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1.0ZET

YENIDOGAN ALZHEIMER TRANSGENIiK FARE MODELINDE FARKLI
BEYIN BOLGELERINDE PROTEIN PROFIL DEGIiSIMLERININ
INCELENMESI

Alzheimer Hastaligi (AH), belirgin hafiza kayiph kortikal demansa sebep olan cesith
molekiiler patolojilerle tammlanan progresif bir hastalktr. Hastahgn tamsmdan
onlarca yl oOnce olusmaya baslayan patolojinin  dagilm, klink semptomlarla
olduk¢a iliskilidir. Hayvan modelleri kullanilarak, hastahfn farkh donemlerinde
beyin dokusundaki proteom degisimini gozlemlemeye yonelik birgok proteomiks
caligmas1 yapimustr. Ancak yeni-dogan transgenik fare modelinde proteom degisimi
incelenmemistir. Bu sebeple, bu calsmada neonatal 1.giinde 5 mutasyonlu ailesel
AH transgenik fare modeli (5XFAD) korteks, hipokampus ve serebellumundaki
proteom profil degisimi incelendi. Sonuglar, yeni-dogan 5XFAD protein ekspresyon
profilinde; postmortem insan AH beyin protecomuna benzer, beyin bdlgelerine gore
farklilk gosteren, dikkate deger bir degisimi isaret etmektedir. Biyoinformatik
analizleri, tespit edilen molekiller degisimin ¢ogunlukla; noéroinflamasyon, hiicre
morfolojisi, hiicresel olusum ve organizasyon ile iligkili oldugunu gOstermistir.
Morfolojik degisimleri inceleme amagh yapilan in-vitro c¢alsmalarda 5XFAD fare
noronlarmda dendrit sayisinda artiga rastlanmustr. Veriler gostermektedir ki; AH
beynindeki molekiiler degisimler dogumda bile var olmakta ve aktiflesen zararh ve
koruyucu mekanizmalar hastali@i beynin hasara daha agk oldugu yashlk donemine
kadar susturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastahigi, Hipokampus, Korteks, Proteomiks,

Serebellum



2.ABSTRACT

INVESTIGATION OF BRAIN REGION-SPECIFIC PROTEIN PROFILE
ALTERATIONS IN NEWBORN TRANSGENIC MOUSE MODEL OF
ALZHEIMER’S DISEASE

Alzheimer’s disecase (AD) is a progressive disorder identified by a variety of
molecular pathologies causing cortical dementia with a prominent memory deficit.
Distribution of pathologies, which begin decades before the diagnosis of the disease,
is highly correlated with the clinical symptoms. Several proteomics studies were
performed to monitor alterations of the brain tissue proteome at different stages of
the disease using animal models. However, proteome changes of newborn transgenic
mouse model have not been investigated. To this end, we analyzed proteome profile
alterations of 5 mutations familial AD transgenic mouse (5XFAD) cortex,
hippocampus and cerebellum at neonatal day-1. Our results indicate a remarkable
difference in protein expression profile of newborn 5XFAD brain with region
specific variations similar to postmortem human AD brain. Bioinformatics analysis
showed the molecular alterations were mostly related to the cell morphology, cellular
assembly and organization, and neuroinflammation. Our further studies targeting to
examine morphological changes revealed an increase in neurite number of 5XFAD
mouse neurons in-vitro. Our data suggest that, molecular alterations in AD brain
exist even at birth, and activated detrimental and neuroprotective mechanisms silence

the disease until the old ages when the brain is vulnerable.

Keywords: Alzheimer’s Disease, Cerebellum, Cortex, Hippocampus, Proteomics



3.GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastaligt (AH) hafiza ve diger bilissel fonksiyonlarm kaybiyla bas
gosteren, ¢esith beyin bolgelerini etkileyen, progresif bir norodejeneratif hastaliktir.
AH, vakalarm %60-80’mi olusturmak suretiyle en yaygm demans  tiiriidiir
Alzheimer's (1) ve yalnizca 2010 yiinda maliyeti dinya genelinde 604 miyar dolar
bulmustur.  Alzheimer hastaligi patolojisini temel olarak; B-amiloid peptidlerinin
kiimelenmesiyle olusan ekstraseliler senil plaklar (SP) wve hiperfosforile MAPT
(Microtubule-Associated  Protein  Tau) protein igeren intraseliler norofibriler
yumaklar (NFY) olusturur Braak et al. (2), Weintraub et al. (3). SP olusumu
izokortekste baslaylp hipokampus ve entorinal korteks iizerinden tim beyne yayihr
Thal et al. (4). Buna karsilk NFYlar medial temporal lobun bir pargasi olan ve aym
zamanda hastaliktan en agr etkilenen boliim olarak bilinen entorinal kortekste ortaya
cikarak tiim beyne yayilr Bobinski et al. (5). Hastaligm ilerleyen donemlerinde iki
patolojinin en yogun goriildiigii bolge medial temporal lobdur de Leon et al. (6).
Yapilan c¢ahsmalarda, néron ve smaps kaybi sonucu olusan, kognitif yetersizlk ve
klinik semptomlarla paralel artiy gosteren atrofinin de bu bolgede gergeklestigi tespit
edilmistir Hyman et al. (7).

Hastaligm tanmlanmasmmn {stlinden bir asr gegmesine ve bu siirecte yiiriitilen
yogun cahsmalara ragmen mekanizmasi tam olarak c¢ozilememis ve tedavi yontemi
gelistirilememistir. Yukarida  bahsedilen  patofizyolojik  degisimlerin ~ klinik
semptomlardan ¢ok daha Once gozleniyor olmasi arastrmaciart erken tami amach
biyobelirtecler aramaya yOnlendirmistir. Biyobelirteg kesfetme amagh dokudaki
proteinleri analiz etmek i¢in kullamlan ydntemlerden biri svi kromatografi ve ardigik
kiitle spektrometrisi ile veritabam iizerinden protein tanmlamadwr. Son yillarda
postmortem AH beyin dokusu, beyn omurilik swisy, kan numuneleri {izerinden
oldugu gbi transgenk AH hayvan modeli numunelerinden de proteomiks yontemleri
kullanan bir¢ok biyobelirte¢ kesif ¢ahsmast yapimustr. Transgenik hayvan modeli
cahgmalarmda erken doneme 15k tutma amach farkh bircok yasta hayvan
kullanilmasina ragmen yeni dogan ¢alismasi yapimamistir.



Bu c¢algma kapsammnda yeni dogan (0-24saat) 5 mutasyonlu ailesel Alzheimer
hastahg (5XFAD) transgenik fare modeli ve onlarm aym batmda dogup mutasyon
tasmayan kardesleri (LM) aras1 farkh beyin bolgelerindeki (korteks, hipokampus,
serebellum) proteom profil degisimleri nano swvi1 kromatografi ve ardiskk kiitle
spektrometrisi  yontemi ile incelenecektir. Boylece hastahgn patolojisi ya da
semptomlar1  olusmadan ¢ok Onceki donemde beyinde gerceklesen molekiiler
degisimler tespit edilerek, hastalk olusum mekanizmasma sk tutmak ve potansiyel
biyobelirte¢ adaylar1 kesfetmek miimkiin olacaktir.



4.GENELBILGILER

4.1.Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastahigi (AH) beyinde atrofi ile birlikte hafiza ve biligsel fonksiyonlarm
kaybolmasi ile tanimlanan norodejeneratif hastalktr Moodley et al. (8). Yash
popiilasyonda en yaygm rastlanan demans olarak bilnen AH, noropatolojik olarak
ekstraseliler seni  plaklar  (SP), intrascliler norofibriler yumaklar (NFY),

noroinflamasyon, noron ve sinaps kaybiyla karakterizedir.

4.1.1.Tarihge

AH ik kez Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan tanmlanmistr. 50 yasmnda
hastas1 Auguste D.’nin hastahgm 5 yil boyunca takip eden Dr.Alzheimer, 1906
yiinda hastanm oliimii ardindan otopsisinde tespit ettigi senil plaklar ve giimiis boya
ile saptadigi norofibriler yumaklar gibi bulgular, yeni bir hastaligi isaret ettikleri
diigtiincesiyle yaymladi Alzheimer et al. (9). Bu yaym takip eden 5 yi ¢erisinde
benzer birgok vaka Alzheimer hastaligi terimi de kullanarak literatire girdi Berchtold
et al. (10). 20.yiizyin biyiik ¢ogunlugunda AH tamsi demans semptomlari goriinen
45-65 yas arast insanlar i¢cin kullamldi 1977 yihinda AH hakkinda yapilan bir
konferansim ardndan AH yastan bagmnsiz olarak belirli karakteristik semptomlart ve

noropatolojiyi gosteren tiim vakalar i¢in kullamlan bir terim haline geldi Boller et al.
(12).

4.1.2.Epidemiyoloji

Demasm en yaygm formu olan AH, tim demans vakalarmm %65’mi olusturur.
Hatahgn prevalansi yasa bagmh degisim gosterir. Global literatiiriin meta analizi
gostermektedir ki; 60-64 yas arast AH prevalansi %1,3 iken, 90 yas Ustli i¢cin bu
deger %63,9’dur Prince et al. (12). 65 yasmdan sonra hastalik riski her bes yida iki
katma c¢ikmaktadr Bermejo-Pareja et al. (13), Di Carlo et al. (14). Ozellkle 85 yas

sonrasinda hastalk sikhg cinsiyete de bagmh degisim gostermekte, kadmlar daha
5



yiksek risk tagmaktadr Di Carlo et al. (14), Andersen et al. (15). Tirkiye’ye
bakildignda, 70 yasmdan sonra AH prevalansi %11°dir Gurvit et al. (16). AH igin
birincil risk faktorii yaslanma oldugundan, ortalama yasam siiresmin uzamasma bagh
olarak hasta sayismda bilyik artislar beklenmektedir Bonda et al. (17). Hastalk
genetik kokenli olarak ortaya cikabilmesinin yaninda, sporadik vakalar tiim vakalarm
%95-99’unu olusturur. Diisik egitim diizeyi, Down Sendromu, diyabet Mendez et al.
(18), major depresyon Nihonmatsu-Kikuchi et al. (19), kronik stres Machado et al.
(20) ve yanls beslenme Morris et al. (21) hastahgn diger risk faktorleri olarak

srralanabilir.
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Sekil 4.1: Saglkh beyin (solda) ve Alzheimer hastaligi tasiyan insan beyni (sagda)
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(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a5/Alzheimer%?27s_disease_brain_com
parison.jpg)

4.1.3.Patofizyoloji
4.1.3.1.Noropatoloji

AH serebral kortekste ve belirli korteks alti alanlarda néron ve sinaps kaybiyla
karakterizedir. Bu kayp temporal lob, pariyetal lob, frontal korteks ve singulat girus
gibi bolgeleri de etkileyen atrofiye sebep olr Wenk (22) (Sekil 4.1). Bununla



birlikte kortikal tabakada incelme ve beyaz maddede hacimsel azalma goriiliir. Buna
paralel olarak ventrikiillerde genisleme goriiliir.

Histolojik tami kriterleri temel bileseni ekstraseliler amiloid-beta (AB) olan plaklar
ve temel bileseni hiperfosforile tau proteini olan intraseliler norofibriler yumaklardir
Claeysen et al. (23). Bu histolojik degisimlere azalan sinaptik yogunluk, artan glial
aktivite ve noron kayb1 eslik eder.

AH beyinde anormal katlanan AP ve tau proteinlerinin birikimiyle olusan bir protein
yanhs katlanma hastali@i (proteopati) olarak tanmlanmustr Hashimoto et al. (24).
Plaklar 39-43 aminoasit uzunlugunda AP peptidlerinden olusur. AP, amiloid
prekiirsor protemmnin (APP) bir parcasidir. APP noron biiylimesi, hayatta kalmasi ve
hasar sonrasi onarmu agismdan Onem arz eden bir transmembran proteindir Priller et
al. (25), Turner et al. (26). APP’nin proteolitk enzimler o, B ve y sekretazlar
tarafindan kesilmesi iki sekilde gerceklesir Hooper (27). Amiloidojenik olmayan
proteoliz iglemi, a-sekretaz enziminin APP’yi transmembran bolgesinden kesmesini
takiben vy-sekretaz enziminin intraseliler parcayr kesmesiyle gergeklesir ve amino
ucunda ¢oziilebilir amiloid prekiirsér protein alfa (APPsa) ve karboksil ucunda C
terminal alfa fragmam (o-CTF), daha sonra da APP intraseliler domain (AICD)
olusur. Amiloidojenik proteoliz islemi ise, o-sekretaz yerine [-sekretaz enziminin
proteni amino terminaline 16 aminoasit daha yakm bolgeden kesmesiyle gerceklesir.
Bu durumda ¢ozilebilir amiloid prekiirsor protein beta (APPsPB) ve vy-sekretaz
enziminin kesimi ardmdan AB1-40, AP1-42 ve AICD olusur (Sekil 4.2-A). Bu
islemle ortaya ¢ikan AP peptidlerinin @ %10’u birikime sebep olan AB42°dir. Bu
birkkimin sebebi molekiiliin asm1 hidrofobik yapisiyla cozeltilerde bir araya gelme
egilimi gostermesidir. Bu birikimler néron dismda birlesip senil plak adi verilen

yogun yapilar1 olusturur.

AH aym zamanda tau protemlerinin anormal birkimiyle olusan bir taupati olarak
degerlendirilir. Her noron, mikrotiibill isimhi yapilardan olusan ve hiicre yapisma
destek saglayan hiicre iskeletine sahiptir. Mikrotiibiiller aym zamanda besin ve
molekiillerin  hiicre govdesiyle akson wuglar1 arasmda iletimne rehberlk eden

yapilardir. Tau proteini fosforile halde iken mikrotiibiilleri stabilize eder. AH’nda tau
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proteinleri hiperfosforile hale gelerek mikrotiibiilden ayrilir ve birleserek norofibriler
yumaklart olustururlar. Boylece mikrotiibiil yapisi, hiicre iskeleti Dbiitiinligii  ve
aksonal iletim sistemi bozulur ve hiicre olime gider Hernandez et al. (28) (Sekil 4.2-
B).

4.1.3.2.Genetik altyap

AH’nn sebebi tam olarak bilinmemekle birlkte %1-%5 aras1 vakalarda genetik
farklihklar saptanmistr Reitz et al. (29). Yapian ikiz ve aile calsmalarma gore
hastalign genetik kaltmsaligi %49-%79 oranndadr Wilson et al. (30), Gatz et al.
(31). Vakalarm %0,01’inde otozomal dominant kaltim goriilmekte ve bu vakalarda
hastalk 65 yas Oncesinde ortaya ¢ikmaktadr Blennow et al. (32). Hastahign bu
formu erken baslangich ailesel AH olarak bilinir. Hastahgmn bu formunun olusumu
genellikle ii¢ gendeki mutasyonlardan kaynaklanr; APP, presenilin 1 ve presenilin 2
Waring et al. (33). Bu genlerdeki mutasyonlarm APap tiretimini arttrarak SP
olusumuna yol agar Selkoe (34). Baz mutasyonlar ise APs2 miktarmi degistirmez
ancak diger AP peptidlerine oranmi degistirir Borchelt et al. (35), Shioi et al. (36).

Non-amyloidogenic Amyloidogenic o

sAPPoL . —_— Tau mikrotibile baglanir
il sAPPR 3 ve stabilize eder
MikrotlibG!
Presenilin 1 or 2 )
Nicastrin b AH tagiyan néron
ADAMY, PEN2 W) ¢
10or17 BACEI APH-1 AB NP 2 °
— — — - — Tau baglanmasinin kaybiyla ,,,O
— i ? —_—1 — gérulen mikrotubdl bo7ulumu)‘§d y
@ OOOOOO )COOOOO"XX’X‘)O 7 ¢ ( Hasarl
MikrotubGl
e JQTOOOW@O
83 AFPP APP AICD AR

Sekil 4.2: APP’nin o, ve y sekretazlarla amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan proteoliz
islemi (A); saghkli néronlarda ve taupati durumunda tau proteini (B)

LaFerla et al. (37), Brunden et al. (38)



AH vakalarmn g¢ogunda otozomal dominant kahtim goriilmez. Bu vakalar sporadik
AH olarak adlandmilr ve cevresel ve genetik farkhliklar risk faktorii olabilir. En
bilinen genetik risk faktorii alipoprotein E (APOE)’nin €4 alelidir Strittmatter et al.
(39), Mahley et al. (40). AH’na sahip insanlarm %40-%80’inde en az bir APOEe4
aleli bulunur Mahley et al. (40). APOEe4 aleli hastalik riskini heterozigotlarda ii¢
kat, homozigotlarda 15 kat arttrr Blennow et al. (32). Geg baslangich sporadik AH
ile iligkili 400’e¢ yakm genin goriintilenmesine yonelik g¢ahsmalardan beklenen verim
almamamustr Blennow et al. (32), Waring et al. (33). Daha yakin zamanda yiiriitiilen
cahsmalarda risk olusturabilecek 19 gen bolgesi bulunmustur Lambert et al. (41).

4.1.3.3.Kolinerjik hipotezi

Kolinerjik  hipotezi, AH’nn asetikolin norotransmitterinin ~ sentezinin ~ azalmasi
sebebiyle olustugunu Oneren hipotezdir. En eski hipotez olmakla birlikte, giinlimiizde
varolan ilaglarm temellendigi hipotezdir Francis et al. (42). Kullandan ilaglarm

istenen etkiyi olusturmamasi, hipotezin de desteklenmemesine sebep olmustur.

4.1.3.4.Amiloid hipotezi

1991 yilnda ortaya atlan bu hipotezz AH’nn ana sebebinin eckstraseliler Af
birikimleri oldugunu savunur Hardy et al. (43). Bu hipotezi giiclendiren durumlardan
bir tanesi APP genini 21. kromozomda bulunmasi ve trizomi 21 (Down Sendromu)
hastalarmda 40 yaslarmda AH semptomlarmmn goriilmesidir Nistor et al. (44), Lott et
al. (45). AB birikimine sebep olan APOE4 proteini ekspres eden genin AH riskini
arttrryor olmasi bir diger hipotez kuvvetlendirici noktadir. Ayrica insan APP ekspres
eden transgenik farede Ogrenme giigligine ek olarak AP plaklart ve AH benzeri
patolojinin goriilmesi hipotezi kuvvetlendirmektedir Games et al. (46), Masliah et al.
(47), Hsiao et al. (48), Dumont et al. (49).

AP plaklarm temizlemek amaciyla iiretilen deneysel asmmn demans iizerinde kayda
deger bir etki saglayamadigi goriilmiistir Holmes et al. (50). Bunun iizerine

arastrmacilar hastalk sebebinin plaklar dedl de, yiizey reseptorlerine baglanip
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smaps yapisim degistirerek noronal iletisimi bozan toksik AP oligomerleri oldugunu

ileri strmiistiir Lacor et al. (51).

4.1.3.5.Tau hipotezi

Bu hipotez, tau proteinindeki anormalliklerin hastahig baslattigm savunur Mudher et
al. (52). Hiperfosforile taunun hiicre i¢i NFY’lar1 olusturmasiyla mikrotiibiil yapisi,
hiicre yapisi ve aksonal iletim bozulur, ndronlar arasi iletisim sekteye ugrar ve
hiicreyi Olime siirtikler Igbal et al. (53), Chun et al (54). AH’nda atrofinin
NFY’larm dagihmina paralel gelismesi bu hipotezi giiclendiren bir noktadir.

4.1.3.6.Diger hipotezler

AP, tau oligomerleri ve oksidatif ajanlar gibi hasar sinyalleri néroinflamasyon
olusumunu tetiklemektedir. Bu inflamatuar tepki savunma amagh olmakla birlikte
daha ¢ok zarara sebep olmakta ve ndron kaybmu arttrmaktadr Akiyama et al. (55).
Noroinflamasyon olusumu  glial  hiicrelerin,  6zellikle astrosit ve mikroglialarm
aktivasyonu ve birikimiyle gerceklesir. Hasar siyalleri devamh olursa ortaya cikan
kronik infllmasyon hasarm artmasma ve hastaigm gelisimine sebep olur. AH’nda
belirli sitokinler arasmda baglanti oldugu gosteriimisti. Ozellikle SP ve NFY
yamlarmda inflamatuar aracilara yiiksek oranda rastlanmaktadr Akiyama et al. (55).
Inflamasyon hipotezini kuvvetlendiren en Onemli kant ¢esit cahsmalarda non-
steroidal inflamatuar ajanlarm (NSAIDs) kullanimmnda AH riskinin = azaldigmmn
gosterilmesidir McGeer et al. (56).

AH’nda, iyonik bakwr, demir ve c¢inko gibi biyometallern dengesmnin bozuldugu
bilinmektedir ancak bunun hastalifa sebebiyet mi verdigi yoksa hastalk sonucu mu
olustugu netlk kazanmamustr. Bu iyonlar tau, APP ve APOE ile etkilesim
halindedirler ve regiilasyonlarmdaki bir bozukluk oksidatif strese sebep olarak
hastalik patolojisine katki saglayabilmektedir Xu etal. (57).
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4.1.4. Alzheimer Hastahg ilerleyisi

aMClI Alzheimer's Dementia

= ¢

\

Hippocampus and Spreads to Lateral Temporal Spreads to Frontal Lobe Widespread Brain Atrophy
Entorhinal Cortex and Parietal Lobes
(Medial Temporal Lobe) Sitibtantae Semptomlar: Sem;:‘i.tomlar:
Hafiza Kaybi Okuma gigliigi, Zayif muhakeme, = Dil SIIeZ'St‘ k’agbu
Nesne algilama gligliigii, Diirtisellik, Qe T)lo 0'| oo
Yon kavrama gucligi Kisa dikkat proRiomion

Sekil 4.3: Alzheimer Hastahg1 evreleri

(http://www.agenebio.com/pipeline/about-amci-and-alzhe imers-dementia/)

Alzheimer patolojisi, pek ¢ok norodejeneratif hastalkta oldugu gibi tim sinir
sistemini sarmak yerine belirli fonksiyonel belgelerde baglayarak zamanla yayilm
gosterir. Hastaligin semptomatik siireci genellkle dort evrede mcelenr (Sekil 4.3)
AH, AP seviyesinin artmasiyla birlkte uzun bir prodromal siirece girer Ashe et al.
(58). Hastahgm ik fazmda amiloid toksisitesine karsi olduk¢a hassas olan kolinerjik
noronlar ve noradrenerjik noronlar etkilenir Tomlinson et al. (59), Whitehouse et al.
(60).  Hipokampus ve entorhinal kortekste yogunlasan patoloji ve atrofi hafiza
kaybiyla kendini gOsterir. Azalan noradrenerjik sinyal iletimi AH’nn ilerleyen
donemlerinde patolojiye noroinflamasyonu siddetlendirerek katki saglar Heneka et
al. (61).

[lerleyen zamanlarda kortekse yayillan patoloji; okuma, nesne alglama, yon kavrama,
muhakeme ve dikkat gibi bilissel bircok islevi sekteye ugratr. Hastaligm ilerleyen
fazlarmda en biliyik noron kaybi yine korteks ve hipokampuste gorilerek
hipometabolizm ve atrofiye yol acar Mann (62). SP varligi ve ndéron Oliimleri immiin
sistemi  aktive ederek noroinflamasyonu baslatr ki bu da hastaligm ilerleyisini
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hizlandrr  Hensley  (63).  Giinlik  aktivitelerde — siknti,  agresiflik, sizofreni
semptomlar1 gibi bilisgsel olmayan bozukluklar ile ilerleyici bir yap1 gostermez
Reisberg et al. (64).

4.2 Transgenik Alzheimer Hastah@ Fare Modeli

Alzheimer hastahginda patofizyolojik degisimler klnik semptomlardan onlarca yil
once olusmaya baslar. Beyindeki degisimler her zaman kan, BOS, idrar gibi numune
alnip testler uygulanabilecek viicut svilarma yansimaz. Bu durum pre-semptomatik
donemin hastalarda saptanmasim zorlastrr ve msan ilizernde AH oluisumu ve
gelisimi  {izerine ¢aligmalar yapimasm imkan vermez. Postmortem AH beyin
dokusundan yapilan c¢ahgmalar da hastalk patogenezi incelenemez. Transgenik
hayvan modelleri olusturmak, bu problemin {istesinden gelmek igcin Onemli bir

aractr.

Son yillarda, AH ve benzer biligsel zayflamann molekiiler ve patolojik
mekanizmalarmi ~ ¢ahgmak  amaciyla  birgcok  transgenk < AH  fare  modeli
olusturulmustur Duyckaerts et al. (65), Bryan et al. (66). insan APP, PSEN1 ve tau
genlerinin - mutant  formlarmm  ekspresyonunun  arttriimastyla Af birikimi,
norofibriler yumak, gliozis ve smaptik dejenerasyon gibi hastahfn birgok patolojisi
fare modelinde tekrarlanmus olur. EK olarak, bu modellerde hafiza kaybi da olustugu
cesith biligsel testlerle ortaya koyulmustur Ashe (67), Eriksen et al. (68), Gotz et al.
(69).

Bes mutasyonlu ailesel AH (5XFAD), hizh AP iiretimi ve birikimi goriinen erken
baslangigh bir transgenik AH fare modelidir Oakley et al. (70). Bu transgenik fareler,
Isve¢ (K670N, M671L), Florida (1716V), ve Londra (V7171) mutasyonlu insan APP
genlerine ek olarak M146L ve L286V insan PSEN1 mutasyonlarmu tasr. Tim bu
genler norona Ozel ekspresyon artis1 saglamasi amaciyla Thyl promotoriine
baglanmistr. 5XFAD, 2-4 ay icerisinde 5. kortikal tabakada ve hipokampusiin
subikulim bdlgesinde, Ogrenme ve bellek kaybiyla birlikte, intraseliler AP
birikimleri gostermeye baglar Girard et al. (71). Dort aydan sonra, agr gliyoz ve
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amioyid plaklart sebebiyle frontal korteks iligkili bilisgsel kayp bas gosterir Girard et
al. (72). Bu modelde tau patolojisi gorilmemekle birlikte; yiiksek miktarda toksik
AP, smapslarm yapismi ve yogunlugunu degistirir ve birgok AH fare modelinde
goriilmeyen progresif noron olimii ve atrofi ortaya ¢ikar Eimer et al. (73), Jawhar et
al. (74).

4.3.Proteomiks

Proteomiks proteinlerin, Ozellikle yapi ve fonksiyonlarmm genis ¢aph g¢algiimasidir
Anderson et al. (75), Blackstock et al. (76). Proteom, bir organizma ya da sistem
tarafindan tiretilen tim proteinlere verilen addr Wilkins et al. (77) Proteom, hiicre ya
da organizmanmn i¢inde bulundugu sartlara ve zamana bagh olarak degisim gosterir.
Proteomiks genellikle proteinlerin genis ¢aph deneysel analizini ifade etmek i¢in
kullammakla birlikte protein saflastrma ve kiitle spektrometresini ifade etmek icin
de kullanilir. Alzheimer hastaligmda proteomiks; kan, beyin-omurilk swvisi, idrar ve
beyin dokusunda cabsilarak hastalkta farkhlk gosteren protemlerin tammlanmasi,
yapisal ve fonksiyonel Ozellklerinin, yerlesimlerinin  ve post translasyonel
modifikasyonlarmm tespiti ve bu sayede hastalk mekanizmasi ve potansiyel

biyobelirteglerin tespiti ve ilag gelistirme i¢in kullanilir.

13



5.MATERYAL VE METOT

5.1.Materyaller
5.1.1.Ekipmanlar

Tablo 5.1: Ekipman Listesi

Gere¢ Markasi Uriin Kodu
ChemiDoc™ MP System BioRAD 1708280
Concentrator Plus Ependorf 5490 030.001
Cordless Pellet Pestle Kimble 749540-0000
Cryostat Lecia CM1950
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube (1.5 mL) Sigma-Aldrich 7666505
Etiiv (37 °C - Proteomiks) Memmert 8419 8998
Etiiv Forma Steri-Cycle (37 °C %5 CO, — Hiicre Kiiltiirii) Thermo Scientific 144099-8653
Hassas Terazi Bxplorer EX124
Heatblock Isitict Benchmark H5000-HC
Hoffman Modulasyonlu Ters Optik Mikroskop Zeiss

Konfokal Mikroskop (LSM 780 NLO) Zeiss

Kuru-buz Cihazi

Lam Thermo Scientific 10143352
Lamel

Laminar Flow Kabin Airstream Gen 3 ESCO

LC-Vial Supelco 29413-U
Manyetik Karigtirict Benchmark H400HSB
Maxisafe 2020 Class Il Biyolojik Giivenlik Kabini Thermo Scientific 51026653
Mikropipet Seti Ependorf

Mini-PROTEON Tetra Cell BioRAD 1658000EDU
nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column Waters

nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap Column Waters

Pappen

PCR tiip (0,2 pL)

PCR tiip (0,5 pL)

Petri (Cam tabanli— 35 mm) Fluoro Dish PD35-100
PowerPac™ Universal Power Supply BioRAD 1645070
Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Scientific Q32866
Santrifuj (Hiicre kiiltiirii) SL 16R Thermo Scientific 75004030
Santrifuj (Proteomiks) Biocen 22R Orto Alresa CE 148
Shaker Benchmark
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Sogutucu (+4 °C)

Sogutucu (-20 °C)

Sogutucu (-80°C)

Stereo Mikroskop Observer.Al

Sub-Cell ® GT Horizontal Electrophosesis Systems, Tray
SYNAPT G2-Si High Definition Mass Spectrometry
T100™ Thermal Cycler

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Ugur
Thermo Scientific
Arctiko
Zeiss
BioRAD
Waters
BioRAD
BioRAD

1704401

1861096
1704155
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5.1.2.Kimyasallar

Tablo 5.2: Genotiplemede Kullanlan Kimyasallar Listesi

Gerec¢ Markasi Uriin Kodu
NaOH Sigma-Aldrich 221465
EDTA Sigma-Aldrich E9884
Tris/HCI Sigma-Aldrich T5941
Taq PCR BioLabs® Inc. E5000S
PCR Primerleri Sentromer *
Agaroz Sigma-Aldrich A9539
Trizma® Base Sigma-Aldrich T1503
Glasiyal Asetik Asit Sigma-Aldrich 537020
SafeView™ DNA boyasi ABM G108
DNA Standart

Yiikleme Boyasi Thermo Scientific R0611
*Tablo 5.2de belirtilen diziler 6zel olarak sentezletilmistir.

Tablo 5.3: Protein Ekspresyon Analizinde Kullamlan Kimyasallar Listesi

Gereg Markas1 Uriin Kodu
Proteaz Inhibitér Kokteyl Sigma-Aldrich P8340
FASP™ protein Digestion Kit Expedeon 44250
AmBic Sigma-Aldrich

UPX™ Universal Protein Extraction Kit Ecpedeon 44101
Pur-A-Lyzer™ Mini 6000 Dialysis Kit Sigma-Aldrich PURNG0100
Tripsin Thermo Scientific 90055
Formik Asit Fluka 94318
Qubit Assay Kit Thermo Scientific Q32853
Asetonitril (LC-MS safliginda LiChrosolv® ) Merck 100029.2500
Su (LC-MS safliginda LiChrosolv®) Merck Millipore 15333
Glul-Fibrinopeptide B Standart Waters 700004729
NaCl Sigma-Aldrich S7653

Leu-Enkephalin




Tablo 5.4: Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar Listesi

Gerec Markasi Uriin Kodu
PNBM LONZA CC-3256
Hibernate®-A Medium Gibco A1247501
L-15 Medium (Leibovitz) Sigma-Aldrich L5520
NSF-1 Neural Survival Factor LONZA CC-4323
B-27 Supplement Gibco 17504044
Glutamax-1 Gibco 35050-061
Poly-D-lisin Sigma-Aldrich P7280
Penisilin Streptomisin Multicell 450-201-EL
Amforterisin B

Papain Sigma-Aldrich P4762
DNaz Sigma-Aldrich D4513
FBS Sigma-Aldrich F4135
PBS Tablet Sigma-Aldrich P4417
HBSS Sigma-Aldrich 508264
PFA Sigma-Aldrich 15127
BSA Sigma-Aldrich A9418
Sodyum Azit Sigma-Aldrich S8032
Goat Serum Sigma-Aldrich (9023
Triton-X Sigma-Aldrich

Tween-20 Sigma-Aldrich P1379
B-Tubulin 111 Sigma T8660
Alexa Fluor® 568 goatanti-mouse Life Technologies A-11004
DAPI Sigma-Aldrich D9542
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Tablo 5.5: Western Blot I¢in Kullanlan Kimyasallar Listesi

Gerec Markasi Uriin Kodu
Amonyum Persulfat Sigma-Aldrich A3678
Beta Actin rabbit polyclonal Santa Cruz Sc-47778
Beta-Amyloid, 17-24 (4G8) BioLegend S1G-39220
BME Sigma-Aldrich

Cdk-5 (J3-3) mouse monoclonal Santa Cruz SC-6247
Clarity Western ECL Blotting Substrate BioRAD 1705060
Goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz sc-2005
Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz sc-6721
HSP70 (3A3) mouse monoclonal Santa Cruz 5C-32239
IL-4 goat polyclonal Santa Cruz sc-1260
KCI Sigma-Aldrich P9333
Laemmli Omek Tampon Cozeltisi BioRAD 1610737
Metanol Merck Millipore 106009
mTOR (55.42) mouse monoclonal Santa Cruz $¢-293089
NaCl Sigma-Aldrich S7653
Potasyum Fosfat, Monobazik Molekiiler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 529568
SDS Sigma-Aldrich L3771
Sodyum Fosfat, Dibazik Molekiiler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 567547
TEMED Sigma-Aldrich T9281
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions Kiti BioRAD 1610180
Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit BioRAD 1704272
Tris/HCI Sigma-Aldrich T5941
Tween-20 Sigma-Aldrich P1379
Yagsiz Siit Tozu Fluka 70166
Tablo 5.6: immunohistokimya I¢in Kullanilan Kimyasallar Listesi

Gerec¢ Markas1 Uriin Kodu
Mounting Medium

NaCl Sigma-Aldrich S7653
KCI Sigma-Aldrich P9333
Sodyum Fosfat, Dibazik Molekiiler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 567547
Potasyum Fosfat, Monobazik Molekiiler Biyoloji Dereceli Merck Millipore 529568
IL-4 goat polyclonal Santa Cruz sc-1260
VECTASTAIN Universal Quick HRP Kit (Peroxidase) \ector Laboratories PK-7800
DAB Peroxidase (HRP) Substrate Kit \cetor Laboratories SK-4100




5.2.Metot

5.2.1.Deney grubunun olusturulmasi ve genotipleme

Jackson Laboratuvarlarmdan alnan, 3 ailesel AH mutasyonu ve 2 insan presenilin
mutasyonu ile yiikksek miktarda insan APP geni ifade edilen 5 mutasyonlu ailesel AH
(5XFAD) fare modeli kullanidi Hayvanlarm bakmm ve iiretimi Istanbul Medipol
Universitesi Tip  Arastrmalar  Merkezi-MEDITAM’da  yapildi.  Tiim  hayvan
deneyleri Istanbul Medipol Universitesi hayvan c¢alismalar1 komitesinin onaytyla
gerceklestirildi. Hemizigot transgenik 5XFAD fareler, B6/SJL F1 {retim fareleriyle
caprazlanarak {iretilen yeni-doganlar (0-24 saat) hipotermi yontemiyle anestezi altma
alnd1 ve kuyruklarindan doku alind1

5.2.2.DNA eldesi

Alman dokular 75 pL, 25 mM NaOH/EDTA igeren 0,2 mL’lk PCR tiiplerine
koyuldu. Tiipler PCR cihazmda 1 saat 98°C’de brakildi. Cihazdan ¢ikarian tiiplere
75 uL, 40 mM Tris/HCl eklendi ve -4000rpm-g’de 3 dk santriflj edildi
Stipernatantin 100 pl’si doku almmamaya dikkat edilerek yeni PCR tiiplerme alnd1.

5.2.3.Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR solisyonu asagida verilen Olgliler ve swa ie Taq PCR kiti kullanlarak
hazrland1. Kontrol i¢cin bir drneklik Taq polimeraz icermeyen soliisyon hazrlandi

Tablo 5.7: PCR Karigmu

Gereg¢ 1 6rnek icin hacim (25 pL) 1 drnek icin konsantrasyon
10X Tepkime tampon ¢ozelti 2,4 uL 1X
10 uM Kontrol ileri 1,2 uL 0,5 M
10 uM Kontrol Geri 1,2 uL 0,5 uM
10 uM APP fleri 1,6 uL 0,6 pM
10 uM APP Geri 1,6 uL 0,6 pM
10 uM PSEN fleri 1,6 uL 0,6 M
10 uM PSEN Geri 1,6 uL 0,6 M
10 mM dNTP 0,5 uL 200 pM
Taq polimeraz enzimi 0,125 uL 0,125 U
ddH,0 25 puL’te tamamlayacak kadar
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Tablo 5.8: Primer Dizilimi

Primer Primer Uzunlugu Dizilimi
Kontrol I 24 CTAGGC CACAGAATT GAAAGATCT
Kontrol G 23 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC AT
APPI 20 AGG ACT GACCACTCG ACCAG
APP G 19 CGG GGG TCT AGT TCT GCA T
PSEN 1 20 AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA
PSEN G 20 GCC ATG AGG GCACTAATCAT

Bos PCR tiiplerine hazrlanan soliisyondan 21 pL koyuldu. Uzerlerine 4 pL DNA
ekstrakti koyuldu ve Thermocyclera birakild1.

Tablo 5.9: PCR Metodu

Dongii Sicakhik Siire
1 94°C 3dk
94°C 30 sn
35 57,3°C 1dk
72°C 1dk
72°C 2 dk

1 10°C 0

5.2.4.Agaroz jel elektroforezi

Uc gr agaroz tartllarak erlene koyuldu ve 100 pL 1X TAE (40 mM tris, 20 mM
glasiyal asetik asit, 1IMm EDTA, pH:7,6) eklenerek mikrodalgada 200°C’de 3 dk
sitildi. Kargima 5 pl Safe View DNA boyast eklenip baloncuk olusmamasma
dikkat ederek karstirildi ve tarak yerlestirilmis jel dokme standma dokiildi. Jel
tamamen donduktan sonra elektroforez tankma yerlestirildi, tarak kuyucuklara zarar
vermeden cikariddi ve 1X TAE ile tank dolduruldu. ik kuyuya 10 pL DNA
standardi, diger kuyulara en basta kontrol olmak iizere 2 pL yiikkleme boyasiyla
kargtrlan 10 pL. PCR firtinii yiiklendi. Elektrot uglart dogru sekilde yerlestirildikten
sonra PCR iirlinii 6rnekler 80 V’ta 30 dk yiiriitiildii. Jel, BioRAD ChemiDoc cihazi
kullanilarak goriintiilendi.
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Gortiintiileme sonrasi ¢ift bant olarak goriinen transgenik (SXFAD) farelerden n = 3
olarak deney grubu, tek bant gorinen batmn kardesi (LM) farelerden n = 3 olarak
kontrol grubu olusturuldu.

5.3.Proteomiks Analizi
5.3.1.0rnek hazirlama

Genotipleme sonrasi segilen fareler hipotermi yontemiyle anestezi altma alndi ve
sakrifiye edildi. Beyinler ¢ikaridi ve korteks, hipokampus, serebellum bolgelerine
ayridi. Kuru buz istinde dondurulan dokular proten LoBind tiiplere alndi ve -
80°C’de sakland.

5.3.1.1.Dokudan protein eldesi

Beyin bolgeleri tartildi ve 10 mg dokuya 100 pL denk gelecek sekilde, %1 proteaz
nhibitor kokteyli (PIC) iceren AmBic eklendi Pellet pestle homojenizator
Kullanilarak dokular ogiitiildii. Hazwlanan homojenatlara mevcut hacimleri kadar %1
PIC igeren UPX (Universal Protein Extraction Kit) tampon ¢ozeltisi eklendi. Karism
100°C’de 5 dk kaynatidi ve 1 saat siireyle +4°C’de brakild. Ardindan, 15000 g’de
10 dk santriftij edildi ve siipernatant almarak yeni LOBInd® tiiplere koyuldu. Protein
ekstrakt1 -80°C’ye kaldmrild1.

5.3.1.2.Mikrodiyaliz ile tuzlarin uzaklastinlmasi

Mikrodiyaliz tiiplerme 200 pL 50 mM AmBic koyuldu ve tiipler manyetik
karstricida 50 mM  AmBic dolu behere yerlestirilerek 10 dk membranlarm
dengelenmesi i¢in brakildi Tiiplerin i¢i bosaltlip 200 pL protein ekstrakti koyuldu.
Manyetik karistiricida gece-boyu brrakildi Diyaliz sonrast 6rnekler LoBind® tiiplere
alndi.
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5.3.1.3.FASP (Filter-Aided Sample Preparation) ile proteinden peptid eldesi

Protein konsantrasyon tayini icin Qubit® 2.0 Fluorometer Onerilen protokole uygun
olarak kullamildi 3 standart ve ornekler i¢in, her bir tiipe 199 plL tampon ¢ozelti ve 1
uL protein belirteci karsimu hazilandi.  Ug protein standard;, 190 pL tampon-
belirte¢ soliisyonuna 10 pL’ser olarak; her bir 6rnek 198 pL soliisyona 2 pL olarak
PCR tiplerine koyuldu ve vortekslendi. Karismlar 15 dk karanlkta inkiibe edilip
Qubit cihaz1 ile Slciildi.

Peptid eldesi FASP kiti yaymlanan protokole uygun olarak kullanildi Wisniewski et
al. (78). Konsantrasyonu Olgiilen her bir drnekten 50 pg alndi ve 230 pl’ye AmBic
le ¢ozilmis {ire ile tamamlandi Kangmlar kitte bulunan spin filtrelere koyulup
14000 g'de 15 dk santrifij edidi Urenin sogukta kristallesip filtreleri tikama
ihtimaline karsiik santriftijii sogukta yapmamaya dikkat edildi 200 pL {ire eklenip
tekrar 14000 g’de 15 dk santrifij edildi Toz haldeki 10X IAA iire ile ¢oziildii. Her
bir spin fittreye 10 uL TAA, 90 pL iire kargm eklendi. Kisa bir siire karstrilip oda
sicakhginda, karanhkta 20 dk inkiibe edildi ve 14000 g’de 10 dk santriftij edildi. 100
pL iire eklenip 14000 g’de 15 dk santrifij edildi Bu asama iki kez daha tekrarland1
ve filtreden siiziilerek tiipte biriken svi atiddi 100 pL, 50 mM AmBic eklenip 14000
g’de 10 dk santrifij edildi Bu asama iki kez daha tekrarlandi 1mg/75uL tripsin
enzimi eklenerek kisa bir sire ¢alkalandi ve parafilmlenerek 37°C’de gece-boyu
(maksimum 18 saat) inkiibe edildi. Filtrelerin altmdaki tlipler yeni ve temiz tiiplerle
degistirildi. 2 kez 40 pL, 50 mM AmBic eklenip 14000 g’de 10 dk santriftyj edildi.
50 pL, 0,5 M NaCl ¢ozeltisi eklenip 14000 g’de 10 dk santriftij edildi. Spin filtreden
stizerek tlipte biriken peptid igeren ¢ozelti yeni LoBind tiiplere alndi Cozeltiler
kosantrator ile liyofilize hale getirildi, 50 pl %0,1 formik asit iceren AmBic ile
¢Ozildii ve analize kadar -80°C’de saklandi.

Triptik peptidlerde Qubit ile konsantrasyon tayini yapildi ve her bir érnek 100 ng/uL,
20 pL olarak hazirlandi Her birinden 2 pL almarak QC hazirlandi Tiim ornekler ve
QC, LC viallere almarak cihaza verildi.

22



5.3.2.S1v1 kromotografisi-kiitle spektrometresi analizi

Peptid karigimmdan 2 pl yiksek basarmh sivi kromatografisine (Acquity UPLC M-
Smif, Waters) bagh, elektriksel piiskiirtme ile iyonlastrma ve dort kutup zaman bazh
Olctim kaynagi iceren kiitle spektrometresi (Synapt G2-Si HDMS, Waters) sistemine
[nanoUPLC (nano ultra performance liquid chromatography)-ESI (electrospray
ionization)-QTOF (quadrupole time of flight)-MS (mass spectrometry)] gonderildi.
Dahili kiitle kalibrant1 glu-fibrinopeptid 300nL/dk akis oraniyla enjekte edildi. Kolonlar,
%97 hareketli faz A (%0,1 formik asit igeren LC-MS dereceli su) ile sartlandirildi ve
sicaklik 55°C’ye ayarlandi Peptidler trap kolondan (Symmetry C18 5 pum, 180 pm id. x
20 mm); 120 dk siireyle, 300 nL/dk akis hiznda, %5’den %40’a derecelenen hareketh
faz B (%0,1 formik asit iceren ekstra saf asetonitril) ile analitk kolon (BEH CI8, 1,7
pm, 75 um id. x 250 mm) iizerinde ayristrildi. Her 6rnek icin ¢ift enjeksiyon yapildi
Veri bagmsiz edinim ydntemi (data independent acquisition mode; MSF), pozitif iyon V
modu, MS ve MS/MS fonksiyonlar1 (1,5 saniye araliklarla 6 V diisiik enerji ve 15-40 V
yikksek enerji) kullanlarak peptid kiitle/elektriksel yiik (mass/charge; m/z) degerleri ve
iirtin iyon bilgisi elde edildi.

5.3.3.Biyoinformatik analiz

Progenesis QI for Proteomics (Nonlinear Dynamics), islenmemis LC-MS verisinden
protein tanimlamak icin kullanildi. Fare veri tabam kullanlarak 400 kDa’dan kiigiik;
Carbanidomethyl-cystein, Acetyl N-term, Deamidation N, Deamidation Q ve
Methionine Oxidation modifikasyonlar1 bulundurabilecek proteinler tammlandi 1
peptid tanmmlamasi i¢in 3 fragman, 1 protein tanimlamasi igin 7 fragman ve 3 peptid

sart1 arand1

Ingenuity Pathway Analysis istatistiksel olarak anlamh degisim gosteren proteinlerin
hangi yolak ve molekiiler islevlerde gorevli oldugunun tespiti i¢in kullanildi
Proteinler Uniprot kodlar, p degerleri ve ekspresyon artis oranlar ile sisteme
yiklendi. Analiz veri tabanndaki dogrudan ve dolayh molekiiler iliskileri
kapsayacak sekilde; insan, fare ve sigan canh tiirlerinde, sinir sistemi veri kaynagi
secilerek analiz yapildi
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5.4 Hiicre Kiiltiirii

Tim primer kiiltiir deneyleri icin 3 giinliik 3 SXFAD ve 3 LM fareden olusan deney
gruplart baghk 5.1 ’de anlatidigi sekilde olusturuldu. Cam tabanh petrier 750 pL
%210 poli-D-lisin iceren distile su ile kaplandi 2saat sonra 3 kez distile su ile yikanip
kurumaya brakildi Fareler anestezi altnda sakrifiye edilip korteks, hipokampus ve

serebellum bolgeleri alindi

5.4.1.Korteks kiiltiirii

Kiiltir vasat;; Hibernate A’ya %l Glutamax-1, %1 antibiyotik (100U penisilin,
100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B), %2 B27 eklenerek hazrlandi Deney

oncesi ve siresince +4°C’de sakland1

Yasam vasat; PNBM’e %1 Glutamax-1, %1 antibiyotik (100U penisilin, 100mg
streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B), %2 NSF-1 eklenerek hazrlandi. Deney

oncesi ve siiresince etiivde (37°C, %5 CO; ) sakland1.

Korteks dokusu, icinde 990 pL Kkiiltlir vasati bulunan tiiplere koyuldu ve 10 pL
papain eklenerek forseps yardmuyla hafif darbelerle kiiclik parcalara ayridi. Tiipler
50 Hz’de titresen Ozel yapm ajitatdrde, +4°C’de 45 dk mekanik ayristriimaya tabi
tutuldu. Ardindan 3 kez HBSS ile yikanp, 1ml kiiltiir vasatnda 15 dk swrayla kesik
mavi, mavi ve sarl pipet uclari kullamlarak triturasyon yapildi Hiicre silispansiyonu
15ml’lik falkona almp 3,5 mL daha kiiltir vasati eklendi ve 300 g’de 3 dk santrifiij
edildi. Siipernatant atiip hiicre peletine 2 mL yasam vasati eklendi ve siispansiyon
igcindeki hiicre miktar1 hemositometre ile tespit edildi Her petride 200.000 hiicre
olacak sekilde slispansiyona yasam vasati eklendi Her petriye 1 mL hiicre
stispansiyonu eklendi ve petriler hiicrelerin tutunmasi i¢in etiivde 2 saat bekletildi.
Tutunmayan hiicreleri ve kirliligi uzaklastrmak i¢in yasam vasatiyla yikama yapild.
1,5 mL yasam vasati eklenip etiivde brakild1.
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5.4.2.Hipokampus ve serebellum Kiiltiirii

Hipokampus i¢in Kkiiltir vasat;, L-15’¢ %1 Glutamax-1, %1 antibiyotik (100U
penisilin, 100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin B) eklenerek hazrlandi. Deney

Oncesi ve suresince +4°C’de saklandi.

Serebellum i¢in kiiltlir vasat; RPMI’a %]l Glutamax-1, %1 antibiyotik (100U
penisilin, 100mg streptomisin, 250ng/mL. amfoterisin B) eklenerek hazrlandi Deney

Oncesi ve siuresince +4°C’de sakland1

Hipokampus ve serebellum i¢in yasam vasam vasati, PNBM’e %1 Glutamax-1, %1
antibiyotik (100U penisilin, 100mg streptomisin, 250ng/mL amfoterisin  B), %2
NSF-1 eklenerek hazirlandi. Deney Oncesi ve siiresince etiivde (37°C, %5 CO; )
sakland1.

Hipokampus ve serebellum dokulari, iginde 990 pL kiiltir vasati bulunan tiiplere
koyuldu ve 10 pL papain eklenerek forseps yardmiyla hafif darbelerle kiigiik
parcalara ayrildi. Tiipler 50 Hz'de titresen Ozel yapim ajitatorde, +4°C’de 45 dk
mekank ayristriimaya tabi tutuldu. Kesik mavi ve pastor pipetleriyle triturasyon
yapildi. 300 g’de 3 dk santrifiij edilip stipernatant atidi Pelet 3ml Kkiiltiir vasati ile
santrifiij tiipine alndi. 300 g’de 3 dk santrifij edilip siipernatant atidi. Hiicre
peletne 2 mL yasam vasatt eklendi ve siispansiyon igindeki hiicre miktar
hemositometre ile tespit edildi. Her petride 200.000 hiicre olacak sekilde
stispansiyona yasam vasatt eklendi. Her petriye 700 pL hiicre siispansiyonu eklendi
ve petriler hiicrelerin tutunmast icin etlivde 2 saat bekletildi Tutunmayan hiicreleri
ve kirliligi uzaklagtrmak icin yasam vasatiyla ykama yapildi 1,5 mL yasam vasati
eklenip etiivde brrakild1

5.4.3.Immunositokimya

Birincil kiiltiirler hazrlandiktan 48 saat sonra, hiicreler PBS (distile suda ¢oziimiis
tablet) ile 2 kez ykand. %4 PFA (PBS icerisinde c¢ozilmiis) e 15 dk oda
sicakhginda inkiibe edilerek fiksasyon yapidi. Ardndan 2 kez PBS ile ykama

yapidi. Bloklama soliisyonu (PBS icerisinde %3 BSA, %0,3 sodyum azit, %1 goat
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serum, %0,1 Triton-X) eklenip oda sicakligmda 45 dk bekletidi PBS ile 2 kez
yikama yapildi ve seyreltme soliisyonunda (PBS igerisinde %3 BSA, %0,3 sodyum
azit, %1 goat serum, %0,1 Tween-20) ¢oziimiis 1/500 rabbit anti-Tubulin birincil
antikor eklenerek gece boyu +4°C’de brrakild. Petriler PBS ile 2 kez ykandi ve
1/1000 goat anti-rabbit sekonder antikor (Alexa Fluor®594) eklenerek oda
sicakhginda 3 saat inkibe edildi Bu ve sonrasmdaki admlar petrilerin 151k
almamasma dikkat edilerek siirdiiriildii. Hiicreler oda sicakhigmda shaker {izerinde
%0,02 Tween-20 (PBS’te ¢ozilmis) ile 4 kez 3’er dk sireyle yikand. Shaker
tizerindeki petrilere (PBS icinde ¢ozilmiis) 1/1000 DAPI eklendi ve 3 dk nkiibe
edildi. Oda sicakhginda 5 dk boyunca %0,02 Tween-20 ile yikama yapildi.

5.4.4. Mikroskobik goriintilleme ve analiz

Aydmhk alan gorintiileri kiiltiiriin 48.saatinde, fiksleme islemi sonrasi alndi. CCD
kamera baglantlh, Hoffman modiilasyonu bulunan ters-optik Zeiss Axio Observer.Al
mikroskop ile petrinin rastgele secimis 5 bolgesinden 20X gorintii alindi
Goriintillerdeki  hiicre ve noOrit miktart saylarak her petri igin ortalama ahlndL
Istatistiksel analiz tek kuyruklu Student-t istatistiksel testi ile yapilds.

Immunositokimya sonras1 floresan goriintiller Zeiss konfokal mikroskop ile 405 ve

568 nm dalga boylarmda goriintiilendi.

5.5.Westem Blot

Jel dokme sistemi kuruldu ve iglem TGX FastCast akrilamid kitinde Onerilen
protokole uygun olarak yapidi Oncelikle resolver ve stacker soliisyonlar1 hazrlandi
Resolver soliisyonu; esit miktarlarda resolver A ve resolver B icerisine %0,5 APS
(%10’luk olarak distile suda c¢ozilmis) ve %0,05 TEMED eklenerek hazirlandi
Stacker soliisyonu; esit miktarlarda stacker A ve stacker B icerisine %0,5 APS ve
%0,1 TEMED eklenerek hazirlandi. 1 mm aralkh cam plakalarla hazrlanan jel
dokme sistemine Once resolver soliisyonu, tarakla olusturulacak kuyucuklarm 1 cm
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altmda kalacak miktarda dokiildii. Uzeri stacker soliisyonu ile tamamen dolduruldu
ve tarak yerlestirildi. 30 dk polimerize olmak {izere bakild1

Orneklerin protein konsantrasyonu tespit edildi. Her ornekten 20 pg protein, %S5
BME iceren 2X laemli 6rek tampon ¢ozeltisi ile karistmildi ve 95°C°de 5 dk
kaynatilarak denatiire edildi. Hazrlanan jel yiiriitme tankma yerlestirildi Tarak
¢ikartp, tankm i¢i yliriitme tampon ¢ozeltisiyle (35 mM SDS, 250 Mm Tris, 1,92 M
Glisin; pH:8,3) dolduruldu. Ik kuyucufa 10 pL molekiiler standart, sonraki
kuyucuklara srasiyla denatiire edilmis protein Ornekleri yiklendi 5 dk 50 V’da,
boya jel tabanma gelene kadar da 120 V’da yiirlitme yapild1.

Jelden PVDF membrana transfer islemi Bio-RAD Trans-Blot transfer sistemi ve Kiti
kullanilarak yapildi. Transfer cthazma en alta ve en iiste transfer tampon ¢ozeltisinde
(25 mM Tris, 1,92 M Glisin; pH®8,3) 2-3 dk tutulan kurutma kagitlar1 araya %100
metanolden gecirilip transfer soliisyonunda 2-3 dk tutulan membran ile yiirtimesi
tamamlanan jel koyuldu. Cihaz 2,5 A 25 V’da; molekiiler agirhg 30 kDa’dan kiigiik
protemler icn 5 dk, 50-150 kDa arasinda olanlar i¢in 7 dk, 150 kDa’dan ¢ok olanlar
icin 10 dk kullanild1.

Transfer tamamlandiktan sonra membran almp PBST (PBS’de c¢ozilmiis %0,1
Tween-20)’den gegirilerek bloklama soliisyonuna koyuldu ve oda sicakhiginda 1 saat
boyunca shakerda calkalanarak inkiibe edildi Daha sonra bloklama soliisyonunda
(PBST’de ¢ozilmiis %5 yagsiz siit tozu) belirlenen miktarlarda (Tablo 5.X)
hazirlanan  birincil antikorkar ile +4°C’de gece-boyu (maksimum 16 saat)
calkalanarak inkilbe edildi. Inkiibasyon sonrasi membran 3 kez 5’er dk PBST il
yikand1 ve uygulanan primere gére HRP-konjuge goat anti-mouse ya da goat anti-
rabbit ikincil antikor (1/2000) koyularak oda sicakhgmda 1 saat ¢alkalanarak inkiibe
edidi. 3 kez 5’er dk PBST ile ykama yapildi. ECL kiti ve BioRAD ChemiDoc
goriintlleme  cihazz  kullanlarak  Onerilen protokole uygun goriintileme  islemi
yapildi

Yiiriitme kontrolii (Beta Actin) i¢cin stripping islemi yapilarak uygulanan birincil ve
ikincil antikorlar temizlendi. Stripping islemi, membranmn 55°C’deki etiivde yine

55°C’ye sttilan taze hazrlanmig tampon ¢ozelti (%10’luk SDS, 0,5M Tris/HCI, 0,8
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mL BME; pH:6,8) ile 30dk inkiibe ediimesiyle yapidi. Ardindan 6 kez 5’er dk PBST
yikamas1 yapilarak tampon soliisyon uzaklastrildi ve bloklamadan itibaren tiim
admlar Beta Actin i¢gin uygulandi.  Goriintilenen bantlar, Image] yazlmu
kullanlarak ve yiirlitme kontrol bantlarma gore normalize edilerek tek kuyruklu
Student-t istatistiksel testi ile analiz edildi.

Tablo 5.10: Western blot i¢in kullanilan antikorlar ve diliisyonlar1

Birincil Antikor Birincil Antikor Diliisyonu ikincil Antikor
Beta Amyloid mouse 1/500
HSP70 mouse monoclonal 1/200 .
Goat anti-mouse
mTOR mouse monoclonal 1/250
Cdk-5 mouse monoclonal 1/200
Beta Actin rabbit monoclonal 1/1000 Goat anti-rabbit

5.6.Immunohistokimyasal Analiz

3 ginlik 5XFAD ve LM fare beymleri c¢ikarip, bolgelere ayrimadan ve sekli
bozulmadan kuru-buz iizerinde donduruldu. Cryostat ile 18um’lk sagital kesitler;
korteks, hipokampus ve serebellum tek bir kesitte goriilebilecek sekilde 40 °C ‘ye
sitimis  lamlar {izerine alndi ve lamlar yne aym 1si-blogu iizerine koyularak dokular
sabitlendi. Lamlar deneye kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Deney baslamadan 30dk once dokular oda sicakhgma ¢ikaridi ve kurumalar
beklendi. Tim ykama ve inkiibasyon islemleri shaker tizerinde yapidi. Lamlar lam
askisma yerlestirilip distile su dolu saleden gegirilip %4 PFA dolu saleye koyuldu ve
15dk dokularm fikslenmesi saglandi. Bir kez daha distile su dolu saleden gegirilen
lamlar farh bir lam askisma almarak PBS dolu 3 salede, her birinde 5dk olacak
sekilde bekletildi. Lamlar; lam askisindan ¢ikaridi, dokulara zarar vermeden
kuruland1 ve pappen ile etrafi yuvarlak bir sekilde c¢izildi.

Her bir dokuya kit igerisinde bulunan bloklama soliisyonu damlatildi ve kapah nemli
kutuda 10 dk oda sicakhginda inkiibe edildi Lamlar dikkatlice silkelenerek bloklama
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solisyonu uzaklastrildi ve gerekliyse pappen c¢izgileri yenilendi. 30ul’ser goat
polyclonal anti-IL-4 primer antikor (1/30), %1,5 bloklama soliisyonu igeren PBS
icerisinde dokulara doyuldu. Her lamda bulunan iki dokudan birme kontrol amagh
olarak birincil antikor bulundurmayan soliisyon koyuldu. Tim lamlar kapal nemli
kutuda gece boyu (maksimum 16 sa) 4 °C’de inkiibe edildi. Lamlar lam askisma
dizilerek PBS dolu salede 5dk yikandi Askidan ¢ikarilan lamlar kurulandi ve Kitte
bulunan ikinci soliisyon eklenerek 15 dk oda sicakhigmda inkiibe edildi. Lamlar lam
askisma dizilerek PBS dolu salede 5dk yikandi ve kitte bulunan 3. Soliisyon ile 5 dk
mkiibe edidi. Son kez PBS dolu salede 5dk yikama yapidi ve lamlar askidan
cikarip 30 pL’ser DAB HRP substrati eklenerek 1sik mikroskobunda takip edildi.
Boyama tamamlannca soguk PBS’ten gecirilen lamlar, mounting medium
damlatilarak baloncuk olusturmamaya dikkat edilerek lamel ile kapatiddi ve gece-
boyu oda sicakhgnda kurumaya brakidi. Daha sonra konfokal mikroskopta
gorlintiileme yapilana kadar -80 °C’de sakland1.

5.6.1.Mikroskobik goriintiileme

DAB HRP boyama yapilan dokular Zeiss AxioZoom mikroskop ile 10X, 20X, 63X
boyutlarda goriintiilendi.
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6.BULGULAR

Tim deneysel caligmalar igin deney ve kontrol grubu, yeni-dogan farelerin Jackson

Laboratories tarafindan Onerilen sekilde genotiplenmesi sonucu olusturuldu (Resim
6.1).

Resim 6.1: Genotipleme sonucu agaroz jel goriintiisii

6.1.Proteomiks Cahsmalan

Yapilan nanoLC-MS/MS c¢alismasmmn Progenesis QI ile analizi sonucu toplam 1598
protein tanmmlandi. PCA grafikleri, her beyin bdlgesinde deney ve kontrol grubunun
proteomlarmm  birbirinden ayrildigm  gdsterdi (Sekil 6.1). Orneklerle birlikte analiz
edilen QC’lerin analiz sonuglar1 degerlendirilerek cihazm hata payr %10 olarak
belirlendi. Bu hata paymmn 5 kati, yani ekspresyon miktari kontrol ve deney gruplari
arasmda %50 ve daha fazla miktarda degismis olan protemnler i¢cinde p degeri 0,05’in
altmda kalan proteinler anlaml degisen proteinler olarak belirlendi. Analizi yapilan
tim bolgelerde bu sartlart saglayan protein sayist 325 olarak belirlendi (Ekler-Tablo
9.1). Bu proteinlerin 243 tanesi kortekste, 132 tanesini hipokampuste ve 80 tanesi
serebellumda tanmlandi. 20 protein tim bolgelerde ortak tammlanrken (Tablo 6.2);
68 protein yalizca korteks hipokampuste, 17 protein yalnizca Kkorteks ve
serebellumda, 5 protein hipokampus ve serebellumda ortak ekspresyon degisimi
gosterdi  (Sekil 6.2-A). Birden fazla bolgede tammlanan proteinlerin 2 tanesi —
ekspresyonu transgenik fare korteksinde artip, hipokampusiinde azalan Thada ve
serebellumunda artip korteksinde azalan Neil2- disnmda geri kalanlarmda beyin
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bolgelerinde aym yonde ekspresyon degisimi gozlendi. Her bir bolgede en ¢ok artig

gosteren 10 protein karsilastrildiginda; Cd44, Pfkl ve Fmrl proteinlerinin kortekse

ve hipokampuste, Serpina3g proteininin korteks ve serebellumda, Soga3 proteininin

hipokampus ve serebellumda cakistig1 goriildii (Sekil 6.2-B).
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Sekil 6.1: Korteks(A), hipokampus(B) ve serebellum(C)’da tanimlanan proteinlerin Principal
Component Analysis grafikleri
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Kortekste, hipokampuste, serebellumda ve tiim bdlgelerde ortak anlamh degisim
gosteren proteinler IPA ile analiz edildi Bu analiz sonucunda, tespit edilen proteom
degisiminin daha Once literatiirde belirtilen hangi yolaklarla, molekiiler ve hiicresel
fonksiyonlarla, fonksiyonel aglarla iligkili oldugu ve ekspresyonunun hangi
proteinler tarafindan diizenlendigi (upstream regulator) bulundu (Tablo 6.1). Tim
bolgelerde ortak degisim gosteren proteinlerin [PA tarafindan sunulan fonksiyonel
agl ile, bu protelerle iliskili oldugu belirtilen inflamasyon yolagi birlestirilerek
aralarmdaki baglant1 gozlemlendi (Sekil 6.3).

A CORTEKS B korTEKS HIPOKAMPUS
HiPOKAMPUS
TRPM1 MPI ¥
HOXDI13 4 cD44 4 NUFIP2
CHEK1 PFKL 4 RPL23A ¥
UBQLN4 4 FMR1 4 SYNM
ACY1 L RBBP4
138 68 39 MTFRI1 ¥ GUCYZF &

SOGA3 4 SERPINA3G 1

20
5 PGK2 1
17 ASICS 1
DFNB31 4
TTC38
MARCKSL1T
38 HIRA 1
MESDC2
ARVCF 1

SEREBELLUM SEREBELLUM

Sekil 6.2: Anlamh ekspresyon degisimi gdsteren proteinlerin beyin bolgelerine gore dagilm
(A) ve her bolgede en biiyiik degisim gosteren 10 proteinin venn semasi(B)
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Tablo 6.1: Ingenuity Pathway Analysis (IPA) biyoinformatik aracitarafindan belirlenen,
tammmlanan proteinlerle iligkili yolaklar, regiilator proteinler, molekiiler-hiicresel
fonksiyonlar ve fonksyonel aglar

Korteks

Hipokampus

Serebellum

Ortak

Yolaklar

Clathrin-mediated
Endocytosis Signaling

Ephrin B Signaling
Superpathway of
Geranylgeranyldiphosphate
Biosynthesis | (via
Mevalonate)

Integrin Signaling

Molecular Mechanisms of

Huntington's Disease
Signaling

Netrin Signaling

Molecular Mechanisms of
Cancer

MevalonatePathway |

Signaling by Rho Family

2-ketoglutarate Dehydrogenase
Complex

AMPK Signaling

Role of BRCAL in DNA Damage
Response

Dopamine-DARPP32 Feedback
in cAMP Signaling

TCACycle Il (Eukaryotic)

CNTF Signaling

Acyl-CoA Hydrolysis

AMPK Signaling

Huntington's Disease
Signaling

Protein Ubiquitination

Cancer GT Pases Pathway
= MAPT TP53 ERBB2 IL4
= PSEN1 SGPL1 MKNK1 estrogen receptor
= & | APP miR-142-3p suz12 SLC4A5
g FMR1 Sos MAPT CHCHD4
~ MKNK1 MYC PARK2 SNRPE

Cellular Assembly and

Cellular Assembly and

Cellular Assembly and

Development and Function,
Tissue Morphology, Cellular
Assembly and Organization

Cell Death and Survival,
Neurological Disease,
Organismal Injury and
Abnormalities

Cancer, Organismal Injury
and Abnormalities, Renal
and Urological Disease

Cell Cycle, Nervous
System Development and
Function, Skeletal and
Muscular System
Development and
Function

Neurological Disease, Cell
Morphology, Nervous System
Development and Function

Cell Cycle, Cell Death and
Survival, Organismal Survival

3z L ~ A L
3 Organization Organization Organization Cell Morphology
5. Cellular Function and Cellular Function and Cellular Assembly and
'E ‘—; Cellular Movement Maintenance Maintenance Organization
2 2 [ Cell-To-Cell Signalingand Cell-T o-Cell Signalingand Cellular Function and
> . . .
5 £ | Interaction Interaction Cell Morphology Maintenance
= C
'g 2 | CellMorphology Cell Morphology Cell Cycle Cellular Development
S . Cellular Growth and
= Cellular Development Cellular Developmen Carbohydrate Metabolism proliferation
Cardiovascular System
Cell-T o-Cell Signaling and Cellular Development, Development and Function,
Interaction, Nervous System  Cellular Grow th and Hematological System Cancer, Cellular Development,
. - - . Cellular Growth and
Development and Function, Proliferation, Development and Function, Proliferation
Cellular Development Carbohydrate Metabolism DNA Replication,
Recombination, and Repair
Hereditary Disorder, Cellular Assembly and
Neurological Disease, Eﬂ/g}gﬁ %i}%?é mental Organization, Cell Cycle, Cell Morphology, Cellular
Organismal Injury and . ’ P Digestive System Compromise, Cancer
" Disorder .
Abnormalities Development and Function
Cell Morphology, Cellular . Organ Development, Skeletal
E Assembly and Organization, ﬁ?:;ioaugrggseggé s and Muscular System
’ft" Cellular Function and Cancer ' Development and Function,
Maintenance Nucleic Acid Metabolism
Nervous System
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Extracellular Space

Cytoplasm

7 Cytokine/Growth Factor
© Enzyme

() Group/Complex

% Kinase

<_ Peptidase

(] Transcription Regulator

AY
v

\

\
\
¥

Serpina: .des others)
%/ Transmembrane Receptor
'/ Transporter /
() Other
— Relationship
—— Relationship

Golors:

®  Up-Regulated

= Down-Regulated
O Inflamation Related

Sekil 6.3: Tiim bodlgelerde goriilen proteinlerin IPAya gore 6nde gelen fonksiyonel agi ile
inflamasyon yolag1 arasmdaki iligki.

6.2.Hiicre Kiiltiirii

Korteks, hipokampus ve serebellum Kkiiltiirlerinin - 48.saatte alman aydmlk alan

gorilintiileri lizerinden yapilan norit saymmda, ti¢ bolgede de norit sayismm 5XFAD
farelerde LM’lere oranla arttigi tespit edildi (Resim 6.2).
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Korteks

Hipokampus

Serebellum

5XFAD = LM

Norit \ Néron orani
‘OdOdO‘O_O_—A R il
ONPDROOCON DA
OCOOOOOOOO

Resim 6.2: Korteks, hipokampus ve

serebellum primer hiicre kiiltiirti goriintiileri
(Yesil;Tubulin, Mavi;DAPI) (Yukarida) ve
ndron basma ortalama norit oranlar1 grafigi

(Solda) (*; p<0,05)



6.3.Western Blot

Western blot yontemiyle korteks, hipokampus ve serebellum bdlgelerinde, literatiirde

az miktarda artismn ndronlarda dendrit uzamasmt ve dallanmasmi arttirdig

belirlenen APP proteinin ekspresyon degisimi de incelendi. 3 bdolgede de APP

ekspresyonunun arttig1 belirlendi  (Sekil 6.4).

Ks Hp Sb
- = ..

APP s W s " w—
B-Actin men M W e

Ks Hp Sb
- e .
Cdk-5 " = G
B-ACHN  w— — — — — S—

APP Cdk-5
m5XFAD mLM m5XFAD mLM
25.00 20.00
18.00
20.00 16.00
14,00
15.00 12.00
10.00
10.00 8,00
6.00
5.00 4.00
2.00
0.00 0,00
o & & > K &
K N N N
& ¢F & & & &
& & N &
& ? & ®
Ks Hp Sb Ks Hp Sb
[T - T .
mTOR G MM . s B W HSPI0 — e e e e
B-ACHN  — — — — — — B-ACHn = — - — ——
mTOR HSP-70
m5XFAD mlM m5XFAD sLM
35.00 20,00
18.00
30,00 16.00
25.00 14.00
12.00
20,00 10.00
15.00 8.00
10,00 288
0.00 _— 0.00
N N & N & &
2 Q W™ & K N
& « oA & & £
s & o &

Sekil 6.4: APP,HSP70, mTOR ve Cdk-5 proteinlerinin western blot goriintiisii ve analizi
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IPA analizlerine gore, 3 beyin bolgesinde tanmlanan proteinlere gore degisim
beklenen yolaklarda bulundugu gorilen protemler; HSP70, mTOR ve Cdk-5 i¢in
western blot analizi yapimistr (Sekil 6.4). HSP70’in proteomiks verilerine paralel
bir sekide S5XFAD korteks ve serebellumunda azaldigi, hipokampusiinde verilerin
aksine arttigi tespit edilmisti. Proteomiks analizlerinde SXFAD farelerde 3 bolgede
de azaldig gozlenen mTOR’un western blot sonuglar; korteks ve serebellumda artist
ve hipokampuste azals1 goriimiistir. SXFAD korteks ve hipokampusiinde arttigt
proteomiks verilerince gosterilen Cdk-5’m ise korteks ve serebellumda artip

hipokampuste azaldig1 goriilmiistiir.

6.4.Immunohistokimyasal Analiz

Uc bolgede ortak degisim gosteren proteinlerin regiilatérii oldugu belirlenen I1L-4
proteininin  ekspresyon miktar1 sagital beyin Kesitleri {izerinde immunohistokimya
yontemiyle incelendi ve LM farelerin hipokampuslerimnin CA1 bdlgesinde 1L-4
miktarinin daha az oldugu tespit edildi (Resim 6.3).

6.5.Tammlanan Proteinlerin Bibliyografik Taramasi

Proteomiks c¢alismasiyla tanmmlanan ve istatistiksel olarak anlamh secilen proteinler
icin yapilan bibliyografik taramada postmortem AH proteomiks cahsmalartyla
kortekste 22, hipokampuste 3, serebellumda 1 ortak proten tammlandidr; transgenik
fare modellerinin hastalign ilerleyen evrelerinde alman beyin dokulartyla yapilan
proteomiks c¢ahsmalarla kortekste 10, hipokampuste 3 ortak protein tanmmlandig
tespit edildi (Tablo 6.3). Bu proteinlerden 18’inin; hiicre morfolojisi, hiicresel yap1
ve organizasyon, hiicresel biiylime ve ¢cogalma gibi islevlerle iliskili oldugu gortldii.
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IL-4 (Hipokampus)
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Resim 6.3: 5XFAD ve LM farelerin sagital beyin kesitlerinde IL-4 proteininin 10X objektif
ile tiim kesit, 63X objektif ile hipokampus bdlgesi ve ayni bolgenin cresyl boyamasi
yapilmis goriintiisii
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7. TARTISMA VE SONUC

AH, wvakalarm %95’mi 60°h yaslarda ortaya c¢ikan ge¢ baslangich formun
olusturdugu, yasa bagh bir norodejeneratif hastahktwr. Hastalkk semptomlart her ne
kadar ilerleyen yaslarda ortaya cikiyor olsa da, beyindeki degigimlerin onlarca yil
onceden basladig bilinmektedir. Ayrica, bu degisimler tim beyne hikkmetmek yerine
korteks ve hipokampus gbi belirli bolgelerde gorilmeye baslar ve yayilr.
Literatirde transgenik fare modellerinde hastahgn erken donemlerini hedef alan
birgok proteomiks c¢alismasi bulimmaktadr Lv et al. (80), Hartl et al. (81), Shin et al.
(84), Rhein et al. (90), Chang et al. (93), Chou et al. (94), Sun et al. (95), Walls et al.
(96), Yang et al. (97). Bu arastrmada, S5XFAD transgenik fare modelinde dogumu
takip eden 24 saat igerisinde, beynin Ui¢c bolgesini (korteks, hipokampus ve
serebellum) hedef alan bir proteomiks cahsmasi yapinustr. Oldukca sastict bir
sekilde, protein ekspresyon profilinde, Ozellkle literatirde bulunan dier erken
donem c¢ahsmalarma kiyasla, biiyik bir degisim gozlenmistir. Ek olarak, neonatal
SXFAD fare beyin proteomunun, literatirde g0sterilen postmortem insan AH
proteomuna benzerlik gosterdigi tespit edilmistir Andreev et al. (79), Lv et al. (80),
Hartl et al. (81), Minjarez et al. (82), Musunuri et al. (83), Shin et al. (84), Sizova et
al. (85), Tsuji et al. (86), Martin et al. (87), Zahid et al. (88), Sultana et al. (91),
Manavalan et al. (92). Sonuglar ayrica, ekspresyon modelinde bdolgesel farkliliklar
oldugunu da dogrulamustr. Protein ekspresyon degisimi AH patolojisinin merkezi
olarak bilinen korteks ve hipokampuste yogunlasmis, AH’ndan ¢ok daha az
etkilendigi  bilinen serebellumda en az degisim goriimiistir. Uc bolge icin
gerceklestirdigim primer hiicre kiiltiirii  gOriintiileri tim bolgelerde norit sayismda
artls oldugunu gostermistir. Western blot cahsmasi, diisik ve toksik sayimayacak
diizeylerde uygulandiginda ndrit sayismm ve dallanmasm artrdi@i bilinen APP’nin
artisma yonelk tahminin dogrulugunu onaylamustr Salinero et al. (98), Susen et al.
(99). Hastaligm bu kadar erken donemlerinde bu derece ciddi degisimlerin goriilmesi
akla; AH'nn dogum kadar erken bir donemde var olup, bazn mekanizmalarla
susturulup gizli bir periyoda girerek, beynin hasara daha agik oldugu yashlikta tekrar
ortaya c¢ikiyor olabilecegini getirmistir. Bu durumda AH’nda infant donemin yaghhk

doneminin bir modeli sayilabilecegi soylenebilir.
42



Norodejeneratif  hastalklar, patolojiden etkilenen fonksiyonel beyin  bdolgesini
yansitan semptomlar gosteri. AHnda ik semptom, hipokampus ve entorhinal
korteks bozuklugunu vyanstr sekilde hafiza kaybidr. Hastaligm bir sonraki
asamasmda, patolojinin korteks boyunca yayihmma paralel sekilde okuma, nesneleri
tanmma ve karar verme gibi bilissel gorevleri gerceklestirmek zorlasr. Son asamada,
beyne yaylmis atrofi dil becerilerinde, temel motor becerilerde kayba ve karakter
degisimlerine sebep olur. Baz vakalarda hastaligm ilerleyen ddnemlerinde,
serebellum hasarma bagh olarak sizofreni olusumu da tespit edilmistir. Elde ettigim
verilerde  korteks, hipokampus ve serebellumdaki molekiller degisimin farkh
yolaklarla iligkilendirilse de, bu bolgelerde degismesi beklenen hiicresel ve
molekiiler fonksiyonlar benzerlk gostermistir. IPA tarafindan her bir bolge i¢cin
sunulan ik on hiicresel fonksiyon incelendiginde, dort fonksiyonun tiim bolgelerde
ortak oldugu gorinmiistir. AHndan birincil olarak etkilenen korteks ve hipokampus
aralarmdaki dogrudan noronal etkilesimn de etkisiyle protein ekspresyon
modellerine ek olarak fonksiyonel degisimlerinde de daha ¢ok ortaklk tagmaktadir.
Ote yandan serebellum, hastalktan en ge¢ ve en az etkilenen beyin bdlgesi,
yenidogan 5XFAD beyninde en az degisim gOstermistir.

5XFAD fare modeli agr AP toksisitesi gorilen ve erken baslangic gosteren bir
model olarak bilinir Oakley et al. (70). Beyinde fonksiyonel bozukluga sebebiyet
veren patoloji NFYlardr ve bu fare modelinde NFY oluisumu ve yayilimu goriilmez;
ancak sinaptik kayp ve bilisgsel zayiflamaya bundan bagmmsiz olarak rastlanr Eimer
et al. (73), Jawhar et al. (74). Ayrica bazi ¢alismalarda AHnda hafiza kayplarmmn
norit kaybma degil de ndronal baglantmm degismesine bagh oldugu yorumlamasi
yapimistr. Bu ¢alsmada yapilan IPA analizine gore, korteks ve hipokampusteki
molekiiler degisim  hiicreler-aras1  etkilesimi  ve hiicre morfolojisini  degistirir
niteliktedir. Bu fonksiyonlardaki degisim yash AH beyninde goriilecek —sinaptik
kayp ve atrofinin olusmasi i¢in altyapir olusturuyor olabilir.

AH senil plak patolojisinin temel toksik elementi A olsa da, birgok in-vitro c¢alisma,
distik konsantrasyonlardaki kiimelenmis AP, AP-40-42 dahil AP fibrileri, ve soliibl

APP’nin ndrit uzamasm ve dallanmasmi arttrdigmi gostermistir Salinero et al. (98),

43



Susen et al. (99). APP aym zamanda yetiskin ve gelisim asamasmdaki beyinde akson
yonlenmesini  etkileyen, bagmmsiz ¢alsan hiicre adezyon molekiiii olarak
tammlanmustr  Zheng et al. (100). APP’nin néronal devre gelisimindeki kritik roline
ek olarak, noronal hasar sonrasi reaktif glialarda ekspresyonu artmaktadw. IPA
analizlerinde 5XFAD proteomundaki degisimlerin isaret ettigi hiicre morfolojisi,
hiicresel hareket, hiicresel olusum ve organizasyon farkhhiklarmi incelemek igin,
primer hiicre Kkiiltiri yapildi. Deney sonucunda 5XFDA korteks, hipokampus ve
serebellum kiiltiirlerinde ndrit sayisnda artisa rastlandi.  Bunun sebebinin  fare
modelinde goriilen ancak toksik diizeylere ulasamamis miktarda bulunan APP ve AP
artist oldugunu diisiindiim. Bunu dogrulamak amaciyla yaptigim western blot sonucu
tic beyin bolgesinde de APP ekspresyonunun arttigmi gosterdi. Bu sonuglar 1siginda,
neonatal 1.giin gbi erken bir donemde bile SXFAD fare beyninde, hiicresel yapida
gozlemlenebilir degisikliklere sebep olacak kadar ciddi bir molekiiler doniisiim
oldugu sdylenebilir.

Noroinflamasyon AH’nn yaylmasmda Onemli bir etken olarak goriilmektedir.
Olusan hasara ve AP toksisitesine savunma amach bir tepki olarak baslayan glial
aktivasyon kroniklesti¥i zaman zararh bir hal almaktadr. Literatirde IL-4’iin
APP/PS1 transgenik fare modelinde mikroglial aktivasyonu indikleyerek ¢oziilir ve
¢oziilmez formlardaki AP miktarmi azalttigy gosterimistir Latta et al. (101). Elde
ettigim verilerde, tim boélgelerde ortak degisim gosteren protenlern ana regiilatorii
IPA tarafindan IL-4 olarak belirlenmisti. Bu proteinlerin  olusturdugu ana
fonksiyonel ag ile inflamasyon yolag birlestirildiginde, iki gruptaki proteinler
cakismasa da aralarmda direkt ve dolayh baglantilar oldugu goriilmiistir. Bu durum,
kullandigmiz fare modelinde artmasm bekledigimiz AP miktarma yonelk savunma
mekanizmasmn  IL-4  Onderliginde aktiflestiginin ~ gOstergesi olabilir. Tammlanan
proteinler listesinde yer almayan IL-4 proteininin ekspresyonunda bir degisim olup
olmadigim gérmek amacgh yaptiZim mmmunohistokimyasal analiz sonuglart SXFAD
hipokampusin CA1 bolgesinde IL-4 miktarmda artis oldugunu gostermistir. Ancak
elde edilen immunohistokimya sonucu kantitatif olmadigndan, farklh deneylerle
veriyi desteklemek ve yorumlamak daha dogru olacaktir.



Literatirde kaydedilen AH insan beyin dokulari ve transgenik fare modellerinin geg,
semptomatikk donemde alman beyin dokularmdan yapilan proteomikss cahsmalarmda
anlamh degisim gosterdigi belirtilen proteinlerden 37 tanesi bu cahsmayla ortaktr ve
bu ortak proteinlerin 25 tanesi aym yonde degisim gosterir. Tim ortak proteinlerden
18 tanesi IPA analizlerine gbre hiicre morfolojisi, hiicresel olusum ve organizasyon
ile iligkilidir. Literatiirde AHnm gelismekte oldugu pre-semptomatik doneme yonelik
yapilan caligmalarda, yas ilerledikce saglkh beyin proteomu ie AH beyni proteomu
arasindaki fark artmaktadwr. Sasmtict olarak, cahsmada elde edilen yeni-dogan AH
verisi, pre-semptomatikk donemden ¢ok semptomatk donem ve postmortem
calymalarma  benzerlk  gOstermektedir.  Yeni-doganda,  hastahigm ilerleyen
donemleriyle biiylik benzerlik gosteren molekiiler ve morfolojik degisimlerin uzunca
bir siire patoloji ya da semptoma sebep olmamasmmn sebebi gordiigimiiz
degisimlerin aym anda hem =zarar verici, hem koruyucu mekanizmalari tetiklemesi
olarak  degerlendirilebilir. Bu mekanizmalarm birlkte aktif olmasi hastalign
susturuldugu bir denge donemine girmesini saghyor olabilir. Bu denge; yaslanmayla
artan DNA hasari, oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon, protein birikimleri ve
proteoliz sistemi bozukluklar1 yiikiiyle bozuluyor ve hastalk galip gelir olabilir.

Sonu¢ olarak, bu calgmada sundugumuz veriler ve Onceki calismalar gosteriyor ki,
AH patogenezini daha iyi anlamak i¢cin erken donem molekiiler mekanizmalarmm
ortaya ¢ikarmak bliylkk Onem tagwr. Neonatal donemin yaghhk donemi igin uygun bir
model olusturup olusturmadig ek cahsmalarla arastriimahdr. Ayrica, yukarida
belirtilen benzerliklerin tam, ila¢c gelistrme ve tedavi gibi klink uygulamalara

uygunlugu incelenmelidir.
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10.ETiK KURUL ONAYI

T
¥-:¢ MEDIPO
T UNV #8 T.C.
; ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI

. HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU BASKANLE_I' i

Say1 : 38828770-604.01.01-E.708 14/01/2016
Komu : Etik Kurulu Karan

Saym Yrd. Do¢. Dr. Ahmet Tarik BAYKAL

Universitemizin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna yapmis oldugunuz “Yeni
dogan AlzheimerTransgenik Fare Modelinde Fakh Beyin Bolgelerinde Protein Profil
Degisimlerinin Incelenmesi” isimli bagvurunuz incelenmis olup, etik kurulu karar ekte
sunulmusgtur.

Bilgilerinize rica ederim.
Dog. Dr. Hanefi OZBEK

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK) Baskani

EK:
-Karar Formu (1 sayfa)

Bu belge 5070 sayih e-Imza Kanununa gére Doc. Dr. Hanefi OZBEK tarafindan 14.01.2016 tarthinde e-imzalannugur,
Dogrulama Kodu: hltp://cbys.mcdipul.cdu,Ir/e-lmzafconﬁrlm\lionCochocumeanicwer.aspx'.’Codc=B()5'l2EBOX/\
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iSTANBUL MEDiIPOL UNIVERSITESI,

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU (IMU-HADYEK)

ETiK KURULU KARARI

Toplanti Tarihi

Karar No iigi Proje Yiiriitiiciisii

13/01/2016

08

Yrd. Dog. Dr. Ahmet Tarik Baykal

“Yeni dogan AlzheimerTransgenik Fare Modelinde Fakli Beyin Bélgelerinde Protein Profil

Degisimlerinin Incelenmesi” baglikli bilimse! aragtirma Etik Kurulumuzda goriistilmis olup,

¢alismanin etik kurallara uygun olduguna “oybirligi” ile karar verilmisgtir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: Aralik 2015-Haziran 2016

GOREVI ADI SOYADI AMZA
Bagkan Dog. Dr. Hanefi OZBEK J 7
4 2 2

Uye Prof. Dr. Ulkan KILIC W
Uye Prof. Dr. Mustafa QZTURK /
Uye Yrd. Dog. Dr. H. Emir YUZBASIOGLU
Uye Yrd. Dog. Dr. Sine Ozmen TOGAY Q&J@M
Uye Yrd. Dog. Dr. Mehmet Yalgin GUNAL -
Xy ‘
Uye Taha KELESTEMUR /Z‘ W
Uye Ozge Seyda DURGUT
Uye Fahriye SENBAHCE
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11.0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad Aigse Rumeysa Soyadi Mazi

Dogum Yeri | iskenderun Dogum Tarihi 31/07/1992
Uyrugu Tiirk TC Kimlik No 23647912802
E-mail rumeysa.mazi@gmail.com Tel 0538 505 9898

Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurum Mezuniyet Yili
Dok tora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans Istanbul Medipol Universitesi 2016
Lisans Fatih Universitesi 2014
Lise Asfa Arda Asalet Lisesi 2010
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire
1. Proje Asistan1 Acibadem Universitesi 2015-2016
2. Aragtirmact Istanbul M edip ol Universitesi REM ER 2014-2015
3. Ogretim Asistani Fatih Universitesi 2013-2014
4. Stajyer Katip Celebi Egitim ve Arastirma Hastanesi 2013
5. Stajyer Sifa Universitesi Bornova Saglik Uy gulama ve Arastirma M erkezi 2012

Yabanci Dil Sinav Notu

TOEFL TOEFL TOEFL
KPDS | YDS IELTS BT PBT CBT FCE CAE CPE
96
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES 87,85871 88,62270 74,59932

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma Becerisi
Microsoft Office Cok iyi

C Programlama Dili Orta

Java Programlama Dili Orta

Phyton Programlama Dili Orta

Solidworks Orta

MATLAB Orta

PyMOL Iyi

Vector NTI Iyi

80




