuglar
tiretmektedir. Fakat ayn1 zamanda belirtmeliyiz ki LC-MS/MS ¢alismalarina gore ¢ok
daha kiilfetli ve karmasik bir arastirma alanidir. MALDI goriintiileme c¢aligmalarinda
tespit edilen m/z degerlerinin hangi proteine ait oldugunun tespiti i¢in yiiksek
¢cOziinilirliik kiitle spektrometresine ihtiyag vardir. Dolayisi ile bu alanda arastirma
yapacak gruplarin her iki sisteme de ihtiyact olacaktir. Transgenik fareler in vitro
caligmalara gore daha fazla bilgi sunabilmekte ve lilkemizde de artik yaygin olarak
erisim saglanabilmektedir. Alzheimer hastalig1 i¢in kullandigimiz SXFAD transgenik
fareleri kullaniglh in vivo model olmaktadirlar ve bu fare modelinden elde edilen doku
kesitlerinde yiiriitiillen MALDI goriintiileme caligmalar1 bize gdsteriyor ki hastaliklarin
norodejeneratif siiregleri proteinlerin farklilasmasindan kaynaklanmaktadir.

Daha detayli bilgi elde edebilmek amaciyla ¢alismanin devami niteliginde olacak
deneyler planlanmaktadir. Gergeklestirilen ¢alisma neticesinde elde edilen tiim
verilere dayanarak farklilasma gosteren proteinlerin Oncelikli olarak validasyon

deneyleri gerceklestirilecektir. Bu deneyleri takiben tanimlamalar sonucu elde edilen
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protein profillerinden hastalik i¢in kilit rol oynayan proteinler ve biyokimyasal

yolaklar ile ilgili deneyler yapilacaktir.
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