Y&

& MEDIPOL
UNV .

T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZI

ALZHEIMER HASTALIGINDA YASA BAGLI
HiPOKAMPUSTEKIi PROTEIN PROFIL DEGIiSiMIi ILE
MEYDANA GELEN FARKLILIKLAR VE iLISKILI
YOLAKLARIN TRANSGENIK 5xFAD FARE MODELI
UZERINDE INCELENMESI

AYSEGUL SUMEYYE ARZUMAN
SINIRBILIM ANABILIM DALI
DANISMAN

Yrd. Do¢. Dr. MEHMET OZANSOY

IKINCI DANISMAN
Dog. Dr. AHMET TARIK BAYKAL

ISTANBUL-2016



TESEKKUR

Bu tez galigmasi Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Arastirma
Merkezi’nin (REMER) sagladigi istiin teknolojik ara¢ gere¢ ve kimyasal
malzemelerle yapilmistir. Merkez’in Midiirii ve ayn1 zamanda Sinirbilim Anabilim
Dali Baskan1 Sayin Hocam Prof. Dr. Giirkan Oztiirk’e , Danismanim Saym Hocam
Y. Dog. Dr. Mehmet Ozansoy’a ve Ikinci Damigmanim Saymn Hocam Dog. Dr.

Ahmet Tarik Baykal’a ¢alismam sirasinda tiim yardim, destek ve sabirlari igin,

Calismam sirasinda yardimlarini esirgemeyen laboratuvar arkadaslarim Seyma
Tiirkseven, Biisra Giirel, Aise Riimeysa Mazi ve REMER biinyesinde calisan tiim

arkadaslarima,
Desteklerini her zaman hissettiren Annem, Babam ve kardesim Abdullah’a

Tesekkiir ederim.

iii



ICINDEKILER

TEZ ONAYT oottt ettt et a et e e et e saeetesbeeraena e [
BEY AN i r e et e rarre e I
TESEKKUR ......oooiiiiiieieeeeeeeeteee et ena st n st n st sn s enes s asn s iii
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI ..........coooooniniinnnes vi
RESIM, SEKIL VE TABLOLAR LISTEST........cccccovoiiiiiiieeeeeeeeeee e, Vil
LLOZET ettt ettt sttt 1
2 ABSTRACT ..ottt bbb ens 2
3.GIRIS Ve AMAC ...ttt 3
4.GENEL BILGILER ..........cooiiiiiiiiiinieisse s 5
4.1. Alzheimer HastaliZ............ccoiiiiiiiiiiii e 5
4.1.1. Alzheimer hastaliZmnin tUrleri ..o, 6
4.1.2. Alzheimer hastaligimin patofizyOlOJiSi........ccccvvviriiniiiiiiiieii e, 7
4.1.3. AH ilerleyisi ve hipOKAMPUS ......coovrieriiiiiiiiiiiseeeee e, 9
4.2. FAre MOUBI ...t 10
4.3. Proteomik Ekspresyon Analiz YONtEMI ........cccccoveieeiiiieiieie e 12
5. MATERYAL VE METOT ..ottt 13
5.1 MATERYAL ..ottt ne s 13
5.1 1 EKIPMANIAL.......oiiiiiiiiiii e 13
5.1.2. KIMYASAIIAI ......c.eiiiiiiiie e 15

ST Y | I N USSR 18
5.2.1. Deney gruplarinin olusturulmasi - genotipleme ...........coccoecvvvevierccinnnen, 18
5.2.1. 1. DNA BIABSI; ..vveeiiciiie ettt baae e 18
5.2.1.2 Polimeraz zinCir reakSIYONU; .........cooueivererieneenieeeeseeseesseeseesieeeeseens 18
5.2.1.3 Agaroz jel dokme ve gorintlileme; ..........cccovviiiininininese e 20

5.2.2. Proteomik @nalizZi: .......ccccoeiieieieiiee e 21
5.2.2.1. OrNeK NazZirlama ...........coovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e, 21
5.2.2.2. Homejenizasyon ve Mikrodiyaliz:..........cccooevvvinininiinieninisseee 21
5.2.2.3. KONSantrasyon tayiNi:........cccueiiuieiieiie e iie e esee e see e 21
5.2.2.4. Proteinlerin FASP metot ile peptide doniistiirilmesi:.........cccccceeenne. 22
5.2.2.5. Sivi kromotografisi — kitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizi...... 23

5.2.3. Biyoinformatik analiz ............ccccoove i 24
5.2.3.1 Progenesis QI for Proteomics ile proteinlerin belirlenmesi ve kantifiye
BATIMESI: L.ttt 24
5.2.3.2. Ingenuity pathway analysis (IPA): ... 25

5.2.4. Immunohistokimyal aNaliZ...............ccccceeeveviiericeieeece e, 25

5.2.5. Mikroskopik gorintlleme..........cccooveiiiii e 26
5.2.6. WeSern BIOtHING........cooviieiiiieiieseee e 26
5.2.7. Morris su tanki davranis teSti..........ccevvveiiieiiie e 28

B. BULGULAR ...t bbbt 30

iv



6.1. Deney gruplarinin olugturulmast ........ccoviverieiiniiiiciese e 30

6.1 Proteomik Galigsmalar: ............cccooiiiiiiiiieiee e 31
6.2. IPA YOIaK @NALIZE ....veeiiiiiciie e 34
B.3. DAVID ..ottt et ere s 38
6.4. Immunohistokimyasal aNaliZ...............ccceeviveriiieieieee e 41
6.5. Western blot @analiz.............ccoeieiiiiiie e 42
6.6. IMOITIS SU TANKI.....cciviiiiieiiieiie ettt re e sree s 43
7. TARTISMA VE SONUGC ..ottt 44
8. KAYNAKLAR ..ottt e s be et e se e s e e eesraesteeneesneenreas 48
O EKLER ... oottt et a e re e e nras 52
10. ETIK KURUL ONAY L ..ottt 58
11. OZGECMIS ...ttt 60



KISALTMALAR VE SIMGELER LIiSTESI

Semboller Aciklamalar

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

LC Sivi Kromatografisi

MS Ktle Spektrometresi

HCI Hidroklordr

NaOH Sodyum Hidroksit

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

APP Amiloyid Oncii Protein

PSEN1 Presenilin-1

UPX Universal Protein Ekspresyon Kiti

PIC Proteaz Inhibitor Kokteyl

FASP Filtre Yardimi Ile Ornek Hazirlama Kiti
ACN Asetonitril

GluFib Glul-Fibrinopeptid B Standart

AmBic Amonyum Bikarbonat

APS Amonyum Persiilfat

TEMED Tetrametiletildiamin

PBS Phosphate Buffer Saline

5xFAD 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer Hastaligi
TAE Tris-Asetat-EDTA

IAA Iyodoasetamid

UPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
IPA Ingenuity Yolak Analiz

BSA Bovine Serum Albumin

PVDF Polivinilidenflorit

PBS-t Fosfat Tampon Saline- Tween 20

ECL Gelismis Kemiliiminesans

AH Alzheimer Hastaligi

vi



RESIM, SEKIL VE TABLOLAR LISTESI

ResimlerListesi

Resim 4.1: {lk Alzheimer hastalig1 teshisi konulan Auguste Deter(solda) Alzheimer
hastaligini ilk kez tanimlayip vakasini yayinlayan psikiyatr ve ndropatolog Dr. Alois

AlZNBIMET ..ottt reenreeneesneenee e 5
Resim 4.3: Saglikli Noronda Mikrotiibiil (iistte) AH’ye ait néronda mikrotiibiil ve

INFT (BIEER). ..ttt et eere e be e b e eneenreas 9
Resim 4.4: Alzheimer hastaliZimin yayillimi. .........ccccoceviiiiininiinceeeeees 10
Resim 5.1: Western Blot Transfer sistemi Katmanlari ............ccccceevvveiiiieeiiiee s, 28

Resim 6.1: 3 aylik 5XFAD ve kontrol grubundaki protein-lysine 6-oxidase (LOX)

IMMUNONISTOKIMYA GOTUNTUSU. ...c.vevivieieeiieieeee s 41
Resim 6.2: 6 aylik 5xFAD ve kontrol grubundaki ras-related protein Rab 8B
immunohistokimya gorlntUSU........c.ccviveieeieiieie e 41
Sekiller Listesi

Sekil 4.2: Amilodojenik olmayan proteoliz(solda) Amilodojenik olan APP proteoliz
[T S0a ) T TP PPRTPPROPPROPRN 8
Sekil 6.1: Genotipleme sonucu agaroz jel gorintlsu...........covevererereniiiniseeeeens 30

Sekil 6.2: (A) 3 aylik deney grubu hipokampus bolgesi. (B) 6 aylik deney grubu
NIPOKAMPUS DOIGESI. ... e 32

Sekil 6.3 : IPA analizi sonucu en 6n plana ¢ikan aglar. 3 aylik hipokampuste
AEZISEN PIOLEINIET. ... 34

Sekil 6.4 : IPA analizi sonucu en 6n plana ¢ikan aglar. 6 aylik hipokampuste
EZISEN PrOLEINLET. ..ottt be e 35

Sekil 6.5 : IPA analizi sonucu 6n plana ¢ikan yolaklar. (A) 3 aylik hipokampus ile
iligkili yolaklar. (B) 6 aylik hipokampus ile iligkili yolaklar. ...........ccccoooiiiiiiinnn. 37

Sekil 6.6 : DAVID fonksiyonel gen ontoloji kullanilarak 3 aylik 5xFAD
hipokampusunde degismis proteinlerin analizi (A) Hucresel igerikler. (B) Molekdiler
FONKSIYONIAN ... et 39

Sekil 6.7 : Sekil: DAVID fonksiyonel gen ontoloji kullanilarak 6 aylik 5xFAD
hipokampusiinde degismis proteinlerin analizi (A) Hiicresel igerikler. (B) Molekiiler

Fonksiyonlar. (C) Biyolojik ISIEVIET ..........ccccccuiviiiieiiieieicieeece e, 40
Sekil 6.8 : LOX Western blot gorintlisti Ve analizi .........cccccvevvvieeveevescieseec e, 42
Sekil 6.9 :Rab 8B Western blot gorintlsi ve analizi ..........cccccevveevenievieeneerc s, 43

vii



Tablolar Listesi

Tablo 5.1:
Tablo 5.2:
Tablo 5.3:
Tablo 5.4:
Tablo 5.5:
Tablo 5.6:
Tablo 5.7:
Tablo 5.8:
Tablo 6.1:
Tablo 6.2:

Tablo 6.4:
Tablo 6.5:

Deneyde kullanilan EKIpManIar. ... 13
Genotipleme Malzemeleri ..o, 15
Ekspresyon Analizinde Kullanilan Malzmeler..............c.ccocoiiiiiicnnn, 16
Immunohistokimyasal Analizde Kullanilan Malzemeler ........................ 17
Western Blot Malzemeler ..., 18
Tek Bir Ornek I¢in PCR KaIISImMI ......c.cvcvevevvececeeieieeeeeceeieesesessee e, 20
Killanilan Primer DIZileri .......cccoioviiiiiiiiiiieiieeceeecee e 20
Thermal Cycler PCR ProtokolU...........ccoviiiiieiiiicsiece e, 21
Deneysel Calismalarda Kullanilan Hasta ve Kontrol Gruplari................. 30
3 Aylik Deney Grubu Hipokampusiinde Baslica Degisen Proteinler Listesi
................................................................................................................... 32
6 Aylik Deney Grubu Hipokampusiinde Baslica Degisen Proteinler Listesi
................................................................................................................... 33
3 Aylik 5XFAD Hipokampustinde Bulunan Upstream Regulators.......... 36
6 Aylik 5XFAD Hipokampustinde Bulunan Upstream Regulators.......... 36

viii



1.0ZET

ALZHEIMERHASTALIGINDA YASA BAGLI HiPOKAMPUSTEKI
PROTEIN PROFIL DEGIiSiMi iLE MEYDANA GELEN FARKLILIKLAR
VE ILISKILI YOLAKLARIN TRANSGENIK 5xFAD FARE MODELI
UZERINDE INCELENMESI

Alzheimer Hastaligt en yaygin goriilen demaslardan biridir.Fakat, hastaligin
mekanizmas1 ve hastalikla ilgili biyobelirtegler heniiz tam olarak agikliga
kavusmamustir.Bu ¢alismada, 5XFAD transgenik fare modeli ve onlarin kontrolleri
kullanarak hastaligin temel mekanizmasini anlamak icin farkli yas gruplarinda
proteomic c¢aligsmasi yapilarak degisim gdsteren proteinleri, yolaklar1 ve farkli yas
gruplar1 arasindaki protein iligkilerine bakilmis ve hastaligin gelisimini incelemek
hedeflenmistir.iki farkli yas grubunda, farkli protein tamimlanmasi ve
ekspresyonlarinin belirlenmesi igin kiitle spektrometresi tabanli protemik teknolojisi
kullanilmistir.Ug ve alti aylik 5XxFAD trasgenik fare modeli hipokampusiinde
istatistiksel anlamli olarak degisen toplam 137 protein tanimlanmistir. Bu
proteinlerin 15 tanesi 3 aylik dokuya, 122 tanesi ise 6 aylik hipokampus dokusuna
aittir. Bunlara ek olarak, biyoinformatik yazilimlar kullanilarak tanimlanan
proteinlerin hangi proteinler tarafindan diizenlendigi.Bu ¢alismanin amaci, yasa baglh
olarak degisen S5xFAD hipokampus boélgesindeki protein degisiklerini inceleyip
Alzheimer hastaliginin temel mekanizmasini anlamaya ¢alismaktir.Sonug¢ olarak; bu
caligmada elde ettigimiz veriler bize gosterdiki 3.ayda degisim gosteren proteinler 6.
aydaki yolaklardaki bozulmalara sebep oldugu gozlemlenmistir. En ¢ok etkilenen

yolak ise mikrotubil bozukluk olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:Alzheimer hastaligi, hipokampus, proteomic, 5xFAD



2. ABSTRACT

AGE-DEPENDENT CHANGES IN PROTEOME OF ALZHEIMER DISEASE
AFFECTED BRAIN AREA, HIPPOCAMPUS, BY USING 5XFAD
TRANSGENIC MOUSE MODEL

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of demetia. Although numerous
studies have been performed to eluciate the pathology of AD, many mechanisms and
biomarkers are yet to be discovered. Here, we examined the hippocampus in 5xFAD
transgenic mouse model to elucidate the mechanisms that are involved in onset and
development of AD. We performed mass spectrometry-based proteomic analysis for
the identification of differentially expressed proteins in different time points. We
identified a total of 137 proteins with significant changes in hippocampus of 3-
month-old and 6-month-old of 5XFAD transgenic mouse model. 15 and 122 of these
proteins belongs to 3-old-month and 6-old-month 5xXFAD mice respectively.
Bioinformatic analyses were performed for the examination of upstream signaling
interaction of 137 proteins. These results demonstrate a novel age-dependent changes
in the proteome of 5xXFAD hippocampus which will help understanding the
mechanisms of AD.As a result, disease progression of AD is directly proportionate to
molecular mechanism of AD, which is changed with increasing age and microtubule
movement pathway is the most affected pathway is the most affected pathway

according to our results.

Keywords: Alzheimer’s Diseases, Hippocampus, Proteomics, SxFAD



3.GIRIS ve AMAC

Alzheimer’s hastaligi (AH) yas ilerledik¢e unutkanlikla ortaya ¢ikan hafiza, konusma
gibi bilissel bozulmanin gosterdigi en yaygin norodejeneratif hastaliklardan biridir.
Alzheimer Hastaligi’nin (AH) diinya genelinde 36 milyar oldugu ve bu sayinin 30 yil
icerisinde 3 kat1 artacagi ongoriilmektedir. Bu hastaligin ilk tanimlandigindan buyana
yizyill askin siire ge¢mistir fakat mekanizmasi hala ¢dziimlenememis ve hala
hastaligin ilerleyisini durduran bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Geri dontigiimii
olmayan ve slirekli ilerleyen bir hastalik olan Alzheimer’s hastaliginin patojenitesi,
hiicre dis1 amyloid plak birikimi, hii¢re i¢i ndrofibril diiglimler, beynin hipokampus
ve cortex bolgelerini basta etkileyen noron dliimleri, anormal lizozom ve endozom
birikimleri ve glia hiicreleri sebebiyetli inflamasyonlar olusturmaktadir. Alzheimer
hastaligina sebebiyet olusturan bu noropatolojilerin hangi proteinler ve yolaklar ile
iliskilendiginin anlasilmasi hastalik mekanizmasini anlamak i¢in atilan biiyiik bir

adimdirBishop et al. (1).

Hipokampus beynin limbik sisteminde yer alan hafiza, 6grenme ve duygular ile
iligkili Alzheimer hastaliginda en ¢ok etkilenen bolgedir. Yasa bagl olarak siirekli
ilerleme gosteren Alzheimer hastaliginin incelenmesinde hipokampus Onem arz
etmektedir. Hipokampuste degisim gosteren protein profil farkliligi bize hastaliginin

mekanizmasi ve gidisati hakkinda fikir veren bolgedirHartl et al. (2).

Transgenik 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer’s hastaligi (5xFAD) tasiyan hayvan
modeli yas ile birlikte progresif olarak hastalik noropatoloji gostermektedir. 1.5
aylikken amyloid plak birikimi, 4 aylikken biligsel bozukluklar ve 6.aydan sonra

noron olumleri, sinaps kayiplar1 gézlenmektedir Maya-Vetencourt et al. (3).

Hipokampuste yer alan hastalia bagli patolojilerin 5xFAD transgenik hayvan
modelinde gézlenmesi sebebi ile Alzheimer hastaligi modeli olarak calisabilecek en

uygun fare modellerindendir.

Hastalik mekanizmalarinin anlasilabilinmesi i¢in hastalikla ilgili yolaklarin ve bu

yolaklarda yer alan proteinlerin 6nemi biiyiiktiir. Hizl1 bir sekilde biiyliyen calisma



alan1 proteomiks hastalilk mekanizmalarinin anlasilmasinda kullanilan yiiksek

teknolojili bir tekniktir.

Bu tez c¢alismasinda, yasa bagl transgenik S5XxFAD farelerdeki proteome profil
degisimlerinin ve bu proteinlerin etkiledikleri yolaklarin anlasilmasi temel Alzheimer
Hastaliginin mekanizmasi hakkinda bize fikir verecegi goriisiinden yola ¢ikilarak

yapilan bir tez caligmasidir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer Hastaligi (AH) en yaygin goriilen demanstir. Tiim demanslarin %60-
%80’inini olusturur. 2015 yilinda yaymlanan rapora gore 46.8 milyon Alzheimer
hastas1 bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar gostermektedir ki her 20 yilda bir bu say1
2 kat artmaktadir. 2030 yilinda yaklasik 74.7 milyon, 2050 yilinda ise 131.5 milyon
Alzheimer hastasi olacagi tahmin edilmektedir. AH bundan 100 yil 6nce 1906
yilinda Dr. Alois Alzheimer tarafindan ilk defa tanimlandi, fakat semptomlari,
nedenleri, risk faktorleri ve tedavisi konusu tam olarak hala agikliga kavusmamistir
(Resim4.1). ilk olarak Dr. Alois Alzheimer; hafiza kaybi, paranoya ve psikolojik
degisikler gosteren hastast Auguste D.’nin Oliimiinden sonra otopsi yapmis ve
korteksin normale gore biiziisiik oldugunu goézlemlemis ve daha once yaslilarin
beyninde de saptanan senil plaklar ile daha O6nce hi¢ tanimlanmamis neurofibriller

yumaklari gézlemlemistirO'Brien (4).

fHespitol phors, Aunata etey

Resim4.1:ilk Alzheimer hastalig1 teshisi konulan Auguste Deter (solda), Alzheimer
hastaligini ilk kez tanimlayip vakasini yayinlayan psikiyatr ve néropatolog Dr. Alois
Alzheimer (sagda).(http://alchetron.com/Auguste-Deter-1185792-W)



4.1.1. Alzheimer Hastaliginin Tiirleri

Alzheimer hastalig1r erken baslangicli AH, ge¢ baslangiclh AH ve ailesel olarak
ortaya ¢ikabilir. Tiim hastalarin igerisinde, ailesel olarak tanimlanan genetik gecisin
goziktiigi AH hastalarinin orant yaklasik %1°dir. Bu Alzheimer hastaliginin
tamamen genetik formudur. Ailenin en azindan 2 jenerasyonunda bulunur. Ailesel
AH sebebi APP, PSENI1 ve PSEN2 mutasyonlaridirSelkoe et al. (5). 21.kromozom
tizerindeki APP geninin bulunan mutasyon sonucu Alzheimer hastaligi tasiyan
yaklagik olarak diinya iizerinde 12 aile bulunmaktadir. 14. Kromozom (zerinde
bulunan Presenilin 1 geninin sebep oldugu ailesel Alzheimer hastalig1 tasiyan aile
sayisida oldukca fazladir. Bu gen {lizerinde 70’den fazla mutasyon tanimlanmistir. Ve
son olarak kiguk bir aile grubunda yine 14.kromozom Uzerinde yer alan presenilin 2

genindeki mutasyonun sebep oldugu Alzheimer hastaligi goriilmektedirGoate et al.
(6).

Bunlarin disinda diinyada adlandirilmis bazi mutasyonlar vardir. Bunlardan bazilari;
Londra mutasyonu olarak bilinen bir APP mutasyonu (APP V7171) diinya genelinde
en yaygin gorilen APP mutasyonudur. Bu mutasyona sahip ailede hastaligin
gortlmesi 5745 yas araliginda oldugu yapilan otopsi ile dogrulanmistirGoate et al.
(6).Diinya genelinde bu mutasyonu tasiyan yaklasik 30 aile bulunmaktadir. Bilinen
APP mutasyon ¢esitlerinden bir digeri de Isve¢ mutasyonudur (APP
KMG670/671NL). Bu mutasyon lisin (K) ve metionin (M) aminoasitlerinin yerini
aspargin (N) ve leucine (L) aminoasitlerinin almasi sonucu APP’nin f — secrataz
kisminin yakininda olan bir mutasyon cesididir. Iki tane biiyiik Isveg ailesinde bu
mutasyon goriilmektedir. Bu mustasyona sahip olan hastalarda ilk olarak hafiza
kayb1 goriilmektedir daha sonra AH ile iligkili tiim teshis kriterleri
g6zlenmektedirMullan M (7). Diger bir APP mutasyonu ise Florida mutasyonudur
(I716V). Bu mutasyon ilk olarak Amerika’da teshis edilmis. Ortalama 53 yasinda
unutkanlikla bag gosteren bir APP mutasyon c¢esididir Eckman et al. (8).
Alzheimer’in mekanizmasin1 anlamak i¢in ailesel AH’na sahip aileler , hayvan

modelleri ve postmortem beyin dokulari ile ¢alisilmaktadir.



Fakat, AH ¢ok biiyiik bir kismi sporadiktir. Bu hastalar i¢in yaslanmak en biiyiik
cevresel risk faktoriiyken, Apolipoprotein E (ApoE)’nin &4 alleli en énemli genetik
risk faktorudirBu (9). Sporadik olan Alzheimer hastaligi erken baslangigli AH ve
gec baslangicli AH olarak ikiye ayrilir. 65 yasindan daha once goriilen Alzheimer
hastaligina erken baslangicli AH olarak adlandirilir. 40-50’1i yaslarda ortaya ¢ikan
hastalik tiim AH’nin yaklasik %10’nunu olusturmaktadir. Down sendromuna sahip
hastalar erken baslangicli AH’nin goriilme riski daha yiiksektir. Erken baslangich
AH de ailesel AH gibi 3 gende goriilen mutasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Geg
baslangicli AH ise en yaygin goriilen AH tiiriidiir. 65 yasindan sonra gorilen geg
baslangicli AH apolipoprotein E olarak adlandirilan gen ile iliskilidir. Bu genin en
onemli 3 alleli vardir. Bunlar; APOE €2, APOE €3 ve APOE &4 ‘diirMahley (10).
APOE allelerinden €2 AH riskini azalttigi ve koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmisgtir Corder et al. (11), Corder et al. (12). APOE &3 allelinin AH’i
etkilemedigi  disiiniilitrken ~APOE €4 allelinin  AH  riskini  artirdif1
belirtilmistirCorder et al. (12). APOE &4 AH igin bir risk faktorii olusturur fakat AH

sebebi degildir. Bunun yaninda gevresel faktorlerde etki gostermektedir.

4.1.2. Alzheimer Hastahigimin Patofizyolojisi

Alzheimer hastalig1 en bilinen iki patoloji ile karakterize olmustur. Bunlardan biri
ekstraselliiler amiloid betadan kaynakli plaklar ve hiperfosforile tau proteinin
olusturdugu intraselliiler norofibriler yumaklardirLee et al. (13). Bu degisiklikler ile
birlikte sinaptik kayip, glial aktivite ve ndron kaybi da gdzlemlenir. Senil plak,
AH’nin ndropatolojik 6zelligi, 38-43 aminoasit amiloid beta peptitlerinden olusur.
A B, buyuk integral zar proteini olan Amiloid oncii proteinin (APP) a,f ve y
sekretazlar tarafindan kesilerek olusurSelkoe (14) (Sekil 4.2). APP’nin sekretazlar
tarafindan kesimi iki sekilde olurHooper (15). Bir tanesi amiloidolojik olmayan
proteliz islemidir. Ilk olarak a sekteraz enzimi APP’yi transmembran bdlgesinden
keser daha sonra y sekretazin intraselliiler parcayr kesmesi ile amino ucunda
¢ozlnebilir amiloid 6nci protein alfa (APPsa) ve karboksil ucunda ise C terminal

alfa fragmani (a CTF), daha sonrasinda ise APP intraselliiler domain olusur (AICD).



Amiloidolojik olan kesim islemi ise, a sekteraz yerine f sekretaz enziminin APP’i
farkl bir bolgeden keserek olusur. Bu islem sonucu ortaya ¢ikan iiriinler ise APPsg,
Ap1-40, AL1-42 ve AICD olusur. Ve bu birikimler néronun diginda birleserek senil

plaklar1 olustururlar.

NO PLAQUE AMYLOID PLAQUE
FORMATION FORMATION
sAPPB
=
W =
sAPPo a-secretase B—secretase
< — e
p3 y-secretase - y-secretase Ap
== ——e
Amyloid
¥ o oy oy g
IS wzf’:_-.v Plaques
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Sekil 4.2: Amiloidojenik olmayan proteoliz (solda), Amiloidojenik olan APP
proteolizi(sagda).(https://www.ebi.ac.uk/interpro/potm/2006_7/Page2.htm)

AH’nin en belirgin diger karakterize yapisi nerofibriller yumaklardir. Neurofibriller
yumaklar tau proteinin néron icerisinde anormal birikimi ile meydana gelir. Fosforile
tau proteinleri, ndron igerisinde iletimini saglayan, hiicrenin destek yapisini olusturan
mikrotlbdllerin stabilizesini saglayan proteinlerdir (Resim 4.1). Hiperfosforile hale
gelen tau proteinleri, mikrotiibiil yapisindan ayrilarak norofibriller yumaklarin
olusumuna yol agmaktadir. Norofibriller yumaklarin olusumu, ndron igi iletim,
noronun iskelet yapisinin bozulmasi ve noron kaybina sebep olurHernandez et al.
(16).
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Resim4.1:Saglikli néronda mikrotiibiil (iistte), AH’ye ait néronda mikrotiibiil ve NFT
(altta)Brunden et al. (17).

4.1.3. AH ilerleyisi ve Hipokampus

Hipokampus beynin medial temporal lobunda yer alan 6grenme ve hafiza ile iligkili
en 6nemli beyin bélgesidirSquire (18). Ogrenme ve hafizada 6nemli rol oynayan
hipokampus bdlgesinde Uzun sureli potansiyeller (LTP) ve yeniden sinaptik
olusumlar1 gibi fonksiyonel ve yapisal degisimler meydana gelirBliss et al. (19),
Matsuzaki et al. (20). AH’nin erken doneminde ilk hasar gormeye baslayan
bolgelerden biridirBraak et al. (21). Hipokampus dort boliimden olusur. Bu boliimler,
CAl, CA2, CA3 ve subikulumdur. AH’ de ilk olarak entorial korteks ve
hipokampuste patoloji meydana gelir ve hafiza kaybi baglar. Daha sonra AH ile
iligkili patoloji tiim kortekse yayilir ve muhakeme, dikkat ve okuma gibi bilissel
bozukluklar goralirMann (22). Noron kaybi ve atrofide hipokampus ve korteks

bolgelerinde hastaligin ilerleyen evrelerin meydana gelir (Resim 4.2).



Resim4.2: Alzheimer hastaliginin yayilimi.

4.2. Fare Modeli

Alzheimer hastaligi yas ile birlikte ilerleyen bir hastaliktir. Zaman ilerledikge
dereceli olarak beyindeki hasar artar ve semptomlar gelisir. Norodejeneratif
hastaliklar kan, beyin-omurilik sivist gibi viicut sivilarindan alinan &rnekler ile
calisilmaktadir. Fakat, hastalifin derecesini anlamak ve beyindeki hasarin hangi
boyutlarda oldugunu kesin olarak belirlemek ve kesin tan1 koymak otopsi ve biyopsi
sonucunda AH’ye 6zgii patolojik bulgularin saptanmasi ile yapilabilmektedir. AH
patogenezinin nasil oldugunu anlamak i¢in hayvan modelleri olusturulmustur ve
Alzheimer hastaligmin ilerleme siiregleri incelenebilmistir. Ailesel Alzheimer
hastalig1 %1-%35 oraninda gozlenmektedir fakat sporadik vakalarin mekanizmasini
anlamak icin ailesel AH mekanizmasmin ¢oziilmesi hedeflenmektedir. Alzheimer
hastaliginin mekanizmasin1 anlamak, tedavisine yonelik ila¢ gelistirmek, hastaligin
fizyopatolojisi 1ile iligkili genlerin kapsamli bir sekilde caligmak, beyindeki
norokimyasal ve ndropatolojik degisimlerin neler oldugunu belirlemek, davranigsal
ve biligsel bozukluklar1 kapsamli bir sekilde calisabilmek icin farkli transgenik fare
modelleri olusturulmustur. Olusturulan hayvan modellerinde dikkat edilen 3 kriter

bulunmaktadir. Bu kriterler:

Goriintis gecerliligi: Olusturulan modelde hastaligin ayn1 semptomlar1 goriinmesi.

Ornegin; hastalik ge¢ baslangigli ve ilerleyici olarak modelde goriiniiyor mu,
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O0grenme ve hafiza bozukluklart var mi, artan bir stres seviyesi var mi gibi

semptomlar kontrol edilir.

Kurgusal gecerliligi: Model organizma fenotipi ve hastaligin ayni patofizyolojik
mekanizmaya sahip olmasi durumudur. Kurgusal gecerliligi dogrulamak i¢in amiloid
plak olusumu, norofibriller yumak olusumu, noroinflamasyon goézlemleniyor mu,
kolinerjik ve koradrenajik ndron kaybi goriiniiyor mu ve hipokampus ve kortekste

cok biiytik bir néron kayb1 gdzlenmekte midir gibi sorularin cevabi aranmaktadir.

Kestirim  gecgerliligi: Model organizmaya uygulanan tedavinin klinige

uygunabilirligidir.

Bu ¢ kriter g6z oniinde bulundurularak transgenik hayvan modelleri olusturulur.
Olusturulan c¢okca Alzheimer transgenik fare modeli bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari; Tg2576, APP23, APP/PS1, 3xtg AD ve 5xFAD’dir. Bizim kullandigimiz
transgenik fare modeli 5XFAD. 5XxFAD fare modeli yukarida bahsedilen kriterlere
gore degerlendirildiginde ge¢ baslangiclhh AH o6zelligi ve artan stres seviyesi
gostermemektedir. Fakat 6grenme ve hafiza bozuklugu goriinmektedir. Amiloid plak
birikimi, kolinerjik ve noradrenarjik noron kaybi, ndroinflasmasyon patofizyolojini
gosterirken, tau hiperfosforilasyon, norofibriller yumak ve beyin bdlgelerin,
hipokampus ve kortekste, biyiik oranda néron kayb1 géstermemektedir Bilkei-Gorzo
(23). 5xFAD trasgenik fare modeli igin kestirim gegerliligi heniiz agikga rapor

edilmemistir.

SXFAD transgenik fare modeli 2006 yilinda 5 mutasyonlu olarak gelistirilmistir.
5xFAD Isve¢ (K670N/M671L), Florida (I716V) ve Londra (V717I) ailesel
mutasyonlart icerir. Bunlara ek olarak iki tane PSEN1 gen mutasyonu (M146L,
L286V) bulundurur. 5XxFAD fare modeli amiloid plak birikimini ilk gosteren
hattirOakley et al. (24). Bu modelde hiicre i¢i A birikimi 1,5 aylikken baslarken,
hiicredist AB birikimi 2 aylikken baglamaktadir. Plak birikimini noradrenerjik néron
kaybi Kalinin et al. (25) ve kolinerjik noron kaybiDevi et al. (26) takip eder. Bu
degisimler biligsel bozukluklaraGirard et al. (27) ve bilissel olmayan hareket
anormalliklerineJawhar et al. (28) yol agar. Bilissel bozukluklar dérdiinct aydan

itibaren gozlemlenebilirKimura et al. (29).

11



Transgenik fare modelleri AH fenotipi ile benzerlik gostermektedir fakat vicut ve
beyin yas1 arasinda farkliliklar vardir. Buna ragmen AH hastaliginin patofizyolojisini

anlamakta 6nemli rol oynarlar ve hastaliga tedavi gelistirmekte katki saglarlar.

4.3. Proteomik Ekspresyon Analiz Yontemi

Proteomik; kompleks karisimlarda, doku ve kan gibi farkl tiirde 6rneklerde eksprese
edilen tiim proteinlerin, identifikasyonu, yapisal ve fonksiyonel ozelliklerini,
yerlesimlerini, miktarlarini, post-modifikasyonlarin1 agiklifa kavusturulmasini
saglarBasaran et al. (30). Ginlimiizde yiiksek teknoloji proteomik cihazlari
biyobelirteg¢ kesfi, ila¢c gelistirme ve hastalilk mekanizmasin1 anlamak ic¢in
kullanilmaktadir. Kiitle spektrometresi kullanilarak protein ve peptidlerin analizi
yiksek duyarlilik ve giivenilirlikte yapilmaktadir. MS kullanilarak triptik peptidlerin
kiitle/yiik oranlart belirlenip, daha sonrasinda MS/MS analizi yapilarak sekans bilgisi
elde edilir. Sekans bilgisi elde edilen peptidlerin, biyoinformatik yazilimlar
kullanilarak  tanimlanmasi, yerlesimi, ekspresyon orani, post-translasyonel
modifikasyonlar1 gibi bir ¢ok bilgisine ulasmak miimkiindiir. Yapilan bu ¢alismada,
etiketsiz LC-MSF teknolojisi kullanilarak yapilmustir. Bu yontem ile daha az protein
miktarindan herhangi bir etiketleme yapmadan gilivenilir ve ¢ok miktarda protein

tanimlamasi yapilabilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. MATERYAL

5.1.1 Ekipmanlar

Tablo 5.1: Deneyde Kullanilan Ekipmanlar

Kullanilan Gerecler Marka Uriin Kodlan
Ear Tag Harvard Apparatus 52-4717
Harris Micro-Punch Sigma-Aldrich 2708674
T100™ Thermal Cycler BioRAD 1861096
Santrifij Orto Alsera Biocen 22R
Sub-Cell ® GT Horizontal Electrophosesis Systems, BioRAD 1704401
15x 10 cm Tray

ChemiDoc™ MP System BioRAD

Glass/PTFE Potter Elvehjem Tissue Grinder 2 mL Omni International 07-358029
Multi-Therm Shaker Benchmark Scientific H5000-HC
Vorteks Benchmark Scientific BV1000
Concentrator Plus Ependorf

Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Fisher Scientific Q32866
SYNAPT G2-Si High Definition Mass Spectrometry Waters

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap Column ACQUITY UPLC, Waters

nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column ACQUITY UPLC, Waters
Mini-PROTEON Tetra Cell BioRAD 1658000EDU
PowerPac™ Universal Power Supply BioRAD 1645070
Spectrometre cihaz BioRAD

Axio Zoom V16 Zeiss

Ultrasonicator Bandelin Sonarex

LC-Vial Supelco 29413-U
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube Sigma-Aldrich 2666505
0.2 mL PCR tup Isolab 123.01.002
Laminar Flow ESCO

13



-20 dolap

-80 dolap

+4 dolap

Tart1

Manyetik Karistirict
dH,O Cihaz1
Calkalayici

pH metre

Spin down santrifj

Thermo Scientific
Arctiko

Ugur

Ohaus Explorer
Benchmark Scientific
Millipore

Benchmark Scientific
Isolab

Sprout

EX124-US
H400HSB
ZRQSVPBWW
BR2000
pH7110
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5.1.2. Kimyasallar

Tablo 5.2: Genotipleme Malzemeleri

Kullanilan Gerecler Marka Uriin Kodlan
Tris/HCI Sigma-Aldrich T5941
NaOH Sigma-Aldrich 221465
EDTA Sigma-Aldrich E9884
Agarose Sigma-Aldrich A9539
Trizma® Base Sigma-Aldrich T1503
Glacial Acedic Acid Sigma-Aldrich 537020
Isoflurane AbVie Ilag

Taq PCR Kit BioLabs® Inc. E5000S
APP Forward Primer Sentromer *

APP Reverse Primer Sentromer *
PSEN1 Forward Primer Sentromer *
PSEN1 Reverse Primer Sentromer =
Kontrol Forward Primer Sentromer *
Kontrol Reverse Primer Sentromer *

Qubit Assay Kit Thermo Fisher Scientific Q32853
SafeView abm G108
Marker

Yiikleme Boyasi Thermo Scientific R0611

* Primerler Sentromer tarafindan Tablo 5.6 belirtilen dizilere gore tasarlanmustir.
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Tablo 5.3: Ekspresyon Analizinde Kullanilan Malzemeler

Kullanilan Gerecler Marka Uriin Kodlar1
UPX™ Universal Protein Extraction Kit Expedeon 44101
Proteases Inhibitor Coctail Sigma-Aldrich P8340
Pur-A-Lyzer™ Mini 6000 Dialysis Kit Sigma-Aldrich PURNG0100-1KT
FASP™ Protein Digestion Kit Expedeon 44250

Trypsin Thermo Scientific 90055

Formik Asit Fluka 94318-50mL-F
Acetonitrile Hypergrade for LC-MS LiChrosolv® Merck 100029.2500
Water for Chromatography LC-MS Grade LiChrosolv® Merck Millipore 15333
[Glul]-Fibrinopeptide B Standart Waters 700004729
Bradford Reagent BioRAD

Tablo 5.4: Immunohistokimyasal Analizde Kullanilan Malzemeler

Gereg Markasi Uriin Kodu
Mounting Medium

NaCl Sigma-Aldrich S7653
KCI Sigma-Aldrich P9333
Sodyum Fosfat, Dibazik Molekdler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 567547
Potasyum Fosfat, Monobazik Molekdler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 529568
Anti-LOX Santa Cruz sc-32409
Anti-RAB 8B Santa Cruz Sc-26579
VECTASTAIN Universal Quick HRP Kit (Peroxidase) Vector Laboratories PK-7800
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit Vcetor Laboratories SK-4100
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Tablo 5.5: Western Blot Malzemeleri

Kullanilan Gerecler

Marka ve Uriin Kodlar

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions Kiti
Ammonium Persulfate

TEMED

2X Laemmli Sample Buffer

Beta Mercaptoethanol

Glycine

SDS

Sodium Chloride

Potassium Chloride

Potassium Phosphate, Monobasic Molecular Biology Grade
Sodium Phosphate, Dibasic Molecular Biology Grade
Tween-20

Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit
Methanol

Skim Milk

LOX (V20)

RAB 8B (T-15)

Donkey anti-goat 1gG-HRP

Beta actin rabbit monoclonal

Goat anti-mouse 1gG HRP

Clarity Western ECL Blotting Substrate

BioRAD # 1610180
Sigma-Aldrich # A3678
Sigma-Aldrich # T9281

BioRAD # 1610737

Sigma-Aldrich # G8895
Sigma-Aldrich # L3771
Sigma-Aldrich # S7653
Sigma-Aldrich # P9333
Merck Millipore # 529568
Merck Millipore # 567547
Sigma-Aldrich #P1379
BioRAD # 1704272
Merck Millipore # 106009
Fluka # 70166

Santa Cruz # sc-32409
Santa Cruz # sc-26579
Santa Cruz # sc-2020
Santa Cruz # sc-47778
Santa Cruz #sc-2005

BioRAD # 1705060
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5.2. METOT

5.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi - Genotipleme

Jackson Laboratuvarindan satin alinan 5XxFAD transgenik fare modeli; Hemizigot
5xFAD fareler, B6/SJL F1 iiretim fareleri ile caprazlanarak tiretildi ve anestezi altina
kulaginda doku alinarak yapilan genotipleme sonucu 5’er tane (3, 6 aylik) yetiskin
disi 5xFAD transgenik fare modeli ve onlarin ayni batindan dogan transgenik
olmayan kontrol gruplar1 olusturuldu. Hayvanlarin bakimi ve operasyonlar Istanbul
Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezinde (MEDITAM) gerceklestirilmistir.
Tiim hayvan deneyleri Istanbul Medipol Universitesi hayvan galismalar1 komitesi

tarafindan onaylanmustir.

5.2.1.1. DNA Eldesi;

Uretim kafesinde 3 haftalik olana kadar bekletilen farelerin kulaklarindan punch
yardimi ile doku alinir. Alinan dokular 75 ul, 25mM NaOH/EDTA igeren 0.2ml’lik
PCR tiiplerine almir. Farenin diger kulagina numarasim belli etmek ve
gruplandirmak i¢in kiipe takilir. PCR tiipleri 98° C’de Thermal Cyclercihazinda 1
saat bekletilir. 1 saat sonunda 75 ul, 40mM Tris/HCI eklenerek 3 dakika 4000
rpm’de sentrifuj edilen dokulardan 100 ul alinarak yeni PCR tiiplerine aktarilir.

5.2.1.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu;

DNA eldesi islemi tamamlandiktan sonra asagida verilen 6lgiiler dogrultusunda PCR
karigimi hazirlanir. Her bir 6rnek igin toplam hacim 25 ul olacak sekilde. Pozitif

kontrol olarak Tag Polymearse icermeyen bir 6rnek hazirlanir.

18



Tablo 5.6: Tek bir 6rnek i¢in PCR karigim

Gereg Son Konsantrasyon
10X Tepkime tampon ¢ozeltisi 1X

ddH,0

Kontrol F 0.5 uM

Kontrol R 0.5 uM

APP F 0.6 uM

APP R 0.6 uM

PSEN F 0.6 uM

PSEN R 0.6 uM
Deoksintikleotid Solusyon Mix 200 uM

Taq Polymerase 1,25 units/50 ul PCR
DNA

Tablo 5.7: Kullanilan Primer Dizileri

Primer Dizi 5° 2> 3’ Primer Tipi

0IMR1644 AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA PSEN1 Transgen (~608 bp)
0IMR1645 GCC ATG AGG GCACTA ATC AT PSEN1 Transgen (~608 bp)
0IMR3610 AGG ACT GACCACTCG ACCAC APP Transgen (377 bp)

0IMR3611 CGG GGG TCT AGTTCTGCAT APP Transgen (377 bp)

0IMR7338 CTA GGC CAC AGA ATT GAAAGATCT ig: Pozitif Kontrol Forward (324bp)
0IMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATCATCC ¢ Pozitif Kontrol Reverse (324 bp)
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Tablo 5.8: Thermal Cycler PCR Protokolil

Dongu Sicaklik Zaman
1 94°C 3:00 dk
94°C 0:30 sn
36 57.3°C 1:00 dk
72°C 1:00 dk
1 72°C 2:00 dk

1 10°C I

5.2.1.3 Agaroz Jel Dokme ve Goruntileme;

PCR fiirlinlerinin jele yiiklenip, goriintiilenmesi i¢in 3%’liik agaroz dokiiliir. 3 gr
agaroz tartilarak tizerine 100ul 1X TAE tampon ¢ozelti eklenir ve mikrodalga firinda
3 dakika 200°C’de kaynatilir. Kaynadiktan sonra icerisine 5 ul SafeView eklenir.
Hazirlanan kasete dokiiliir ve 30 dakika donmasi beklenir. Donduktan sonra jel tanka
yerlestirilir. Tarak c¢ikarilir ve tankin igerisi 1X TAE tampon ¢ozelti ile doldurulur.
PCR driinlerinden 10 ul alinarak igerisine 2 ul yiikleme boyasi eklenir. Ik kuyuya 5
ul marker konur. Ikinci kuyuya hazirlanan kontrol konur ve sirasi ile tiim kuyular

ornekler ile doldurulur. Daha sonrasinda 30 dakika 80V’da yiiriitiiliir.

Yiiriitiilen jel goriintiilenmek i¢in ¢ikarilir. BloRAD ChemiDoc cihazina yerlestirilir
ve gOriintiisii alinir. Goriintiileme sonunda ¢ift bant gordiiklerimiz transgenik
(5xFAD) farelerden n=5 olarak, tek bant goriinen ayni batindan olan kontrol

farelerden n=5 olacak sekilde deney gruplari olusturulur. (3 ve 6 ay i¢in ayr1 ayri)
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5.2.2. Proteomik Analizi:

5.2.2.1. Ornek Hazirlama

Genotiplemesi yapilan hayvanlar gruplara ayrildiktan sonra anestezi altina alinmak
icin 3 dakika izofulorana maruz birakilir. Anestezi altinda olan hayvanlar servikal
dislokasyon ile kafalar1 govdelerinde ayrilir. Ve beyin c¢ikarilir. Daha sonra
hipokampus bolgesi cerrahi islem ile LoBind tiipe alinip hipokampus’un mekanik ve

kimyasal olarak parcalanma islemi yapilir.

5.2.2.2. Homejenizasyon ve Mikrodiyaliz:

Cikarilan hipokampus AmBic ve %]1’lik PIC igeren karisima konur ve doku
homojenizatorii ile pargalanir. Sonra parcalanmis olan dokulara mevcut hacimleri
kadar %1°lik PIC iceren UPX tampon cozelti (Expedeon, UK) eklenerek 100°C’de 5’
kaynatilir ve sonrasinda 4°C’de 1 saat bekletilir. Ardindan, 15000g’de 10° dakika
santrifuj edilir. Supernatant alinarak LoBind tiiplere konur. Parcalanmis dokudan
elde edilen proteinlerin triptik peptidler haline getirilmesi i¢inFASP uygulanir. Bu
protokol uygulanmadan Once tuzlardan uzaklagsmak i¢in Ornekler diyaliz yapilir.
Mikrodiyaliz tiplerini ilk olarak 50mM AmBic ile 15 dakika manyetik karistirict
Uzerinde 50mM AmBic igeren beher igerisine membranlart dengelemek igin birakilir.
Daha sonra mikrodiyaliz tplerinin icerisinde 6rnekler konulur ve tim gece boyunca

birakilir. Diyaliz sonras1 6rnekler LoBind tiipe alinir.

5.2.2.3. Konsantrasyon Tayini:

Triptik peptid elde etmek i¢in uygulanan protokole 50 ug protein ile baslanir. Bunun
icin QUBIT 2.0 Fluorometre yardimi orneklerin konsantrasyonlart dl¢iiliir. OUBIT
Assay Kit inin igerisinde bulunan tampon ¢ozeltiden her bir 6rnek igin 199 ul olacak

sekilde bir eppendorfa alinir. Bu tampon ¢o6zeltinin igerisine her bir ornek icin 1
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ulolacak sekilde Qubit Assay kit icerisinde bulunan protein belirtecten eklenir.
Hazirlanan bu c¢ozeltiden her bir 6rnek icin 198 ul alinarak qubit tiplerine konur ve
orneklerden 2 ul konur. Kit igerisinde bulunan 3 tane standart soliisyonlarindan 10 ul
alimir ve hazirlanan ¢ozeltiden 190 ul konur. Tiim 6rnekler vortekslenir ve 20’ dk
oda sicakliginda karanlikta bekletilir. QUBIT 2.0 Fluorometer ile ilk dénce 3 tane
standart Olgtiliir. Daha sonrasinda Ornekler tek tek Olciiliir. Konsantrasyon tayini
sonucu 50 pg protein olacak sekilde hesaplama yapilir. Yapilan hesaplama sonucu
FASP’a baslanir.

5.2.2.4. Proteinlerin FASP metot ile Peptide Doniistiiriilmesi:

Kullanilan ¢ozeltiler;

Ure Cozeltisinin Hazirlanmasi;Kit icerisinde bulunan 1,5 ml’lik toz halde bulunan
ure tipune 1 mL Tris/HCI eklenir ve iire ¢oziiniinceye kadar oda sicakliginda

vortekslenir.

10X TAA ¢ozeltisinin hazirlanmasi;200 ul’lik tiiplerde toz halde bulunan IAA
uzerine 100 ul hazirlanis1 yukarida bahsedilen iire ¢ozeltisinden eklendi ve pipet
yardimi ile ¢oziinmesi saglandi. IAA 1518a duyarli oldugu icin folyo ile isiktan

korundu. 10X TAA ¢ozeltisi kullanilmadan hemen Once taze olarak hazirlanarak
kullanildi.

Sindirim Cozeltisinin (Tripsin Endoproteinaz) Hazirlanmasi;Liyofilize halde 20 ug
halde bulunan Tripsin 1,5 ml 50 mM AmBic igerisinde ¢oziinerek her bir drnege

1 ug/ 75 ml olacak sekilde ilave edilir.

Formik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi;1 ul LC-MS c¢alismalar1 i¢in uygun 98%

saflikta formik asit 1 ml LC-su igerisinde ¢oziinerek 0.1%’lik olarak hazirlanir.

Tiim gerekli malzemeler hazirlandiktan sonra 50 ug olacak sekilde alinan drnekler
filtreli tdplere konur Gzerlerine 230 ul ’ye tamamlanacak kadar iire oOrnek
soliisyonundan eklenir ve 14.000g ‘de 15 dakika olacak sekilde santrifiij edilir. 200

ul tire 6rnek soliisyonundan filtrelerin iizerine eklenir ve 14.000g’de 15 dakika
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santrifuj edilir. Filtre ¢ikarilir ve toplama tiipii bosaltilir. 10X IAA soliisyonu 1X
yapmak icin her bir tlp icin 10 ul 10X iodoacemide sollisyondan ve 90ul lre 6rnek
soliisyondan konur 1 dakika vortekslenir ve 20 dakika karanlik ortamda inkiibe
edilir. Ornekler 14.000g’de 15 dakika santrifiij edilir. 100 ul (re O6rnek
soliisyonundan filtrelerin iizerine eklenir ve 14.000g’de 15 dakika sentrifuj edilir. Bu
islem 2 kez daha tekrarlanir. Filtre ¢ikarilir ve toplama tiipii bosaltilir. 100 ul 50mM
AmBic solusyonu filtrelerin {izerine eklenir ve 14.000g’de 10 dakika santrifuj edilir.
75 ul tripsin filtrelerin Uzerine eklenir ve 1 dakika vortekslenir. Daha sonra filtreli
tiipler parafilm ile sarilir ve 37°C’de 4-18 saat arasi inkiibe edilir. Filtreler yeni

toplama tiiplerine yerlestirilir.

40 ul 50mM AmBic soliisyonu filtrelerin tzerine eklenir ve 14.000g’de 10 dakika
santrifuj edilir. Bu islem bir kez daha tekrarlanir. 50 ul FASP Kitinin igerisinde
bulunan 0.5M NaClSolusyonu filtrelerin iizerine eklenir ve 14.000g’de 10 dakika
santrifuj edilir. Spin filtrelerin alt kisminda triptik peptidleri iceren ¢dzeltinin tamami
alinarak temiz ve kuru LoBind tuplere konur ve liyofilize edilir. Liyofilizasyon
sonrasi toz halindeki 6rnekler 20 ul 0.1% formik asit ¢ozeltisinde ¢oziinerek QUBIT

yardimi ile konsantrasyon tayini yapildu.

5.2.2.5. Sivi Kromotografisi — Kutle Spektrometresi (LC-MS/MS) Analizi

200ng olacak sekilde ol¢iilen triptik peptitler 0.1% Formik asit ile tamamlanarak LC
viallere konulur. LC viallerdeki karisimdan 2 pul yiliksek basarimli  sivi
kromotografisine bagli, elektriksel pliskiirtme ile iyonlastirma ve dort kutup zaman
bazli ol¢lim kaynagi iceren kiitle spektrometresi sistemine [nanoACQUITY UPLC
(nano ultra performance liquid-chromatography)- ESI (Electrospray ionization)-
QTOF (quadrupole time of flight)- MS (mass spectrometry), Waters, Amerika
Birlesik Devletleri] gonderildi. Kolonlar 97% hareketli faz A (LC-MS dereceli su
icerisinde 0.1% formik asit ) dengelenir ve kolonun sicakligi 55°C de olmalidr.
Peptitler trap kolondan (Simetri C18, 5um, 180 um i.d. X 259 mm) (Waters,
Milford, MA) 120 dakikada 300 nl/dk akis hiz1 ile %5’den %40’a dereceli hareketli
faz B (ekstra saflikta ACN igerisinde 0.1 formik asit ) kullanilarak dereceli eliisyon
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sayesinde analitik kolona (BEH C18, 1.7um, 75 um i.d. X 250 mm) (Waters,
Milford, MA) girer. Tum O0rnekler ¢ifte enjeksiyon olarak analiz edildi. Veri
bagimsiz edinim yontemi (data independent acquisition mode MSF) | pozitif iyon V
modu, MS ve MS/MS fonksiyonlar1 (1.5 saniye araliklar ile 6V diisiik enerji ve 15-
40V vyiiksek enerji) kullanilarak peptit kiitle/elektriksel yik (mass/charge; m/z)
degerleri ve iiriin iyon bilgisi elde edildi. Glu-fibrinopeptit (i¢ kiitle kalibranti) 300
nl/dk hiz orani ile enjekte edildi. m/z degeri 50-1950 olarak analiz edildi.

5.2.3. Biyoinformatik Analiz

5.2.3.1 Progenesis QI for Proteomics ile proteinlerin belirlenmesi ve kantifiye
edilmesi:

Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics), LC-MS datasinin yiiksek Kkalitede
sekanslanma baz alinarak uygulanan etiketsiz analiz yontemidir. Biitiin peptid
iyonlarinin belirlenmesi ve kantifikasyonu ekspresyon analizi ardindan yapilir ve
proteinlerinin nereden kokenlendikleri belirlenir. Progenesis QI for Proteomics LC-
MS v2.0., veritaban1 arastirmasi ve LC-MS/MS analizleri sonucunda ¢ikan kalitatif
protein belirlenmesi ile peptid iyon Ol¢limlerini birlestirerek kantifikasyonu
tamamlanir.Islenmemisveriler programa aktarildiktan sonra referans olarak biri
secilir ve fare veri tabani kullanilarak segilen 5 adet modifikasyon ile
(Carbamidomethyl-cysteine modifikasyon, Acetyl N-TERM, Deamidation N,
Deamidation Q ve Methionine Oxidation modifikasyonlart), 400 kDa’dan kiiciik, 1
peptit icin 3 tane fragman, 1 protein 7 tane fragmandan ve 1 protein 3 tane peptiden
tanimlanmaktadir. Ornekler arasindaki normalizasyon toplam iyon yogunlu baz
alinarak hesaplanir. Ayni proteinler gruplanir ve en yiiksek skora sahip bir 6rnek i¢in

kantitatif degerler en yiiksek skora sahip bir 6rnek igin verilir.
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5.2.3.2. Ingenuity Pathway Analysis (IPA):

Progenesis QI for Proteomics yazilimi ile etiketsiz olarak tanimlanan proteinler
IPA yazilimi kullanilarak yolak analizi yapilir. IPA ile yolak analizi yapilirken
Progenesis QI for Proteomics yazilimi ile elde ettigimiz proteinlerin uniprot
numaralari, p degerleri, ekspresyon degisimoranlar1 girilir. Fare organizmasi segilir
ve veri kaynagi olarak sinir sistemi belirlenir ve analiz yapilir. Bu analiz sonucunda
Progenesis QI for Proteomics analizi sonucu elde ettigimiz proteinlerin IPA yazilimi
ile hangi yolaklar ile iliskili oldugu, hangi hastaliklar ile iligkili oldugu, azalan ve

artan proteinler, bu proteinlerin iligkili oldugu molekiiler fonksiyonlar belirlenir.

5.2.4. Immunohistokimyal Analiz

Ug ve alt1 aylik 5XFAD ve LM farelerin beyinleri ¢ikarilip, kuru-buz Gzerinde
donduruldu.Cryostat ile hipokampus bolgesini igeren 18um’lik koronel Kesitler;
40°C’ye 1sitilmis lamlar {izerine alindi ve lamlar yine ayniisi -blogu iizerine

koyularak dokular sabitlendi.Alinan kesitler -80°C’de saklandu.

Dokular deneye baslamadan yaklasik 30 dk once -80°C’den ¢ikarilip, oda
sicakligina gelmesi beklendi. Tiim yikama ve inkiibasyon iglemleri shaker Uzerinde
yapildi.Kesitler ilk olarak distile su dolu saleden ge¢irildi , sonrasinda %4 PFA
icerisinde 15 dk dokularin sabitlenmesi saglandi . Dokular tekrar distile su dolu

saleden gegirilip, PBS iceren salede, 5’er dk olacak sekilde 3 yikama yapilda.Yikama
sonrasinda, lamlar dokulara zarar vermeden dikkatli bir sekilde kuruland1 ve pappen

ile gizildi.

Her bir dokunun Uzerine kit icerisinde yer alan bloklama soliisyonu damlatildi ve
kapali nemli kutuda 10 dk oda sicakliginda ve shaker Uzerinde inkube edildi.
Bloklama isleminden sonra,. 30uL’ser goatpolyclonal LOX ve goatpolyclonal
RABS8B birincil antikor (1:30), %1,5 bloklama soliisyonu iceren PBS icerisinde
dokular iizerine konuldu. Her antikor i¢in negative control olusturuldu, lamda
bulunan dokulardan bir tanesi birincil antikor inkiibasyonu yapilmadi.Dokular kapali
nemli kutuda gece boyu 4°C’de bekletildi.Birincil antikor inkiibasyonundan sonra,

beyin dokular1 PBS ile shaker Uzerinde 5dk yikandi.Ardindan, kit igerisinde yer
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alanikinci soliisyon dokularin iizerini kaplayacak sekilde eklenerek 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi . Tekrar PBS ile 5 dk yikama yapildi.Kitte bulunan
3.Soliisyon ile 5 dk inkiibe edildi.Son kez PBS ile 5dk yikama yapildi ve beyin
dokular1 30 pL’ser hazirlanan DAB HRP substrati eklenerek 1s 1k mikroskobunda
takip edildi.Yeterli zaman tamamlaninca Boyama tamamlaninca soguk PBS’ten

gecirilen lamlar , mounting medium damlatilarak baloncuk olusturmamaya dikkat

edilerek lamel ile kapatildi ve gece - boyu oda sicakliginda kurumaya birakildi . Daha

sonra konfokal mikroskopta goriintiileme yapilana kadar -80 oC’de saklanda.

5.2.5. Mikroskopik Goruntileme

DAB HRP kullanilarak boyanmig dokular Zeiss AxioZoom mikroskop ile 20X, 40X,
80X olceklerde gorintilendi.

5.2.6. Western Blotting

Western Blot yapmak icin TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions Kiti
kullanildi.Kite ek olarak  %10’luk  Amonyum  Persulfat (APS) ve
tetramethlylethyleneiamine (TEMED) kullanilir.

Ik olarak Resolver Soliisyonu hazirlanir. Kitin igerisinde bulunan Resolver A ve
Resolver B soliisyonlarindan 6 mL falcona konuldu. %10’luk 30 ul APS ve 3 ul
TEMED c¢ozeltiye eklenir. ikinci asama olarak Stacker Soliisyonu hazirlanir. Kitin
icerisinde bulunan Stacker Ave Stacker B soliisyonlarindan 1 mL falcona konuldu.
%10’luk 10 ul APS ve 2 ul TEMED cozeltiye eklenir. 10 kuyucuya sahip
0.75mm’lik cam plaklar ile hazirlanan jel dokme sistemine dokiilen jelin taragi

yerlestirilir ve polimerize olmasi i¢in en az 30 dakika beklenir.

Jel Dokme islemi tamamlandiktan sonra orneklerin konsantrasyon tayini yapilir.
Bradford Assay kullanilarak 6rneklerin konsantrasyonlar1 belirlenir. Bradford Assay
icin 1ug/mLBovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak 5 adet kalibrant (1 ug/
mL, 0.5ug/mL, 0.25 ug/mL, 0.125 ug/mlL, 0.05 ug/mL)olusturulur. 5X Bradford
Reagent distile su ile 1X olacak sekilde hazirlanir. Microplate kullanilarak 6l¢iim

yapilir. Her bir kuyuya 5 ul kalibratlardan ve drneklerden pipet yardimi ile konur.
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Coklu pipet ile her bir 6rnegin tizerine 195 ul1X Bradford Reagent eklenerek. 5
dakika bekletilir. Ve 595nm abzorbans degeri ile Ol¢iim yapilir.

Konsantrasyon olgiimleri tamamlandiktan sonra her bir kuyuya 20 ug protein
konulacak sekilde hesaplama yapilir. Ve 6rnekler 2X Laemmli Tampon ¢ozeltisi (95
ul 2X Laemmli tampon ¢ozeltisi + 5 ul beta-mercaptoethanol (8 — mercap)) ile 1:1
oraninda karistirilir. Elektroforez sistemi kurulur. +4°C bekletilen 1X Running
Tampon ¢0zelti sistemin icerisine yeterli miktarda konur. Daha sonra ilk kuyuya
molekiler standarttan 10 ul konur sonrasinda sirasi ile yiikleme 6rnekleri kuyucuk
hacmine gore yiiklenir. Bos kalan kuyucuklar hazirlanan Laemmli tampon ¢ozelti ile
yiiklenir. 50V ile 5 dakika olarak baslatilan yiiriitme islemi kademeli olarak artirilir.
100V, 1 saat ve sonrasinda 150V, 30 dakika olmak iizere.

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jelde yer alan proteinlerin PVDF membrane’a
aktarma islemi i¢in Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit kullanilarak
yapilir. Ilk olarak kitin icerisinde bulunan Transfer Stack ayni kitin igerisinde
bulunan 5X Transfer Tampon cozelti icerisinde bekletilir ve Trans-Blot®
Turbo™sistemine yerlestilir tizerine ilk olarak methanol igerisinde sonra 5X Transfer
Tampon ¢ozelti icerisinde bekletilen PVDF membrane yerlestilir. Onun tizerine jel
konur ve tekrar Transfer Stack yerlestirilir ve transfer islemine baglanir. Cihaza 2,5 A

25V’da 7 dakika olacak sekilde transfer gergeklestirilir.
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stack
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Resimb5.1:Western Blot Transfer sistemi katmanlari

Transfer isleminden hemen sonra PVDF membrane PBS-t ¢6zeltisinin igerisine alinir
ardindan %35 yagsiz siit (Sgr siit tozu 95 mL PBS-t igerisinde) icerisinde oda

sicakliginda sallanarak 1 saat birakilir. 1 saatin sonunda %S5’lik yagsiz siit ile

27



hazirlanan primer antikor [anti-LOX (1:200), anti-RAS (1:200)] icerisinde +4°C’de
gece boyunca sallanarak birakilir. Primer Antikor 3 kere 5’er dakika olmak iizere
PBS-t ile yikanir. Ardindan primer antikora uygun sekilmis onerilen diliisyonda
hazirlanan HRP konjuge ikincil antikor (1:2000)koyularak 1 saat oda sicakliginda
calkalanarak birakilir. Ardindan tekrar 3 kere 5’er dakika olmak {izere PBS-t ile
yikanir ve Clarity Western ECL Blotting Kiti kullanilarak goriintiilemeye uygun hale

getirilir. BioRAD, ChemiDoc sistemiile goriintiileme yapilir.

Yuratme kontrolli olarak beta aktin igin Strip Soltsyonu (%10’luk SDS, 0.5 M
Tris/HCI, 0.8 mL B —mercap, ph: 6.8) hazirlanir. Etiiv ve hazirlanan Strip
Soliisyonu 55°C olmalidir. PVDF membrane hazirlanan soliisyonun igerisinde 30
dakika 55°C olan etiivde bekletilir. 15. Dakikada PVDF membrane calkalanir ve
sonrasinda 6 kez 5’er dakika PBS-t ile yikama islemi yapilir ve yukarida bahsedilen

Blocking islemi ile birlikte siiregelen tiim islemler tekrarlanir.

Goriintiilenen bantlar, ImageJ yazilimi kullanilarak ve yiiriitme kontrol (beta aktin)
bantlarma gore normalize edilerek tek kuruklu Student-t test istatiksel testi

kullanilarak analiz yapildi.

5.2.7. Morris Su Tanki Davrams Testi

Deneyler i¢in 93 cm cap1 ve 42 cm yiiksekligi olan Morris Su Labirenti kullanildi.
Fareler testin baslangi¢ giinii ylizme alistirmalart igin platformsuz tank iginde 120
saniye ylzdurGldi. Takiben ilk 4 giin Ogrenme Fazi deneyleri ve 5. giin Hafiza Faz1

deneyleri yapildi.

Morris Su Labirenti dort kadrana boliindii. Ogrenme fazinda, kadranlardan birine
suyun 1 cm altinda kalacak sekilde yiizey alam 10 cm? olan bir platform kondu.
Farelerin platformu goérmesi engellendi. Bu fazda, fareler her bir kadrandan 20
dakika ara ile birakilarak her defasinda 120 saniye boyunca yiizdiiriildiiler. Farelerin
120 saniye icinde odanin duvarinda bulundurdugumuz isaretlerden hiza almak
suretiyle yiizerek gizli platformu bulmasi beklendi. Platformu bulan fareler 30 saniye
platform iizerinde bekletildi. 120 saniye i¢inde platformu bulamayan fare arastirici
tarafindan sudan aliip platform iizerine birakildi ve 30 saniye boyunca etrafi

g6zlemesi beklendi.
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Hafiza fazinda ise farelerin bosluksal bellek fonksiyonlari incelendi. Suyun altina
gizlenen platform kaldirildi ve fareler daha once platformun bulundugu kadranin
karsisindaki kadrandan suya birakilarak 60 saniye yiizdiiriildi. Hafiza fazinda
platform alaninda gegirilen siire, hedef kadrana girme siklig1 ve toplam yiiziilen

mesafe 6lculdi.

Farelerin su tankindaki davranislari kamera ile bilgisayara aktarildi ve veriler
EthoVision yazilimi ile degerlendirildi. Kontrol ve S5xFAD fareler arasindaki
istatistiki karsilastirmalar Student t testi ile yapildi. P degerinin 0,05’ten kiiciik

olmasi istatistiki anlamlilik olarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Tiim deneysel ¢alismalar icin transgenik fare modeli ve onlarin ayni1 batindan dogan

transgenik olmayan kontrol grubu olarak kullanildi (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: Deneysel caligmalarda kullanilan hasta ve kontrol gruplari

3 Ayhk 6 Ayhk
5XFAD LM 5xFAD LM
Doku Hipokampus | Hipokampus | Hipokampus | Hipokampus
AH 2 PSEN1 - 2 PSEN1 -
Mutasyonlari 3APP 3APP
Ornek Sayisi 5 5 5 5
Cinsiyet Disi Disi Disi Disi

Ug ve alt1 aylik deney gruplar yapilan method kisminda agiklandig1 gibi genotipleme
yapilarak her bir grup 5 fareden olusacak sekilde 2 farkli yas grubunda hasta ve
kontrol olmak tzere 4 grup olusturuldu (Sekil 6.1).

Sekil6.1: Genotipleme sonucu agaroz jel géruntist. T: Transgenik fare,
K: Kontrol grubu, M:Marker, C: pozitif kontrol
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6.1 Proteomik Calismalar:

LC-MS/MS analizi ile hasta ve kontrol gruplarinin hipokampusbdélgelerinde bulunan
peptitlerin m/z (kiitle/yiik) degerleri belirlendi. Daha sonra analiz sonucu elde edilen
bu veriler Progenesis QI programi ile tanimlamalar1 yapildi. Yapilan bu analiz
sonucu fare veri tabani kullanilarak ii¢ aylik deney grubunda hipokampus bolgesinde
1540, alt1 aylik deney grubu hipokampus bolgesinde ise 1513 protein tanimlandi.
PCA grafikleri, li¢ ve alt1 aylik deney gruplari i¢in kendi iclerinde hasta ve kontrol
gruplariin proteomlarinin farkli oldugunu gosterdi (Sekil 6.2). Deney gruplar ile
birlikte ayn1 anda analiz edilen QC analizleri sonucu cihazin hata payinin %210
oldugu belirlendi. Transgenik ve kontrol gruplar1 arasinda ekpresyon farki %50 ve
daha fazla degisen proteinler i¢in p degeri 0,05’in altinda kalan proteinler istatiksel
olarak anlamli degisim gdzlemlenen proteinler olarak belirlendi. Istatiksel olarak
anlamli kabul edilen proteinler {i¢ aylik deney grubu igin 15 iken alt1 aylik deney
grubu icin 122 olarak tanimlandi. Ug ve alti aylik farkli deney gruplarinda
tanimlanan bu proteinlerden farkli yonde ekspresyon gosteren yalnizca bir tane ortak
protein (RIMS1) belirlendi. Ug aylik deney grubunda tanimlanan proteinlerin 6
tanesinin ekspresyonu transgenik fare hipokampusiinde arttigi, 9 tanesinin azaldigi
belirlenmistir (Tablo 6.2). Alti aylik transgenik fare hipokampusiinde kontrol
grubuna gore 72 proteinin ekspresyonu azalirken 50 proteinin ekspresyonunda artis

oldugu gozlemlenmistir (Tablo 6.3).
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A. 3 aylik deney grubu

Principal Components Analysis

© Principal Companent 2

Principal Component 1 » s

B. 6 aylik deney grubu

Principal Components Analysis

Comp

¢ Principsl
L]

Principal Component 1

Sekil 6.2: (A) 3 aylik deney grubu hipokampus bolgesi. (B) 6 aylik deney
grubu hipokampus bolgesi.

Tablo 6.2: 3 aylik deney grubu hipokampusiinde baslica degisen Proteinler listesi

Uniprot Protein Ortalama Degisim Orani p-degeri
Numarasi (5XFAD/WT)

Artan Protienler

Q80TI1 Pleckstrin homology domain containing 1,710 0,003
family H member 1

Azalan Proteinler

035874 Neutral amino acid transporter A 2,226 0,021

P28301 Protein-lysine 6-oxidase 1,928 0,009

P50149 Guanine nucleotide-binding protein G(t) 1,878 0,012
Subunit alpha 2
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Tablo 6.3: 6 aylik deney grubu hipokampusiinde baslica degisen Proteinler listesi

Uniprot Protein Ortalama Degisim Oran1  p-degeri

Numarasi (5XFAD/WT)

Artan Proteinler

Q8BYR5-6 Isoform 6 of Calcium-dependent secretion 4,901 3,02E-06
activator 2

A2RT62 F-box/LRR-repeat protein 16 3,582 0,003

P98086 Complement C1Q subcomponent subunit A 3,196 0,022

Q9JIK5 Nuclear RNA helicase 2 3,189 4,81E-05

Q8CGK3 Lon protease homolog, mitochondrial 2,664 2,94E-05

P10637-4 Isoform Tau-C of microtubule-associated 2,251 0,001
protein tau

P62843 40S ribosomal protein S15 2,100 0,013

Q80VP2 Spermatogenesis-associated protein 7 2,074 0,0008
homolog

035593 26S proteasome non-ATPase regulatory 1,908 4,91E-07
subunit 14

Q9D5V5 Cullin-5 1,780 2,76E-05

Azalan Proteinler

P35279 Ras-related protein Rab-6A 4,362 0,0004

Q69ZT9 TBC1 domain family member 30 3,621 0,002

Q8C1z8 tRNA methyltransferase 10 homolog A 3,201 2,67E-09

035075 Down syndrome critical region protein 3 2,823 0,003
homolog

Q3UMCO Spermatogenesis-associated protein 5 2,685 0,0004

070585-2 Isoform 2 of Dystrobrevin beta 2,545 0,0001

Q80Y83-2 Isoform 2 of Dixin 2,527 0,0002

P40201 Chromodomain-helicase-DNA-binding 2,470 0,0003
protein 1

Q9D8B3 Charged multivesicular body 4b 2,386 4,60E-06

Q99LD8 N(G), N(G)-dimethylarginine 2,035 6,83E-06

dimethylaminohydrolase 2
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6.2. IPA Yolak Analizi

Farkli yas gruplarinda (3 ve 6 aylik deney gruplari) hipokampus bélgesinde degisen
proteinlerin IPA programi ile yolak analizleri yapildi. IPA programinda elde edilen
veriler bize ekspresyonun hangi proteinler tarafindan diizenlendigi (upstream
regulators) (Tablo4, Tablo 6.5), molekiiler ve hiicresel fonksiyonlar ile iligkisi,
proteinlerin hastaliklar ile iliskisi, iliskili oldugu yolaklar hakkinda bilgi edildi
(Tablo 6.3). En 6n plana ¢ikan fonksiyonel aglar belirlendi (Sekil6.2, Sekil 6.3)

A.
PNKD
’ PL H1
UNC138——— RIMSH
TCF7L2)
4
/
' Sy f
PRKAGA— — [HA
: TIFNG- _ A
\ I‘I‘\'-,“‘h ’" = — F 4
\ o, VvV
N x \/
~ N /
3 X
MTOR— _ _ . % gt
- HSPa0B1

Sekil 6.3 : IPA analizi sonucu en 6n plana ¢ikan aglar. 3 aylik
hipokampuste degisen proteinler.
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Sekil 6.4 : IPA analizi sonucu en 6n plana ¢ikan aglar. 6 aylik
hipokampuste degisen proteinler
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Tablo 6.4: 3 aylik 5XFAD hipokampustinde bulunan Upstream regulators

Upstream Regulators Molekdl Tipi p-degeri Hedef Molekdiller
PKND 1,15E-03 RIMS1
YWHAZ Enzim 2,86E-03 HSP90B1
MTOR Kinaz 3,61E-02 HSP90B1

Tablo 6.5 : 6 aylik 5xFAD hipokampusiinde bulunan Upstream regulators

Upstream Molekal Tipi p-degeri Hedef Molekiller
Regulator
NFASC 1,92E-04 DYNC1LIL, KIF5A, KIF5C
NEUROD6 Transkripsiyon Diizenleyici 6,80E-03  CNTN2
NAGLU Enzim 6,80E-03 MAPT
MTOR Kinaz 9,38E-03 DDAH2, FDPS, STX12
GNB5 Enzim 1,36E-02  RGS7
Dst 1,36E-02 MAPT
ADORA2A G-protein ¢ifti receptori 1,89E-02 KIF5A, KIF5B, RAB6A
SIRT1 Transkripsiyon Diizenleyici 2,74E-02  KIF5C, MAPT
NEUROD?2 Transkripsiyon Diizenleyici 3,35E-02  CNTN2
PSEN2 Peptidaz 3,75E-02  C1QA, KIF5B
KISS1R G-protein ¢ifti receptori 4,67E-02 DDX3Y

IPA analizi sonucu 0n plana ¢ikan yolaklar belirlendi (Sekil6.4). 3 aylik verilere gore
en cok endoplasmik retikulum stres yolagi ile iliskili proteinlerde degisim
go6zlenirken 6 aylik verilerin sonucunda Noronlardaki Reelin Sinyal yolagi 6n plana

cikmustir.
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A. 3 aylik deney grubu
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Sekil 6.5: IPA analizi sonucu 6n plana ¢ikan yolaklar. (A) 3 aylik
hipokampus ile iligkili yolaklar. (B) 6 aylik hipokampus ile iliskili yolaklar.
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6.3. DAVID

DAVID programi kullanilarak 3 ve 6 aylik 5XFAD ve onlarin ayn1 yas ve cinsiyete
ait kontrollerinin hipokampusunde degisen proteinleri fonksiyonlarina gore
kategorize edildi. Bu kategoriler su sekilde olusturuldu; biyolojik siiregler, hiicresel
icerikleri ve molekiiler fonksiyonlaridir. 3 aylik hipokampus verilerine gore
tanimlanan proteinler 15 protein molekiiler fonksiyonlarina ve hiicresel igeriklerine
gbre kategorize edildi (Sekil6.5).aylikhipokampusiinde tanimlana 122 proteinde
fonksiyonlarina gore kategoriize edildi (Sekil 6.6). Biyolojik isleyislerine gore en ¢ok
degisim mikrotubuliis tabanli hareketler ile iliskili proteinler gdzlemlenirken,
hiicresel iceriklerine gore sitoskeletal ile ilgili proteinlerde en ¢ok degisim oldugu
belirlendi. Niikleotid baglanma ile iliskili proteinler hem 3 hem 6 aylk

hipokampuslerde en ¢ok degisim gdsteren protein gruplarini olusturmaktadir.
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Sekil 6.6: DAVID fonksiyonel gen ontoloji kullanilarak 3 aylik 5XFAD
hipokampusiinde degismis proteinlerin analizi (A) Hiicresel igerikler. (B)
Molekdiler Fonksiyonlar
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Sekil 6.7:Sekil: DAVID fonksiyonel gen ontoloji kullanilarak 6 aylik
5XFAD hipokampusiinde degismis proteinlerin analizi (A) Hiicresel igerikler. (B)
Molekiiler Fonksiyonlar. (C) Biyolojik Islevler
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6.4. Immunohistokimyasal Analiz

3 ve 6 aylik hipokampus beyin dokusu alinan SXxFAD transgenik fareler ve onlarin
kontrolleri immunohistokimyasal yontem ile boyanip, 3 aylik dokuda LOX protein
ekspresyon degisimi (Resim6.2) ve 6 aylik dokuda RAB8B protein ekspresyon

degisimi gozlemlendi (Resim 6.3).

Protein-Lysine 6-Oxidase

KONTROL

5xFAD

20X 40X 80X

Resim 6.1: 3 aylik SxFAD ve kontrol grubundaki protein-lysine 6-oxidase
(LOX) immunohistokimya yéntemi ile belirlenmesi.

Ras-related protein Rab-8B

KONTROL

5xFAD

Resim 6.2: 6 aylik 5XFAD ve kontrol grubundaki ras-related protein
Rab8B (RAB8B) immunohistokimya yontemi ile belirlenmesi.
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6.5. Western Blot Analiz

3 aylik 5xFAD transgenik fareler ve onlarin yas ve cinsiyetge eslenigi olan kontrol
farelerden alinan hipokampus dokusunda protein-lysine 6-oxidase (LOX) proteinin
yapilan proteomik analizleri sonucuile benzerligini kontrol etmek i¢in western blot
yontemi kullanildi. Western Blot sonucuna gore kontrol grubunda 5xFAD farelere
gore daha fazla miktarda LOX goruldi (Sekil6.7).

3 avlik 6 avhk
S5xFAD Kontrol SxFAD Kontrol

STYI LI

B-actin MR N, A, R e —

Protein-Lysine 6-Oxidase

12

10

6 - 5xFAD

Kontrol

3 ay 6 ay

Sekil6.8: LOX Western blot géruntist ve analizi (p < 0.05)

Elde ettigimiz LC-MS/MS sonuglarina gore ras-related protein Rab 8B 6 aylik
5XFAD transgenik fare modeli hipokampusiinde kontrol grubu farelere oranlan
azaldig1 gozlemlendi. LC-MS/MS sonucunu dogrulamak i¢in western blot yontemi
kullanilarak farelerden alinan hipokampus dokularinda ras-related protein Rab 8B
proteinine bakildi. 6 aylik SXFAD farelerde kontrol grubuna gére Rab 8B proteininde
azalma goraldi(Sekil 6.8).
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3 avlik 6 aylk
SxFAD Kontrel SxFAD Kontrol

RabgEe - . e -

B-actin e e G — S

Ras-related protein Rab 8B

16
14
12

SxFAD

Kontrol

(= L

Sekil 6.9:Rab 8B Western blot goriintlsinii ve analizi (p < 0.05)

6.6. Morris Su Tanki

Ug ve alt1 aylik fareler icin yapilan davranigsal test sonucu. Ogrenme fazindaki
sonuglar kontrol grubu hayvanlarinin ilk giin platformu 5xFAD transgenik farelere
gore daha hizli buldugu fakat daha sonrasinda anlamli bir farklilik olmadig:
gozlemlenmistir. Hafiza fazi sonuglarina gore ise platform alaninda gecirilen sre,
hedef kadrana gitme siklig1 ve toplam yilizme mesafesi gibi incelenen tiim
parametreler kontrol grubunda 5xFAD transgenik fare grubuna gére daha fazla iken
istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilmedi. Sonuglara gére 3 ve 6 aylik

farelerde kognitif bozuklugun daha tam olarak ortaya ¢ikmadigi gézlemlenmistir.
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7. TARTISMA VE SONUC

AH en yaygin goriilen demanstir. Biligsel bozukluklarin ve yasa bagli dejeneratif
patolojilerin olugsmasindaki en biiyiik risk faktoriinii beynin yaglanmasi olustururLace
et al. (31). Yasa bagh olarak patolojik degisimlerden en ¢ok etkilenen bolgelerden
biri hipokampus bolgesidirdel Valle et al. (32). Bu tez ¢alismasi kapsaminda; yas ile
birlikte beynin hipokampus bolgesindeki protein profil degisimleri SxFAD fare
modeli kullanilarak incelenmistir. 3 ve 6 aylik SxXFAD transgenik fare modeli ve
onlarin cinsiyet ve yasca es olan kontrol gruplari olusturulmus ve ileri teknoloji
proteomik cihazlar1 kullanilarak gruplar arasindaki protein ekspresyon farklilari
belirlenmis. Daha sonrasinda uygulanan biyoinformatik yazilimlar ile degisim
goriinen proteinlerin yolaklar ile iligkisi, hangi proteinler tarafindan diizenlendigi
(upstream regulators), molekdler ve hiicresel fonksiyonlar1 belirlenmistir. Yapilan
Principle Component Analysis sonucu hasta ve kontrol grubunun hipokampus
bolgesinde degisim gosteren proteinler birbirinden ayrildig1 acik¢a gozlenmistir. 3
aylik 5xFAD hipokampus bolgesinde 15, 6 aylik 5xFADhipokampus dokusunda 122
adet istatiksel olarak anlamli kabul edilen (p<0.05, max fold change >1.4) proteinler
tanimlanistir. Tanimlanan bu proteinlerin ¢ogunlugunun kontrol grubuna gore azalan
yonde bir protein ekspresyon degisimi oldugu saptanmistir. NanoLC-MS/MS
kullanilarak isaretleme yapilmadan tanimlanan bu proteinlerin validasyonu igin
immiinohistokimya teknigi ve western blot yontemi kullanilarak 3 aylik verilerde
gorulen en fazla oranda azalan proteinlerden biri olan Protein-Lysine 6-oxidase
(LOX) proteinine bakildi ve ekspresyonunun 3 aylik 5xFAD hipokampusiinde
kontrol grubuna goére azaldigi goriildii. Ayni sekilde ras-related protein RAB8SB
proteini 6 aylik hipokampus verilerinden segilerek bakildi. Ve RAB8B proteininde
kiitle spektrometresi sonuglari ile parallelik gostererek 6 aylik SxXFAD hipokampus

dokusunda azaldig1 belirlendi.

3 aylik 5xFAD ve onlarin kontrollerinin hipokampus bolgesinde 15 proteinin
tanimlanmis bu proteinlerin biiylik bir kism1 kontrol grubuna gére SXFAD transgenik
farelerde azalmistir. Yapilan biyoinformatik analizler sonucu bu zaman dilimi i¢in 3

tane upstream regulators(YWHAZ, MTOR ve PKND) belirlenmistir. Enzim olan

44



YWHAZ ve kinaz olan MTOR’un hedef molekiilii heat shock protein 90 beta-1
(HSP90B1)’dir. HSP90B1 protein katlanmamis proteinler ve hiicre canliligi ile
iliskilendirilmis ~ olup  endoplasmik  retikulum  stres  yolaginda  yer
almaktadirRutkowski et al. (33), Schroder (34). Bizim elde ettigimiz sonuglara gore,
HSP90B1 proteini 1,441 kat azalmis olarak goriildii ve AH nin erken déneminde bu
proteinin sebep oldugu endoplasmik retikulum stres yolagmin etkilendigi belirlendi
yapilan IPA biyoinformatik analiz sonucunda. Elde ettigimiz bu verilerden yola
cikarak erken donemde YWHAZ tarafindan regiile edilen HSP90B1 proteininin
ekspresyonun azalmasi ile endoplasmik retikulum stres yolaginda ki bozuklugun
daha sonraki donemlerde protein tasima mekanizmasinda bozukluga sebep

olabilecegi diisliniilmiistiir.

6 aylik hipokampus wverileri degerlendirildiginde upstream regiilator olan
Neurofascin (NFASC) proteinin diizenledigi cytoplasmic dynein 1 light intermediate
chain 1 (DYN1LCI1), kinesin heavy chain isoform 5A (KIF5A) ve kinesin heavy
chain isoform 5C (KIF5C) proteinleridir. DYN1LCI1, KIF5A ve KIF5C proteinleri
iki buylk motor protein ailesine ait proteinlerdir (Dynenin ve kinesin) ve 6 aylik
5XFAD hipokampusiinde kontrole gore azaldigi gézlemlenmistir. Bu ii¢ protein
aksonal tagima mekanizmasi ile iliskilidir. Motor proteinler ile diizenlenen aksonal
transport mekanizmasi, yerel protein homeostasisini desteklerlerBingol et al. (35),
Stokin et al. (36). Bizim elde ettigimiz proteomik analizlerine gdre, NFASC
tarafindan regiile edilerek ekspresyonu azalan DYNILCII, KIF5A ve KIF5C
proteinleri mikrotubuliis tabanli hareket mekanizmasinda bozukluga sebebiyet
olusturabilecegi diigiilmektedir. Yapilan biyoinformatik analizler bu diisiinceyi
desteklemektedir. Bu proteinlerin aksonal tasima mekanizmasinda bozukluga
sebebiyet olusturabilecegi bunun iginde hiicresel protein lokalizasyonunun
etkilenebilecegi diisiiniilmektedir. 6 aylik hipokampus dokusunda degisim gésteren
proteinleri etkileyen gbze carpan diger upstream regiilatdrlerde, ADORAZ2A,
NAGLU ve SIRT1, mikrotubuliis tabanli hareketi etkileyen proteinleri diizenlerler.
Ozetle, 6 aylik 5xFAD hipokampus dokusunda degisim gosteren proteinler
siniflandirildiginda mikrotubuliis tabanli hareket ile iliskili proteinler ve onlar

diizenleyen regiilatorler tanimlanan proteinlerin  biiyilk bir ¢ogunlugunu
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olusturmaktadir. 6 aylik 5xFAD hipokampus dokusu hiicresel isleyislerine gore
incelendiginde de tanimlanan proteinlerin biiyiikk bir ¢ogunlugu sitoskeletal ve
mitokondri ile iliskilendirilmis proteinler oldugu belirlendi. AH patolojisinin altinda
yatan en kritik sebepleri mitokondrial Disfonksiyon bozukluklar1 ve oksidativ stres
olusturmaktadirChakrabarti et al. (37), Leuner et al. (38). Alzheimer hastaliginda
cytochrome ¢ oxidase (COX) proteinin yetersizligi mitokondrial elektron tagima
enzimlerinde 6nemli bir bozukluga sebep oldugu AH plaklarinda ve post-mortem
beyin 6rneklerinde yapilan ¢aligmalar ile ispatlanmigtirCardoso et al. (39), Kish et al.
(40). Immiinohistokimya analizleri sonucu AHlarinda COX aktiviteleri azaldig
ortaya ¢ikmigtirLeuner et al. (38). Bunlara ek olarak, COX aktivitesinin azalmasi ile
biligsel bozukluk arasinda iligski oldugu belirtilmistirAgin et al. (41), Berndt et al.
(42). Bizim sonuglarimiza goére, 6 aylik 5xFAD transgenik fare modeli
hipokampustinde mitokondrial disfonksiyon ve COX5B proteininin ekspresyonunda
kontrole gdre onemli oranda azalma oldugu saptanmistir. AH’nin gelisimindeki
onemli olaylardan biride oksidatif strestirShen et al. (43). Eger homeostazisi
bozulursa, pro-oksidantalar Uretilir ve oksidativ stres meydana gelmeye baslar. Elde
ettigimiz veriler bize gosterdi ki, 6 aylik 5xXFAD hipokampus boélgesinde bulunan
oksidatif-indirgeme islevi ile iliskili proteinlerin ekspresyonunda bir dengesizlik
belirlenmistir. Fakat, 6 aylik 5XFAD hipokampus dokusunda gordiigiimiiz oksidatif-
indirgenme islevi ilk olarak 3 aylik 5XFAD hipokampus bolgesinde degisimi goriilen
HSPO90B1 ve Enoly-CoA hydaratase proteinlerinden dolayr olabilecegi
diistiniilmektedir. Yani, 3 aylik 5xXFAD hipokampusundeki degisimler yas ile birlikte
6. ayda olusan biyolojik islevleri etkiledigi soylenebilir.

Bu calisma, yeni ve hizli bir sekilde gelisen sistem biyolojisi kapsaminda yer alan
proteomik teknikler kullanilarak yapilmistir. Proteomik teknikler AH’nin temel
mekanizmasini almak, biyomarker kesfetmek, ila¢ gelistirmek i¢in kullanilmaktadir.
Biz bu ¢alismamizda, AH’ nin temel mekanizmasini anlamak i¢in farkli iki yas grubu
5xFAD fare ve onlarin cinsiyetce ve yasga esitligi olan kontrol fareler kullanilarak
protein profil degisimlerini inceledik. Kullandigimiz fare modeli erken baslangi¢
gosteren bes mutasyonlu ailesel AH gosteren transgenik bir modeldir. Bu fare
modelinde NFY olusumu ve yayilimi1 gozlenmez fakat A-beta plak olusumu, sinaptik

kayip ve biligsel bozulma goriilmektedir. Bizim 5xFAD transgenik fare modelini bu
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calismada kullanmaktaki amacimiz erken donemde yas ile birlikte degisen protein
ekspresyon farkliliklar1 ve bu farklilarin yol agtig1 molekiiler, biyolojik bozukluklar
ve etkili oldugu yolaklar1 proteomik teknikleri biyoinformatik yazilimlar ile birlikte

kullanarak incelemektedir.

Bu calismada sundugumuz veriler AH’da hipokampus bolgesinde yas ile birlikte
degisen protein ekspresyon farkliliklarini gostermek ve bu farkliliklarin birbirini
etkileyip etkilemedigini aragtirarak AH temel mekanizmasini agikliga kavusturmayi
hedeflemistir. Elde ettigimiz veriler iki farkli zaman dilimde de ortak olarak
Hipokampus bdlgesindeki proteinlerin 5xFAD transgenik fare modelinde kontrole
gore cogunlugunun ekspresyonunun azaldigir belirlenmistir. 3 aylik hipokampus
bolgesindeki degisim 6 aylik doneme gore daha az oldugu sonucuna ulasilmistir.
Fakat, az degisim goriilen erken donemin daha ileri ki déonemlerde olan molekiiler ve
biyolojik fonksiyonlarin alt yapisint olusturdugu disiiniilmektedir. Bizim
buldugumuz sonuglara gore 3.ayda hipokampus bolgesinde ekspresyonu azalan bazi
proteinler ER stres yolagimi etkilemekte ve bu yolaktaki degisim ileriki donemde
(6.ayda) mikrotubtl harekat bozuklugu, protein tasima sistemi bozuklugu,
mitokonrial disfonksiyon ve oksidatif strese sebebiyet olusturdugu diisiilmektedir.

Sonug olarak, yaptigimiz bu ¢alisma ile yasa bagli hipokampus bolgesinde degisim
gosteren protein ekspresyonlart proteomik teknikler kullanilarak 5xFAD fare
modelinde incelenmis ve hastalifin temel mekanizmasinin anlasilmasi

hedeflenmistir.
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9.EKLER

9.1. Istatiksel olarak anlaml degisim gosteren tiim 3 aylik 5xFAD hipokampus dokusu

proteinleri

Accession Anova (p) Max fold Protein

No: change

Q80TI1 0.003113952974 1.710264012 Pleckstrin homology domain-containing
family H member 1

Q8CDL9 0.003933864271 1.482739161 8C;)iled-coil domain-containing protein

P08113 0.004777603024 1.441067874 Endoplasmin

P03995 0.00486399468  1.487233581 Glial fibrillary acidic protein

P28301 0.009856447415 1.928203597 Protein-lysine 6-oxidase

P50149 0.01244780861  1.878493922 Guanine nucleotide-binding protein G(t)
subunit alpha-2

QIWV69 0.0138309215 1.570256328 Dematin

Q8BH95 0.01448985214  1.62667348 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial

Q14CHO 0.01633857349  1.507813501 Protein FAM171B

Q9D5S7 0.01753572109  1.563797869 Leucine-rich repeat and guanylate kinase
domain-containing protein

Q9JLBO 0.02179673924  1.41650234 MAGUK p55 subfamily member 6

035874 0.02187500937  2.226225353 Neutral amino acid transporter A

P52760 0.03127394902  1.432972522 Ribonuclease UK114

Q99NE5-6  0.03651349593  1.456363321 Isoform 6 of Regulating synaptic
membrane exocytosis protein 1

E9PVD1 0.04722647043  1.626054466 Coiled-coil domain-containing protein

62
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9.2. Istatiksel olarak anlaml degisim gosteren tiim 6 aylik 5xFAD hipokampus dokusu

proteinleri

Accession Anova (p) Max fold Protein Changes

No: change

Q8C1z8 2.67E-09 3.2011487 tRNA methyltransferase 10 homolog A T

Q61656 1.05E-07 1.445624816 Probable ATP-dependent RNA helicase l
DDX5

Q920A7 3.55E-07 3.331949233 AFG3-like protein 1 T

Q9CPQ1 3.64E-07 1.430173207 Cytochrome ¢ oxidase subunit 6C T

035593 4.91E-07 1.907517274 26S proteasome non-ATPase regulatory 4
subunit 14

Q9JMH9 1.43E-06 2.116231593 Unconventional myosin-XVllla T

Q971B3 1.44E-06 1.756518793 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 4
phosphodiesterase beta-1

Q8BGG7 1.56E-06 1.81034109 Ubiquitin-associated and SH3 domain- T
containing protein B

Q61532 1.95E-06 1.753305415 Mitogen-activated protein Kinase 6 4

P60469 2.28E-06 1.569555316 Liprin-alpha-3 l

Q3U410 2.83E-06 1.636121119 Kelch-like protein 21 T

Q62059 2.96E-06 1.536199681 Versican core protein T

Q8BYR5-6 3.02E-06 4.901224317 Isoform 6 of Calcium-dependent secretion 4
activator 2

P22892 3.44E-06 1.636000129 AP-1 complex subunit gamma-1 l

Q8JZN7 3.97E-06 1.971034853 Mitochondrial Rho GTPase 2 T

Q9D8B3 4.60E-06 2.38623105 Charged multivesicular body protein 4b T

Q02357 4.68E-06 1.637322828 Ankyrin-1 4

P28661 6.65E-06 3.122816151 Septin-4 T

P28740 6.79E-06 3.736122365 Kinesin-like protein KIF2A l

Q99LD8 6.83E-06 2.035108918 N(G),N(G)-dimethylarginine T
dimethylaminohydrolase 2

054829 6.98E-06 1.405564378 Regulator of G-protein signaling 7 l

ATXUZ6 7.10E-06 1.479045881 Selection and upkeep of intraepithelial T-cells T
protein 6

Q8BWR2 8.58E-06 1.757041026 PITH domain-containing protein 1 4

P19536 1.10E-05 1.595232495 Cytochrome c oxidase subunit 5B, T
mitochondrial

Q9D6P8 1.27E-05 1.45790839 Ca”odulin-like protein 3 T
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P47809

Q9D2V7
Q99IMKI
Q9D5V5
Q8CGK3
Q8R317
Q8CIES
Q3THE2
Q9JIK5
P14685

P08103-2
P54071

P62751
Q62095
QB80TS3-3
Q8BP47
Q9ERR1
P46471
Q6P4UO

P61028
070585-2
QB6IFX3
P28738
P80318
QB8CAS9
088653
P63037
Q9D7N9

Q80Y83-2
Q8K 386
P40201

2.02E-05

2.12E-05
2.44E-05
2.76E-05
2.94E-05
3.06E-05
4.05E-05
4.62E-05
4.81E-05
5.01E-05

5.12E-05
5.30E-05

6.54E-05
7.14E-05
7.35E-05
7.77E-05
7.93E-05
8.85E-05
9.36E-05

0.000140872627
0.0001486245154
0.0001504912815
0.0001570681638
0.0001573538831
0.0001796385937
0.00018817782
0.0002198181362
0.0002219980463

0.0002932748855
0.0003083795674
0.0003551557361

1.521433784

1.93112071
1.536664352
1.780975343
2.663526407
1.787460789
1.444491023
1.591552086
3.189710117
2.055660384

1.481272854
1.418498003

1.576797886

1.71697016
1.634065768
1.451303367

1.41265554
1.438335808
1.498402757

1.797223222
2.544516015
1.411079388
1.497179358
1.628269553
2.881057345
1.741997534
1.904643652
1.810301599

2.526834986
1.581382485
2.470145545

Dual specificity mitogen-activated protein
kinase kinase 4

Coronin-7

Ras association domain-containing protein 1

Cullin-5

Lon protease homolog, mitochondrial
Ubiquilin-1

Coatomer subunit alpha

Myosin regulatory light chain 12B
Nucleolar RNA helicase 2

26S proteasome non-ATPase regulatory
subunit 3

Isoform 2 of Tyrosine-protein kinase HCK

Isocitrate dehydrogenase [NADP],
mitochondrial

60S ribosomal protein L23a
ATP-dependent RNA helicase DDX3Y
Isoform 3 of Latrophilin-3
Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic
Nuclear distribution protein nude-like 1
26S protease regulatory subunit 7

Thrombospondin type-1 domain-containing
protein 7B

Ras-related protein Rab-8B

Isoform 2 of Dystrobrevin beta
Keratin, type | cytoskeletal 40

Kinesin heavy chain isoform 5C
T-complex protein 1 subunit gamma
Poly [ADP-ribose] polymerase 9
Ragulator complex protein LAMTOR3
DnaJ homolog subfamily A member 1

Adipocyte plasma membrane-associated
protein

Isoform 2 of Dixin
Ras-related protein Rab-15

Chromodomain-helicase-DNA-binding
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P05480

Q920E5
Q9CQI6
P35279
Q7TPMS6

Q3UMCO
Q6NY15
Q99MP8
Q9ER00
Q6PHN9
Q3V3Al
Q810T2
Q80VP2

Q80ZQ3
Q99LR1
P80315
Q6A065
Q61768
P10637-4

Q9QYR9

P14824
Q9D2A5

P33175
Q60771
Q9JLN9
Q3UUF8

Q99MD9
Q9D8Y0

0.0004182776357

0.0004190514225
0.0004280990512
0.0004792783295
0.0004826337595

0.0004982936393
0.0005754539519

0.000624374358
0.0006676335835
0.0006731087309
0.0008099466169
0.0008197475508

0.000864638318

0.0008713838359
0.0009209677398
0.0009349480672
0.0009630824986
0.0009678793842

0.001058812321

0.001182561791

0.001238885225
0.001274068407

0.001358566209
0.001441208743

0.00165954465
0.001675972682

0.001792634647
0.001800925093

1.528754855

1.752335166
1.707316544
4.362650854
1.604235405

2.684903124
1.654375249
2.361316706
1.418150217
1.453041774
1.662660794
2.638882667
2.073791035

2.147183032
2.019745624
1.466943754
1.491132697
1.627888379

2.25053221

2.175791532

1.656769359
2.053084093

1.444007951
1.601442947

1.49749426
1.552951983

1.602512099
1.55647487

protein 1

Neuronal proto-oncogene tyrosine-protein
kinase Src

Farnesyl pyrophosphate synthase
Coactosin-like protein
Ras-related protein Rab-6A

Fibronectin type I1l and SPRY domain-
containing protein 1

Spermatogenesis-associated protein 5
Testis-specific gene 10 protein
BRCAU1-associated protein
Syntaxin-12

Ras-related protein Rab-35
Cyclin-dependent kinase 15
G2/mitotic-specific cyclin-B3

Spermatogenesis-associated protein 7
homolog

Uncharacterized protein C8orf74 homolog
Monoacylglycerol lipase ABHD12
T-complex protein 1 subunit delta
Centrosomal protein of 170 kDa
Kinesin-1 heavy chain

Isoform Tau-C of Microtubule-associated
protein tau

Acyl-coenzyme A thioesterase 2,
mitochondrial

Annexin A6

Cyclic AMP-responsive element-binding
protein 3-like protein 4

Kinesin heavy chain isoform 5A
Claudin-11
Serine/threonine-protein kinase mTOR

Ankyrin repeat domain-containing protein
34B

Nuclear autoantigenic sperm protein

EF-hand domain-containing protein D2
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Q92239
QIQXNS5
Q8BGB7-2
Q8R1Q8

Q9CQ60
P15920

Q99NES

Q8CAY6
Q69ZT9
035075

088441
Q9DCJ9
A2RT62
Q9ICYW4

Q9JIF7
Q61330

Q6PDO5
Q8KOY7
Q68EF6

Q61081
P5777
Q62433
Q8C166
P20612

Q8R4B8

P62843
P62315
A2AP18

0.001979697729
0.002035783832
0.002114428822
0.002180467473

0.002279857229
0.002387686615

0.002391086913

0.00265328253
0.0027542247
0.003042491426

0.003083537449
0.003348541655
0.003400667886
0.003725015027

0.003890936325
0.003992010575
0.004807620284
0.006773055996
0.006796892673

0.007128135135
0.00749917127
0.01039125891
0.01158977436
0.01267435559

0.01288893184

0.01303368158
0.01307725193
0.01330224599

1.460230671
1.516580187
1.482530432
1.591887876

1.679181257
1.544901806

1.579828662

1.451866359
3.621078114
2.823088447

1.513692363
1.751580865
3.582444071
1.503713298

1.572388135
1.451475662
1.469271665
1.587806226
1.445463948

2.651411188
1.745213906
1.455006987
1.508020407
4.281138762

1.626913152

2.100168462
1.420658747
1.659821046

Fatty acyl-CoA reductase 1
Inositol oxygenase
Isoform 2 of Enolase-phosphatase E1

Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain

6-phosphogluconolactonase

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a
isoform 2

Regulating synaptic membrane exocytosis
protein 1

Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic
TBC1 domain family member 30

Down syndrome critical region protein 3
homolog

Metaxin-2
N-acetylneuraminate lyase
F-box/LRR-repeat protein 16

Haloacid dehalogenase-like hydrolase
domain-containing protein 3

Coatomer subunit beta
Contactin-2

Zinc finger protein 821
Protein PAXX

Brain-enriched guanylate kinase-associated
protein

Hsp90 co-chaperone Cdc37
Mitogen-activated protein kinase 8
Protein NDRG1

Copine-1

Guanine nucleotide-binding protein G(t)
subunit alpha-1

NACHT, LRR and PYD domains-containing
protein 3

40S ribosomal protein S15
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphodiesterase eta-2
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Q00612
Q9Z0X1
QIDAK3
P98086
Q81110

Q61233
P67871
Q49714
Q06890
P57776

0.0135724657
0.01551625102
0.01633558998
0.02211362757
0.02566138309

0.02879056964

0.0291868117
0.03047788535
0.03931560855
0.04062219662

1.453940925
1.407320634
1.567149281

3.19668493
1.449312838

1.541798324

1.83089298
1.629392934
1.569422066
1.459356176

Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
Rho-related BTB domain-containing protein 1
Complement C1q subcomponent subunit A

ATP synthase mitochondrial F1 complex
assembly factor 1

Plastin-2
Casein kinase Il subunit beta
Keratin, type | cuticular Ha5
Clusterin

Elongation factor 1-delta
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