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1.0ZET

Norodejeneratif Mekanizmalarin Mitokondriyal Disfonksiyon Hiicre Modellerinde

Proteomik Yontemlerle Arastirilmasi

Amac: Sivi kromatografisi ve ardisik kiitle spektrometresi ile peptit temelli diferansiyel
proteomik yontem kullanilarak norodejeneratif hastaliklara ait mekanizmalari
aydmlatmaya ¢aligmak.

Yontem: SH-SYSY noroblastoma hiicreleri, elektron tasima zincirlerindeki 5 adet
kompleksin her birine 6zgli norotoksinler (MPTP, 3-NP, Soydum azit, Antimisin A ve
Oligomisin) ile etkilestirilip, LC-MS" temelli bottom-up etiketsiz diferansiyel proteomik
yontemi ile protein ifade farkliliklar1 analiz edildi. Protein ekstraksiyonu sonrasinda elde
edilen triptik peptitler, ters fazda nano akis sivi kromatografisi ile ayristirildi. Kiitle
spektrometresinde gercgeklestirilen MS deneyi ile peptitler kantitatif olarak ol¢iildii ve
ardindan gerceklestirilen MS/MS deneyleriyle peptitler parcalanarak amino asit dizileri
tanimlanda.

Bulgular: 380 adet protein yliksek giivenirlilikte tanimland1 ve mutlak miktarlar1 6l¢iildii.
Tanimlanan proteinler, biyolojik siire¢, molekiiler fonksiyon ve hiicresel yerlesimlerine
gore simiflandirilarak, her hiicre modeline 6zgi, enerji metabolizmasinda, stres cevabinda
ve regiilasyonlarda degisim oldugu gozlendi.

Sonu¢: Norotoksine maruz birakilan SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri, in-vitro
mitokondriyal disfonksiyon modeli olarak uygundur. LC-MS/MS, protein ekspresyon
degisimlerini gostermek ve norodejeneratif mekanizmalarin anlasilabilmesi i¢in
basvurulacak giiclii bir yontemdir. Mitokondriyal disfonksiyon, ETS nin bloke edilmesiyle
baslamis olsa da farkli kompleks inhibisyonlar1 sonucunda gruplar arasinda farklilik
gozlemlenmistir. Miktar bakimindan degisimlerini gordiigiimiiz; alfa-enolaz, gama-enolaz,
gliseraldehit-3fosfat dehidrogenaz, 14-3-3 proteinleri, profilin-1, acil-CoA dehidrogenaz,
DJ-1, malat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz, uzama faktorii proteinleri ve hiicre iskeleti

proteinleri norodejenerasyonla baglantili olabilir ve biyobelirteg olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: nanoUPLC-ESI-qTOF, Shotgun proteomik, Norodejenerasyon



2. ABSTRACT

Differential Protein Expression Analysis of Mitochondrial Dysfunction Cell Models to

Understand Neurodegenerative Mechanisms

Aim: Understand neurodegenerative mechanisms with a method based on liquid

chromatography and mass spectrometry, a bottom-up label free diferential proteomics.

Method: LC-MS* based bottom-up, label-free differential proteomics expression analysis
was applied to electron transport complex specific neurotoxin (MPTP, 3-NP, Azide,
Antimycin A and Oligomycin) induced neuroblastoma cells to determine protein
expression differences. The generated tryptic peptides were fractionated by nano
chromatography and amino acid sequences for the identification and absolute

quantification was achieved by the MS and MS/MS experiments.

Results: 380 protein identifications were achieved and absolute amounts were quantified.
Automated classification of identified proteins based on biological processes, molecular
function and cellular compartmentation showed that there were cell model specific
alterations in pathways related to energy metabolism, stress response, regulation, and some

others.

Conclusions: Neurotoxin treated SH-SYSY neuroblastoma cells are viable in-vitro
mitochondrial dysfunction models to study neurodegeneration. LC-MS/MS is a powerfull
method to quantify protein expression changes and can help understand pathways involved
in neurodegenerative mechanisms. Although mitochondiral dysfunction generated by
inhibiting ETC, different ETC complex inhibitions cause a differentiation between groups.
Alpha-enolase, gama enolase, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 14-3-3 proteins,
acyl-CoA dehydrogenase, DJ-1, malate dehydrogenase, lactate dehydrogenase, elongation
factors and cytockeletal proteins showed alterations that we think that may be involved in

neurodegeneration. These proteins also can be considered as biomarkers.

Key Words: nanoUPLC-ESI-qTOF, Shotgun proteomics, Neurodegeneration
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IPA: Ingeunity Pathway Analysis
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1. GIRiS

Tiptaki ilerlemelere ve yasam seviyesindeki gelismelere paralel olarak ortalama
yasam siireleri uzamaktadir (Wanjek, 2002). Artan yash nufiisii ile beraber daha ileri
yaslarda kendini gosteren norodejeneratif hastaliklar daha biiyiik kesimleri etkilemekte ve
iilkelerin ekonomisine daha fazla oranda yiik bindirmektedir. Diinya saglik Orgiitiiniin
verilerine gore sadece Alzheimer hastalig1 bile diinya ¢apinda 24 milyondan fazla kisiyi
etkilemektedir ve 2050 yilinda her 85 kisiden birine AH teshisi konulacagi tahmin
edilmektedir. 65 yas {istii norodejeneratif hastaliklarin prevelansmin ciddi oranlarda artig
gosterecegi diisiiniilmektedir (Montine, 2011).

Norodejeneratif hastaliklarin 600’den fazla ¢esidi bulunmaktadir ve ayn1 anda birden
fazla dejeneratif bozukluk birden goriilebilmektedir (Uitti et al., 1995; Feany et al., 1996:
Kurosinski et al, 2002). Ornek olarak Alzheimer hastalarinda, Parkinson hastalig:
semptomlar1 da saptanabilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklar; genetik mutasyonlar, cevresel faktorler, metabolik
bozukluklar gibi bircok etkenden kaylaklanabilmektedir. Cok karmasik hiicresel
mekanizmalarin rol oynadigi bu tiir hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek etkin
tedaviler heniiz gelistirilememistir. Ozellikle erken teshisinin yapilip, dejenerasyonun
gelisimini durdurabilecek yontemler bilinmemektedir. Sadece ortaya ¢ikan semptomlari
bertaraf edebilecek ilaclar kullanilmaktadir (Pleasure, 2010).

Gliniimiizde norodejenerasyonun tedavisinin heniliz olmamasinin nedeni karmasik
mekanizmalarin tamamiyla aydinlatilamamasidir. Bu nedenle de hiicresel yolaklarda
meydana gelen degisikliklerin haritalanmasi ve aydinlatilmas1 gerekmektedir. Son on yil
icerisinde Alzmeimer, Parkinson ve Huntington gibi hastaliklarin ¢alisilmasi i¢in, gerek in-
vitro gerekse de klinik 6rnekler kullanilarak bircok proteomik ¢alisma gergeklestirilmistir.
Bu calismalarda farkli protein ifade farkliliklar1 gosterilmistir. Giiniimiize dek yapilan
calismalarda 2D-Jel elektroforez olarak bilinen proteomik yaklasim, yontemin
ucuzlugundan dolay1 tercih edilmis fakat bu yaklasimda yeterli sayida protein tanimlamas1
gerceklestirilememistir. Ozelikle, istatistiksel olarak anlamli protein ifade farkliliklarinin
gosterilmesinde yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte biiylik 6rnek gruplarinin analizinde
pratik olmaktan ¢ikisi, uygulanabilirliligini imkansiz kilmaktadirr. Bu nedenle bu
calismamizda 2D-temelli proteomik yaklasim yerine LC-MS/MS temelli yaklasim
kullandik.



1.1. Amac¢ ve Kapsam

Norodejeneratif hastaliklar alaninda yapilan calismalarda belirtildigi tizere,
norodejenerasyona sebebiyet veren en Onemli etkenlerden biri mitokondriyal
bozukluklardir (Witte et al., 2010). Alzheimer hastaliginda mitokondriyal kompleks IV de,
Parkinson hastaliginda kompleks I’de, Huntington hastaliginda ise kompleks II’de spesifik
bozunmalar belirlenmistir.

Bizim bu calismadaki amacimiz, hiicre modeli kullanarak olusturdugumuz
mitokondriyal bozukluklari, proteomik yaklasim kullanarak incelemek, karsilastirmak ve
anlamakti. Bu amagla, SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinin elektron tagima sistemindeki
(ETS) komplekslerini, bu komplekslere 6zgii inhibitorler ile inhibe ederek Alzheimer,
Parkinson ve Huntington hastaliginin mitokondriyal disfonksiyon hiicre modelerini iirettik.
Bu modellerde inhibisyon sonrasinda reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen
tiirleri (RNT) olusmakta ve ATP iiretimi azalmaktadir.

Gruplardaki proteomun belirlenmesi i¢in, olusturulan hiicre modellerinden total
protein Oziitleri hazirland1 ve protein ifade farkliliklar1 LC-ESI-qTOF-MS/MS yontemi ile
belirlendi. Norotoksin etkilesimi sonrasinda hangi yolaklarin etkilendigini ve tanimlanan
proteinlerin norodejenerasyondaki rollerini bulmak amaclandi. Elde edilen veriler
norodejeneratif hastaliklarin mekanizmalarini aydinlatabilmek i¢in kullanild.

1.2. Hipotezler

SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde ETS nin, komplekslere 6zgii nérotoksinler ile
bloke edilmesi sonucu oksidatif stres artmakta, apoptoz yolaklar1 ve protein katlanmasi
dahil bir¢ok sinyal iletisim yolag1 bu stresten etkilenmektedir. Inhibisyon sonucu hiicre igi
ATP sentezi de yavaslamaktadir. Bu durumla bas edebilmek i¢in hiicresel yolaklarda
farklilagsmalar baglamaktadir.

Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklarinin hepsinde mitokondriyal
bozukluklar goériilmektedir. Olusturdugumuz in-vitro mitokoindriyal disfonksiyon hiicre
modellerinin hepsinde oksidatif stres ETS nin bloke edilmesi ile olusmakta fakat oksidatif
stres sonrast olusan ROT ve RNT, farkli gruplarda farkli yolaklarin etkilenmesine neden
olmaktadir.

Yaptigimiz LC-MS/MS proteomik caligmalar1 ile hiicresel modellerdeki protein
ifade farkliliklarin1 analiz etmeyi, in-vitro ortamda tamimladigimiz proteinler ile
norodejeneratif hastaliklar arasindaki iliskiyi bulabilmeyi hedefledik.

Hipotezimize gore mitokondriyal disfonksiyon, ETS nin bloke edilmesi ile baslamis

olsa da elektron tagima sistemi bloklama ajanlar1 ile olusturulan gruplarin hiicresel
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mekanizmalarinda  farkli  degisimlere neden olabilecegi ve bu degisimlerin
norodejenerasyonda mitokondriyal disfonksiyonun farkli rollerini agiklamak igin
kullanilabilecegini varsaydik. Farkliliklarin kaynagi olan proteinleri tanimlamak i¢in LC-
MS/MS proteomik analizini uygun bir yontem olarak diisiindiik ve nérotoksin uygulanmis
SH-SYSY noroblastoma hiicrelerini, in-vifro mitokondriyal disfonksiyon modeli olarak,

norodejeneratif caligmalar icin tercih ettik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Norodejenerasyon, Norodejeneratif Hastahiklar ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Norodejenerasyon, ndronlarin yapisal ve fonksiyonel olarak islevlerini yitirmeye
baslayip, noron Oliimiiyle son bulan, ilerleyici sekilde devam eden bozukluklar icin
kullanilan bir terimdir. Alzheimer hastalig1 (AH), Parkinson hastaligi (PH) ve Huntington
hastalig1 (HH) gibi bir¢ok noérodejeneratif hastalik, bu norodejenerasyon siireci sonucu
olugsmaktadirlar. Arastirmalar arttik¢a, birbirinden farkli olarak seyreden bu hastaliklarin
hiicre alt1 diizeyde bir¢ok ortak noktaya sahip oldugu goriilmiistiir.

Cogu norodejeneratif hastalik néronal baglantilara, noronal esneklige ve hiicre
Olimii sinyal yolaklarina olumsuz etki eden yanlis katlanmis proteinlerin toplanmasiyla
karakterize edilebilir (Bence et al.,, 2001). PH’deki a-siniiklein ve Parkin; AH’deki
amiloid-p (AP) ve tau, dejenere olma halindeki beyinde, anormal olarak katlanmis protein
kiimelenmelerine Ornektir. PH’de sitoplazmada belirlenen, Lewy cisimcikleri denen
inkliizyonlar gozlemlenmistir. AH’li beyinlerde ise hiicre i¢cinde hiperfosforile olmus tau
iceren norofibriler yumaklar ile AP igeren hiicre dis1 plaklar bulunmaktadir. Diger protein
kiimelenmesi gozlemlenen hastaliklar HH, amyotrofik lateral skleroz ve prion hastaligi
olarak Ornek gosterilebilir. Bu hastaliklar, beyinde protein kiimelenmesi olarak ortaya
ciktigindan, ‘konformasyonal hastaliklar’ olarak da anilirlar (Kopido and Ron, 2000).

Proteinlerin yanls katlanmalar ve kiimelenmelerine temel olarak iki durum sebep
olabilir. Bunlardan birincisi hastalikla baglantili genlerden kodlanmis bir proteinde
meydana gelen mutasyonlardir. ikincisi ise sporadik durumlara sebebiyet veren, nitrozatif
ve oksidatif strese maruz kalmis olan proteinlerdeki translasyon sonrasi degisimlerdir
(Zaung ve Kaufman, 2006). Bundan dolay1 bir ndronda oksidatif ve nitrosatif strese neden
olacak durumlarin nérodejenerasyon mekanizmalarindan sorumlu oldugu diisliniilmekte ve
bu durumlarin olusum mekanizmasi heniiz tamamen aydinlatilamadigindan, calismalara
devam edilmektedir (Nakamura ve Lipton, 2009).

Noronlar metabolik olarak aktif hiicreler olduklarindan yiiksek miktarda enerji
ihtiyaci duyarlar. Mitokondri, oksidatif fosforilasyon ile adenin-tri-fosfat (ATP) sentezinde
gorev aldigindan dolayi, hiicreler i¢in enerji sentez merkezi olarak bilinir. Sadece enerji
sentez merkezi olmasindan ziyade; araci metabolizma, kalsiyum homeostazisi, hiicre
cogalmasi, hiicre biiylimesi ve apoptoz gibi bir¢ok hiicresel fonksiyon i¢in kritik dnemi
vardir (Han et al,, 2011). Mitokondriyal disfonksiyon siirecinde yukarida bahsedilen

hiicresel diizenler bozulur ve hiicre apoptotik ya da nekrotik yola girer.



Okaryotik hiicrelerde enerji, temel olarak organik bilesiklerin oksidatif
fosforilasyonu ile elde edilir. Oksidatif fosforilasyonun gerg¢eklesmesi i¢in mitokondrinin
i¢c zarmin iki tarafinda bir potansiyel fark olusturulmasi gerekir. Elektron tagima sistemi
(ETS), bu potansiyel farki NADH ve FADH,'nin verdigi yiiksek enerjili elektronlardan
aldig1 enerjiyle, protonlar1 (H') mitokondri matriksinden zarlar arasi bdlgeye tastyarak
saglar. ETS elemanlar1 5 tanedir; kompleks I, kompleks II, kompleks III, kompleks IV ve
kompleks V (Sekil 2.1). Bunlardan her hangi birinin ¢esitli sebepler sonucu inhibe olmasi
durumunda, mitokondriyal denge bozularak disfonksiyona ugrar. Ilerki boliimlerde de
bahsedilecegi tizere, farkli komplekslerin bozulmasi spesifik olarak belirli hastaliklarda

gozlemistir.
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Sekil 2.1. Elektron tasima sistemindeki kompleksler ( I, II, III, IV, V)

Birgok norodejeneratif hastalikta néron hasarina ve 6liimiine sebebiyet verebilecek
olay, ROT ve RNT’lerin asir1 miktarda olugmasidir (Emerit et al., 2004; Lin and Beal,
2006). Nitrik oksidin (NO) fazlaca iiretilmesinden kaynaklanan nitrozatif stres birikimi
noronal bozukluk ve Oliime sebebiyet veren potansiyel bir faktor olarak gorilmektedir
(Lipton, 2006). Su ana kadar ndrodejeneratif hastaliklar i¢in diisiiniilen en biiyiik risk
faktorii yaslanma olarak kabul edilmektedir (Evans et al., 1989). Yaslanma siirecinde
mitokondrinin, mitokondriyal DNA’daki (mtDNA) mutasyonlarin ve ROT’larin
birikimiyle, yaslanmaya en ¢ok katkida olan yapi oldugu diisiiniilmektedir. Beyindeki
sitokrom oksidaz aktivitesinin, yaslanmayla beraber biriken mtDNA’daki nokta
mutasyonlariyla ters orantili oldugunun bulunmasi da mitokondriyal bozukluk ve

norodejenerasyonun iligkili oldugunu gdsteren bir baska kanittir (Lin et al., 2002).



2.1.1. Alzheimer Hastalig1 ve Mitokondriyal Disfonksiyon

AH, ndronal hasar, bunama ve sonucunda da 6liim olan, yasa bagli olarak en yaygin
(Selkoe2001; Mattson 2004) ve en sik goriilen norodejeneratit hastaliktir. (Evans et al.,
1989). 1990’larmn basindan bu yana, AH’ nin bazi formlarmin, amiloid &nciil protein (AOP)
kodlayan gende, presenilin 1 ve 2’de veya apolipoprotein E’nin (apoE) bazi allellerinde
olusmus mutant genlerin kalitimiyla ortaya ¢iktigi bilinmektedir (Corder et al., 1993;
Goate et al, 1991). AB, AOP’nin B ve y sekretaz adi verilen bir grup enzim
kompleksleriyle ardisik kesilmeleri sonucu olusan proteolitik bir iiriindiir (Vassar et al
1999; Kimberly and Wolfe 2003). AH, temel olarak hidrofobik 40-42 aminoasit
uzunlugunda amiloid-beta peptidlerden olusan (AB) (Glenner and Wong 1984)
ekstraseliiler amiloid plaklariyla ve hiperfosforile tau proteinlerinin kiimelenmesi sonucu
olusan intraseliiler norofibriler diiglimler ile karakterizedir (Nukina and Ihara 1986). Bu
hastalikta neden néronal hiicre 6liimii oldugunu agiklayan birkag farkl teori vardir. Bunlar
arasinda en 6nemlisi kademeli amiloid hipotezidir (Hardy and Higgins 1992). Bu teoriye
gore, bozulmus AP metabolizmasi, AP peptid agregasyonunu tetikler ve sinaptik zarara,
norofibriler diigiimlere, inflamatuar cevaba, artmis oksidatif strese, hiicre Oliimiine ve
sonug olarak da AH’ye neden olur. Fakat bu fikir daha sonralar1 farklilasmistir. Ozellikle,
gittikge artan c¢aligmalarin sunduklarma gore, AH’nin 1yi tamimlanmis ndropatolojik
semptomlarinin yaninda, Ca homeostazisinin bozulmasi, Af’larin salgi yolaklarinda
birikmesi, mitokondriyal disfonksiyona neden olan mitokondride AP varligi ve artmis
reaktif oksijen tiirleri gibi intraseliiler lezyonlarla baglantili olduguna inanilmaktadir
(Manfredi and Beal 2000; Gouras et al. 2005; Reddy and Beal 2005;
Anandatheerthavarada and Devi 2007; Reddy and Beal 2008). ATP {ireten ve hiicre
oliimiinde anahtar diizenleyici olan mitokondri, bu yiizden AH ile iliskilendirilmistir. Iki
mitokondriyal protein olan Ap-binding alkol dehidrogenaz ve siklofilin D’nin bu
norodejeneratif hastalikla baglantili oldugu savunulmustur (Lustbader et al. 2004; Du et al.
2008).

Beynin, norotransmisyon i¢in yiiksek miktarda enerjiye ihtiyaci vardir. Bu yiizden
mitokondriler sinapslarda, enerji iiretim amaciyla ¢ok miktarda bulunmaktadir. Mitokondri
sayllarinda azalma ve azalmis enerji metabolizmasi1 da AH’li beyinlerde en erken teshis
edilen bozulmalardir (Hirai et al. 2001; Mosconi et al. 2005). AH’li kisilerin beyinlerinde
frontal ve temporal loblardaki piruvat dehidrogenaz ve alpa-ketoglutarat dehidrogenazin
azalmig aktivitesi gosterilmistir (Sorbi et al. 1983; Gibson et al. 1998). Ayrica elektron

transfer zincirindeki sitokrom c oksidazin da aktivitesinin AH tasiyan beyinlerde azaldigi
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gosterilmistir (Kish et al., 1999). Tim enzimlerin fonksiyonlarinin AP varliginda
bozunmaya ugramasindan dolayi, kademeli amiloid teorisi ve mitokondriyal disfonksiyon
arasinda bir iligki oldugu 6nerilmistir (Casley et al., 2002).

Proteomik ¢alismalarda hem AOP hem de tau islenmesinde, konformasyonal
degisimleri katalizleyen bir protein olan prolil izomeraz PIN1’in oksidatif strese karsi
hassas bir molekiil oldugu bulunmustur (Pastorino et al., 2006). Oksidatif hasarin hem AH
biyobelirteci oldugu hem de AP toksisitesinde rol oynadig1 belirlenmistir. AH kaynakli
bunamaya iliskin in-vivo g¢aligmalarda beynin belli bdlgelerinde metabolizmal diisiis
goriilmiis (Minoshima et al., 1997; Vander Borght et al., 1997), Olim sonrasi
incelemelerde ise mitokondriyal enzim aktivitelerinde bozukluk gosterilmistir (Gibson et
al., 1998). AH hastalarinin beyin ve diger bazi organlarindan aliman mtDNA’nin, mtDNA
bulundurmayan hiicre hattina transferiyle olusan hibridlerde, solunum enzimlerinin
aktivitelerinde diislis goriilmesi, mitokondriyal disfonksiyonun AH’de 6nemli bir role
sahip oldugunun bir bagka kanit1 olmustur (Ito et al., 1999).
2.1.1.1. Alzheimer Hastah@inda Mitokondriyal Disfonksiyon Modeli: Sodyum Azit

Insan beyni iizerinde yapilan ilk otopsi ¢calismalarinda, AH olan kisilerin parietal ve
temporal kortekslerinden alinan Orneklerde, piruvat dehidrogenaz kompleksinde bir
bozukluk oldugu goriilmiistiir (Perry et al., 1980). Yine ayn1 bdlgelerde yapilan baska bir
calismada Krebs dongiisiindeki a-ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesinde diisiis
gozlemlenmistir (Gibson et al., 1998; Blass and Brown, 2000). AH’de gdzlemlenen en
tutarli bozukluklardan biri ise elektron tasima zincirinde tasiyict olan sitokrom c¢
oksidaz’da (COX) goriilen bozukluktur (Castellani et al., 2002).

Sodyum azit’in mitokondriyal enerji sentezinde bozukluga ve néron dliimiine sebep
oldugu bilinmektedir (Zhang et al., 2000). Sodyum azitin, ETS kompleksinde se¢ici olarak
COX iizerinde (Kompleks IV) inhibisyon etkisinin oldugu da kanitlanmistir (Bennett et al,
2002). AH’li kisiler ve normal yash bireyler arasinda, kompleks I+II, kompleks II+III,
komleks IV, siikkinat dehidrogenaz ve sitrat sentaz; frontal korteks, temporal korteks,
hipokampiis ve serebellumda karsilastirilmig, en belirgin sonu¢ COX aktivitesindeki diisiis
olarak belirlenmis ve anatomik spesifite goriilmiistiir. Diger komplekslerde ciddi bir
degisim gozlenmemistir (Maurer et al., 2000). Bu da sodyum azit’in AH modeli olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. COX inhibisyonlu AH hayvan modelleri yapilarak
da bu fikrin gecerliligi gosterilmistir (Bennett et al., 1992).



2.1.2. Parkinson Hastahg ve Mitokondriyal Disfonksiyon

PH en sik goriilen ikinci nérodejeneratif hastaliktir ve 60 yas istiindeki kisilerin
~%1’1n1 etkiler (Abou-Sleiman, 2006). Diinyada yaklagik 6 milyon insanin PH’li oldugu
bilinmekte ve bu rakama her yil 100000-150000 kisi eklenmektedir (Kasap ve Akpmar,
2011). Hastaligin goriinimii ilerleyici bir hareket kayb1 seklindedir. Hastalik klinik olarak;
rijidite (sertlik), dinlenme halindeki titreme, hareketlerde yavaslama ve viicudun durus
seklinde instabilite olarak tanimlanir. Patolojik nitelikleri, substantia nigra pars kompakta
denilen bolgedeki dopaminerjik noronlarm kaybi ve intrasitoplazmik inkliizyonlar olan,
fibriler a-siniiklein'den olusan Lewy cisimcikleridir (Spillantini et al, 1997). Hem
kimyasal hem de genetik kanitlarin 6ne sunduklarina gore mitokondriyal disfonksiyon PH
ile baglantilidir (Chen and Chan, 2009). PH hastalarinda substantia nigradan alinan
orneklerde mitokondride kompleks I’de bir bozukluk oldugu gosterilmistir (Mann et al.,
1994).

PH’nin etiyopatogenezine iliskin ilk fikirler 1997°de a-siniiklein’deki mutasyonlar
(Polymeropoulos et al., 1997) ve bir yi1l sonrasinda da parkin mutasyonlarinin (Kitada et
al., 1998) belirlenmesiyle olustu. Ayn1 yil i¢inde a-siniiklein’in Lewy cisimciklerinin ana
yapist oldugunun bulunmasiyla, a-siniiklein’in agregat olusumunda temel ve tek sebep
oldugu diisliniilmiis fakat daha sonra oksidatif stres ve a-siniiklein kiimelenmesi arasinda
sik1 bir baglant1 bulunmasiyla bu fikir degismistir (Convey et al., 2001). PH i¢in otozomal
resesif, erken baslangic geni ve olasi redoks sensorii olan DJI 'de (Bonifati et al., 2003),
fosfataz ve tensin homologu indiiklii kinaz 1°de (PTEN indiiklii kinaz 1) mutasyonlarin
kesfi (Valente et al., 2004), oksidatif stresin ve mitokondriyal disfonksiyonun PH
patogenezinde birincil role sahip oldugu fikrini giiclendirmistir. Yine de bu genlerdeki
mutasyonlarm nérodejenerasyona nasil neden olduklar1 heniiz belirlenememistir.

Son 3, 4 yil i¢inde Pinkl ve Parkin kalitsal olan PH i¢in tanimlanmistir (Dodson
and Guo, 2007). Insan dopaminerjik néronlarinda veya primer fare ndéronu kiiltiirlerinde,
Pinkl'deki bozulmanin bazal canliligi etkiledigi ve bununla beraber mitokondriyal
anormalliklerin meydana geldigi goriilmiistiir (Wood-Kaczmar et al., 2008). Idiyopatik ve
semptom-O6ncesi PH’ye sahip olan kisilerin substantia nigralarinda yapilan caligmalarda
kompleks I’de bozulma ve glutation azalmasi, kompleks I inhibisyonu ile oksidatif stresin

birbiriyle alakali ve es zamanli meydana gelen olaylar oldugunu géstermistir.



2.1.2.1. Parkinson Hastaliginda Mitokondriyal Disfonksiyon Modeli: 1-metil-4 fenil-
1,2,3,6-tetra hidropiridin (MPTP)

Mitokondriyal disfonksiyonun PH'deki rolii uzun zamandir bilinmektedir. Bu fikrin
ortaya ilk cikisi, bir toksin olan MPTP kullanmaya bagimli olan kisilerde hizli ve geri
dontistimsiiz bigimde PH'ye 6zgii semptomlarin olustugunun gézlenmesiydi (Langston et
al., 1983). Daha sonraki calismalarda, MPTP’nin glial monoamine oksidaz B tarafindan,
MPTP’nin aktif bir metaboliti olan 1-metil-4fenilpiridinium’a (MPP") déniistiigii ve bu
metabolitin mitokondriyal elektron tasima zincirindeki kompleks I'i inhibe ettigi ayrica
dopamin tagmimi i¢in bir substrat olarak davrandigi one siriildi. Bu nedenle, bu
norotoksin dopaminerjik néronlarda birikmekte ve bu noronlarda kompleks 1’1 inhibe edip,
noronal toksisiteye ve nihayetinde noron oliimiine sebep olmaktadir (Nicklas et al., 1985).
MPTP, serbest radikallerin ve oksidatif stresin olusumuna, ATP {iretiminde diisiise, hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonunun artmasina, ekzitotoksisiteye ve nitrik oksit baglantili
hiicresel hasara sebebiyet vermektedir. MPP nin, dopamin salinimmi daha da arttirdig:
bunun da daha fazla oksidatif strese sebebiyet verdigi gosterilmistir (Fiskum et al., 2003).

Kompleks I’in inhibisyonu sadece mitokondriyal ATP iiretiminde diisiise sebep
olmaz, stiperoksit radikallerin olusumuna ve lipid peroksidasyon reaksiyonlarma da neden
olur (Takayanagi et al., 1980; Kang et al., 1983). MPP+’nin kalp submitokondriyal
partikiillerinde O, radikali olusumunu stimule ettigi ve lipid peroksidasyonunu baglattig:
gosterilmistir (Hasegawa et al., 1990). Oksijen radikalleri ve intraseliiler ATP kaybi1
MPP " nin hiicre Sliimiine sebebiyet vermesini agikliyor. Bununla beraber siiperoksit
dismutaz —h (+) kullanarak (siiperoksiti O, + H,O,’ ye geviren enzim) bakir/ginko tip
siiperoksit dismutazi overeksprese eden transgenik fareler (Przedborski et al., 1992) ve
noronal nitrik oksit sentaz yoksunlugu olan mutant fareler (Przedborski et al., 1996),
MPTP indiiklii ndrotoksisiteye kars1 koruma saglamislardir. Bu yiizden MPP ’nin in-vivo
ortamda, mitokondride oksidatif stres ajan1 olarak faaliyet gordiigii 6ne stiriilmiistiir.

Diinya ¢apindaki birgok farkli grup tarafindan yapilan ¢alismalarda, PH'ye sahip
olan kisilerin substantia nigra, iskelet kas1 ve plateletlerinden alinan 6rneklerde, kompleks
I’de bir azalma oldugu goriilmiistiir (Patrick et al., 2006). Kompleks I’in sagladigi bu
toksisite modeli ile, ayni zamanda oksidatif stresin de saglanabilecegi gosterilmistir
(Sherer et al., 2003). MPTP, PH semptomlarina neden olmasindan dolayi, bir¢ok insan ve
hayvan hastalik modelleri olusturmak i¢in kullanilmistir (Dauer and Przedborski, 2003).



2.1.3. Huntington Hastalig1 ve Mitokondriyal Disfonksiyon

HH otozomal dominant olarak kalitilan, motor fonksiyonlarin ilerleyici bir sekilde
bozulmasi, duygusal rahatsizlik, bunama ve kilo kayb1 ile ortaya ¢ikan norodejeneratif bir
hastaliktir (Kremer et al, 1994). Motor semptomlar olustugunda, hastalanmis kisi
fonksiyonal bozulmalardan dolay1 kendine yetemez duruma gelir ve bundan sonraki 15-20
yil icinde bu semptomlarin siddetli fiziksel ve zihinsel bozulmalara doniigmesi siirecinde
gittikce artan ilgi ve denetime ihtiya¢ duyar (Hersch ve Rosas, 2008). HH i¢in US Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmis tek ila¢ olan tetrabenazin, HH’de
goriilen istem dis1 hareketleri (chorea) onlemeye yardimci fakat hastaligin gelisim siirecini
durdurma konusunda herhangi bir etkiye sahip degildir (Poon et al., 2010).

HH’ ye ait genetik lokus haritalandiktan on y1l kadar sonra bu hastalikta etkilenmis
olan gen (IT15) bulunmustur (The Huntington’s Disease Collaborative Research Group,
1993). Bu gen tarafindan tretilen huntingtin (Htt) adli proteinin, normal embriyonik ve
noronal gelisim i¢in gerekli oldugu, bircok hiicresel yolakta, iyon transportunda, vezikiiler
trafikte, beyin-kaynakli norotrofik faktoriin iiretimi ve tasmiminda Onemli oldugu
disiiniilmiistiir (Cattaneo et al., 2005). IT15 genini kodlayan bdlgenin 5’ ucunda normal
olarak 7-36 tane CAG-icliisli tekrar1 varken, HH’de bu tekrar sayisinin artmis oldugu
goriilmiis ve hastalik belirteci olarak sayilmistir (Huntington’s Disease Collaborative
Research Group, 1993).

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisiyle yapilan arastirmalarda korkteks ve
bazal gangliada laktat miktarmin normalin istiinde oldugu gosterilmistir (Jenkins et al.,
1993). Biyokimyasal ¢caligmalarda ise 6zellikte ETS’de kompleks II ve III aktivitelerinde
azalma oldugunu gostermistir (Gu et al., 1996). Mutant-htt-knock-in fare modellerinde,
mitokondriyal solunum ve ATP {iretiminde belirgin bir bozulma oldugu agiklanmistir
(Milakovic and Johnson, 2005). Mitokondrideki azalmis mitokondriyal hareket ve
mitokondrideki ultrayapisal degisiklikler HH tasiyan kisilerde ve model farelerde de
goriilmiistiir (Bossy-Wetzel et al., 2008).

Hastalik semptomlar1 gostermeyen fakat ilgili gen bolgelerini tasiyan olasi
hastalarda yapilan ¢alismalarda, hastalarin kaudat ve putamenlerinde kii¢iilme basladigi
goriilmiistiir (Aylward et al., 2004). Bu da semptomlar baglamadan evvel hastalikla ilgili
dejeneratif degisimlerin yillar evvel basladigimi gostermektedir. Bu nedenle daha hastalik
baslamadan evvel olasi hastalardan alinacak cesitli 6rneklerle taniyr miimkiin kilacak

biyobelirte¢ ve metodlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.1.3.1. Huntington Hastah@inda Mitokondriyal Disfonksiyon Modeli:
3-Nitropropionik Asit (3-NP)

3-NP, Astragulus gibi toksik bitkilerden, Arthrinium spp gibi mantarlardan elde
edilen, toksik oldugu bilinen bir kimyasaldir. Bazal ganglia dejenerasyonlarina, insanda ve
deneysel olarak kullanilan hayvanlarda ekstrapiramidal semptomlara neden olmaktadir. 3-
NP toksini kemirgenlere sistematik bir sekilde uygulandiginda, kemirgenlerin HH’ye sahip
olan kisilerdeki beyin lezyonlarini gosterdikleri saptanmistir (Beal et al., 1993). 3-NP’nin
kimyasal yapis1 sukkinat ile izoelektronik oldugundan, bu norotoksin ETS {izerindeki
siikkinat dehidrogenazin (kompleks II) oldugu yere baglanarak, kompleks II’yi inhibe eder
(Alston et al., 1977). Bu durum enerji kaynagini azaltir ve ekzitotoksik mekanizma ile
norodejenerasyona sebep olur. Striatal ve kortikal ndronlarda yapilan spektroskopik
incelemeler ile 3-NP’nin apoptotik olarak ndronal hiicre Oliimiine sebep oldugu
gosterilmistir. Viicuda 3-NP almimi1 HH’ nin semptomlarina yol agarak ndrodejenerasyona
sebep olur (Beal et al., 1993). 3-NP’nin, kompleks II’ye ait zincir A’nin aktif bolgesinde

bulunan Arg®”’

ye kovalent baglanarak bu bdlgeyi inhibe ettigi, ardisik kiitle
spektroskopisi ¢alismalarinda gosterilmistir (Huang et al., 2006). HH olan kisilerde ise
ETS iizerindeki kompleks II aktivitesinde kayip gozlenmistir (Browne et al., 1997). Bu
sebeple, 3-NP gerek insan gerek hayvan HH modeli olusturmak iizere bir¢ok ¢alismada
kullanilmistir (Borlongan et al., 1997).

2.1.4. Diger Mitokondriyal Disfonksiyon Modelleri: Antimisin-A ve Oligomisin

Kompleks III, sitokrom b ve c; yapilarindan olusur (Hatefi et al., 1962). Antimisin
A’nin kompleks II'ti inhibe ettigi bilinmektedir (Estrabrook, 1957). Antimisin A
tarafindan mitokondriyal zincirde inhibe olan merkez, sitokrom b ve ¢; arasindaki bdlge
olarak belirlenmistir (Green et al., 1961). Ayrica Antimisin A’nin kompleks III’e spesifik
oldugu da sitokiyometrik caligmalarda gosterilmistir (Rieske and Zaugg, 1962). Yine bu
mitokondiyal toksinin belirtilen bolgelere geri doniisiimsiiz bi¢imde baglandig1 ve sadece
yiiksek deterjan ve tuz seviyelerinde kompleks II’ye baglanma bolgesinde denatiirasyon
olup kompleks III’den ayrildig1 gozlemlenmistir (Rieske et al., 1967).

Oligomisin, Streptomyces tarafindan iiretilen ve diger orgamizmalara kars1 zararh
olan bir kimyasaldir. Kompleks V, mitokondriyal zincirdeki ATP sentaz bolgesidir ve
oligomisinle etkilestirildiginde, oligomisinin bu bdlgeye sikica baglanmasiyla inhibisyona
ugrar (Galante et al.,, 1979). ATP sentazin ihibisyona ugramasi sonucunda oksidatif
fosforilasyon icin gerekli olan ADP’nin ATP ye doniislim asamasi, yani enerji iiretimi

gerceklesemez. Oligomisin, ATP sentaz inhibitorii olarak bir¢ok calismada yer almistir.
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2.1.5. SH-SYSY Noroblastoma Hiicreleri

SH-SYS5Y hiicre hatti, insan néroblastoma hiicrelerinden tiirevlenmistir. Esas olarak
SK-N-SN hiicrelerinin iigiincii alt klonudurlar. SK-N-SN hiicre hattinin ilk altklonu olan
noroblastoma benzeri hiicreler SH-SYS hiicreleridir ve bu hiicre hattinin bir alt klonunu da
SH-SYS5Y hiicre hatt1 olusturmaktadir (Biedler et al., 1978). Klonlama siireci, istenilen
fenotipi elde etmek iizere yapay bir se¢ilime dayanmistir. Bu hiicre 40 yasinda bir bayanin,
noroblastoma metastazi iceren kemik iliginden elde edilmistir (Bielder et al., 1973). Bu
hiicreler genetik mutasyon olarak trisomi 1q tasirlar. Bu hiicre hattinin dopaminerjik (Inoka
et al., 2007; Xie et al., 2010) , asetilkolinerjik (Murphy et al., 1991), glutamaterjik (Ross et
al., 1983) ve adenosinerjik olduklar1 ¢esitli ¢alismalarda ortaya konmustur. Bu nedenle
bir¢ok in-vitro ¢alisma i¢in siklikla kullanilan hiicreler olmuslardir.

2.1.6. Etiketsiz Karsilastirmah Proteomik Ekspresyon Analizi Yontemi

Nano akis siv1 kromatografisinin (UPLC), elektrosprey iyonizasyon-kuadrupol ugus
zamani (ESI-QTOF) kiitle spektrometresi ile birlestirilmesi ile protein ifade farkliliklarmin
hesaplanmasinin yaninda translasyon sonrasi modifikasyonlarin da derinlemesine analiz
edilebilecegi ileri bir proteomik arastirmalar platformu meydana gelmektedir. Teknolojik
yenilikler ile birlikte proteomik yontemler de gelismektedir.

Calismada, hiicre kiiltiiriinden sonra elde edilen farkli hastalik modellerine ait
gruplarin analizi igin s1v1 kromatografisi-kiitle spektrometresi® (LC-MSY) denilen ileri bir
teknik kullanildi. Bu teknolojiyle SH-SYSY mitokondriyal disfonksiyon model
hiicrelerinden ekstrakte edilen proteinler tripsin ile parcalandiktan sonra giiglii katyon
degisim (SCX) ve ters faz (RP) kromatografik ayristirmadan gecger. Ardindan peptit
agirliklarinin belirlenebilmesi i¢in MS denilen analiz gerceklestirilir. Bundan sonra ise
MS/MS yontemiyle amino asit sekansi belirlenir. Bu yontemde deteksiyon limiti dahilinde
hiicre icerisindeki biitiin proteinler tanimlanmaktadir (Sekil 2.2).

Karmasik protein Orneklerinin analiz  edilebilmesi i¢in kararli, yiiksek
coziinlirliiliikte ve hassasiyette calisabilen, gelismis kromatografik sistemlere ihtiyag
duyulur. UPLC, 6rneklerin ¢ok yiiksek diizeyde kromatografik ayrimlarini, tekrar edilebilir
ve yliksek hassasiyette yapilmasina olanak vermektedir. Bu sistemde pik kapasitesi ve pik
seklindeki gelismelerden dolay1 analiz edilebilen pargacik sayisinda ciddi artiglar
goriilmektedir.

UPLC, 10.000 psi basingta calisabilmektedir ve bu 6zellik 2 mikrondan kiiciik dolgu
maddesi igeren daha uzun kolonlarin kullamlmasm gerektirmektedir. Iki boyutlu sivi

kromatografisi i¢in optimize edilmis olan bu sistem, 200 nl/dk ile 100 pl/dk akis hizlarinda
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calisabilmektedir. Boylece kromatografik ayirimlar, 50-300 mm uzunluktaki kolonlar ile
gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle etil kopriili hibrit (BEH) adi verilen dolgu
maddelerinin kullanildig1 kolonlarin ¢ok kararli olmasi, florik asit yerine trifloroasetik
asidin (TFA) kullanilmasmi1 miimkiin kilmaktadir. TFA kromatografik olarak daha keskin
piklerin elde edilmesini saglamaktadir ki bu durum ¢ozinirligi direkt olarak
etkilemektedir.

Laboratuarimizda kurulu olan yiiksek ¢oziintirliiliik kiitle spektrometresi (SYNAPT-
HDMS), “Triwave” teknolojisi sayesinde peptit analizinde c¢ok biiyiik gelismeleri

beraberinde getirmistir.

Katle spektrometresi ile protein analizi

1D-LC R @

triptik parcalama
R ve K amino asitler
MS/MS analizi

Ornek hazirlama

Z’J (peptitier kutle analizi sirasinda par
—— tamimiama amino asit siralamasina gore yapir
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Sekil 2.2. Kiitle spektrometresi ile protein analizi.

Analizler i¢in kullanilacak olan proteomik yontem, etiketsiz LC-MS" olarak bilinen
ve 2008 yilinda kullanilmaya baslanan yeni bir teknolojidir. Farkli 6rnek gruplarmin
karsilastirilarak protein ifade farkliliklarinin hesaplanmasi ig¢in iki temel proteomik
yaklasim vardir. Birincisi etiketli analiz olarak adlandirilan iTRAQ, SILIC ve 0
profilleme adindaki metotlardir ki bu yaklasimda peptitler kovalent baglarla bir kimyasal
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etikete baglanir ve analiz sirasinda etiketlerden elde edilen sinyale dayanarak ifade
farkliliklar1 hesaplanir. Bu yaklasimm dezavantaji, mevcut teknoloji ile sadece 8 farkl
ornegin karsilastirilabiliyor olmasi ve bu yiizden 72 6rnegi analiz ettigimiz bu ¢aligsma icin
uygun olmamasidir. Ayrica etiketli metotlarda en azindan 100 ug proteinin gerekli olmasi

ve kimyasal etiketlerin pahali olmasindan otiirii makul bir biitge ile karsilanamayacak

olmasidir.
A B
("0 ]
| ! ] |
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Sekil 2.3.a. Peptitlerin belirlenmesi. b. Ornege ait peptitlerin kromatogram ile gdsterimi.

c. Kargilastirmali analizlerde iki gruba ait iki Ornegin kromatogramlarmin iist tiste
cakistirilarak karsilastirilmasi. d. Karsilastirma sonucu elde edilen protein ifade
farkliliklarinin logaritmik gosterimi (Protein intensity Log(e) grafigi).

Etiketli proteomik ¢aligmalara alternatif olan ve literatiirde basariyla uygulanmaya
baslamlan yontem, etiketsiz LC-MS® metodolojisidir. Bu metotta analizi gerceklestirilecek
olan biyolojik 6rnek, tripsinizasyon ile peptitlerine parcalanir ve tekrar edilebilirligi yiliksek
olan UPLC sisteminde kromatografik ayristirmasi gerceklestirilir. Elde edilen sonuglarin
giivenirliligi UPLC sisteminin, her bir peptidin kromatografik alikonma zamaninda yok
denecek kadar az farkliligi saglamasidir. Ayristirma sonrasinda peptitler “time of flight

(TOF)” denilen ugus zamamn tiipiinden gecerek kuadrupol i¢cinde argon ile carpistirilarak
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parcalanir. Bu asamada MS® sisteminde 6ncelikle diisiik carpisma enerjisinde peptidin
biitlinii hakkinda ve daha sonra ¢arpisma enerjisi arttirilarak peptidi olusturan amino asitler
hakkinda bilgi toplanir (Sekil 2.3.a). Protein karigimlar1 binlerce peptidi ihtiva ettiginden
ayristrma giicliniin ¢ok fazla oldugu kolonlarm kullanilmasi gerekmektedir. UPLC
siteminde dolgu maddesi 1.7A olan BEHC3 partikiilleri kullanilmakta ve kolon uzunlugu
30 cm kadar olabilmektedir, bu sekilde peptit yiikleme miktar1 artirilmakta ve 300 nL/dk
akis hizlar1 ile 8000 psi basing altinda c¢ok 1yi ayristirma gercgeklestirilmektedir. Bu
diizenek ile 500 ng peptit karisgmindan 200-400 proteinin tanimlanmasi miimkiin
olmaktadir.

Karsilagtirmali protein analizinin gergeklestirilmesi icin UPLC sisteminin tekrar
edilebilir ve kararli olmasi1 gerekmektedir. Peptit miktarlarin analizi 1yon
kromatograminda elde edilen piklerin integrasyonu ile gergeklestirildiginden peptitlerin
farkli ornekler i¢inde analiz edilebilmesi i¢in kromatografik alikonulma zamanlarinin
ortiismesi gerekmektedir (Sekil 2.3.b). UPLC sisteminde farkli 6rnek kromatogramlari st
iste cakistirildiginda goriilityor ki peptit kromatografik alikonulma zamanlarinda ¢ok az
bir degisiklik var ve “ProteinLynx Global Server” (PLGS) yazilim1 sayesinde her bir peptit
piki kolayca {ist lste cakistirilabiliyor (Sekil 2.3.c). Bir ve iki boyutlu ayristirma
sonucunda analiz edilen ve tanimlamasi yapilan peptit sayisinin binlerce olmasindan dolay1
veri analizi karmasiklasabiliyor ama PLGS-ExpressionE yazilimi sayesinde 6rnekler arasi
karsilastirma daha kolay yapilabiliyor. Karsilastirmasi yapilacak drneklerdeki protein ifade
farkliliklari, ‘Protein intensity Log(e) grafigi’ gibi proteinlerin nanogramlarmna gore
olusturulan grafiklerle kolayca incelenebilir (Sekil 2.3.d). Cok daha az miktarda protein
karigim1 gerektiren bu yaklagimla farkli gruplardan olusan ornekler tekrar edilebilir ve
giivenilir bir sekilde analiz edilebilir, ayrica protein ifade farkliliklarmin belirlenmesi
miimkiin olur.

LC-MS* metodolojisi ile protein analizi sonucunda her rnek icin yiizlerce protein
tanimlamas1 ve ifade farkliliklar1 belirlenir. Elde edilen verilerden yola ¢ikarak anlamli
sonuglara ulasabilmek i¢in ¢esitli biyoinformatik yazilimlara bagvurulur. Bunlardan ilki
olan Scaffold 3 yazilimi ile protein tanimlamalar1 dogrulanir ve ayn1 zamanda tanimlanan
her protein icin gen ontoloji bilgileri otomatik olarak “The National Center for
Biotechnology Information® (NCBI) veribankalarindan indirilir. Bu sekilde tanimlanan
proteinler hizli bir sekilde hiicresel yerlesim, metabolik siireg, regiilasyon gibi katogorilere
ayrilarak 1ilgili patolojide hangi protein gruplarinin etkilendigi bulunur. Tanimlanan

yiizlerce proteinin birbirleri ile olan baglantisinin belirlenebilmesi ve hesaplanan ifade
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farkliliklarindan yola c¢ikarak nasil bir mekanizmanin rol aldigmm bulunmasi i¢in
“Ingenuity Pathway Analysis” (IPA) yolak analizi yazilimi kullamilabilir. Scaffold 3 ve
IPA yazilimlar1 bircok ornegin analiz edilecegi ¢alismalarda, sonuclarin degerlendirilip
anlamli sonuclara ulagsmayi1 hizlandiracaktir. Gruplar arasi karsilagtirmanin dogru bir
sekilde yapilabilmesi, analiz gruplar1 arasinda farklilifa neden olan protein

biyobelirteglerin bulunabilmesi i¢in temel komponent analizi (PCA) kullanilmasi gerekir.
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3. GEREC VE YONTEM

Cizelge 3.1. Deneyde kullanilan gerecler.

Kullanilan Gerecler

Marka ve Uriin Kodlar1

Su, Chromosolv, for HPLC

SIGMA-ALDRICH # 34877

DL-Dithiothreitol (dtt) > % 99, 5

SIGMA # 43815

lodoacetamide (IAA)

SIGMA # |1149-25G

Trifluoroacetic acid (TFA) %98

SIGMA-ALDRICH #T6508-100ML

Amonyum Bikarbonat > % 99, 5

Fluka # 09830

Asetonitril, LC-MS Chromasolv

Fluka # 34967

Formik Asit, for MS %98

Fluka # 94318-50L-F

Alkol Dehidrogenaz (ADH)

Waters # 186002328

Protein Standart Set (BSA)

SIGMA-ALDRICH #P5494-1SET

Triptik BSA Waters # 1860022329
Bradford Reagent SIGMA #B6916-500ML
Aseton SIGMA-ALDRICH #34850
Rapigest WATERS # 186001861

Tripsin (Proteomics Grade)

SIGMA # T6567-5X20UG

Proteaz Inhibitér Kokteyli

SIGMA # P8340

Vivaspin (100-500ul)

Sartorious-Stedim # 9049850

Lobind Tiipler Eppendorf # Z666505, Z666491 — 100EA
LC-Vial SUPELCO # 29413-U
Nitril Eldivenler Supreno Plus, Powder-free
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3.1. Hiicre Kiiltiirii ve Elektron Tasima Zinciri Inhibisyonu

SH-SY5Y hiicreleri poli-D-lizin kapli 150 cm” ebatinda polistren kiiltiir tabaklarina
ekildi ve %10 FBS (fetal bovine serum), penisilin (100tinite/ml), streptomisin (100 pg/ ml)
ve esansiyel olmayan aminoasitler ihtiva eden Dulbecco’s modified eagle serum (DMEM)
icinde biiyiitiildi. 37°C’de, %5 CO; ve %95 havadan olusan nemlendirilmis bir atmosferde
inkiibe edildi. Her bir proteomik analiz i¢in 1 x 10° hiicre kullanildi. Komplekslere 6zgii
inhibitorlerin konsantrasyonlarmin artirilmasiyla, hiicresel metabolizmada diisiis, reaktif
oksijen tiirlerinde artis, en nihayetinde de hiicre 6liimiine varan bir siire¢ olustugundan
dolayi, inhibitor konsantrasyonlar1 secilirken her bir ndrotoksin uygulamasmin ardindan
%380 oraninda hiicre canlilig1 yakayabilmek amaglandi. Bu biyolojik cevap temelli
normalizasyon ile inhibisyona 6zgli diferansiyel inhibitdr transferi, metabolizmasi1 ve
inhibisyon kinetigi sorunu asilmis oldu. Boylece hesaplanan protein ifade farkliliklarmnin
inhibisyon sonrasnda meydana gelen metabolik degisimlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Hiicreler, tabaklardaki yogunluklar1 %80-90’a ulastiginda, %10 FBS, penisilin (100
tinite/ml), streptomisin (100 pg/ml), NAA ve buna ek olarak da her biri farkli bir inhibior
iceren taze DMEM’ler ile inkiibe edildi. Inhibitdrlerin miktarlar; ImM MPTP, 5 mM 3-
NP, 4 pg/ml antimisin a, 2mM sodyum azit ve 1 pg/ml oligomisin olarak belirlendi. Tim
elektron zincir inhibisyon reaksiyonlar1 24 saat siirdiiriilirken, 3-NP sadece 12 saat
boyunca devam ettirildi. Her bir ETS inhibisyonunda hiicreler sayildi ve genel hiicre
yasam orant %80 olarak muhafaza edildi. Her ETS inhibisyon reaksiyonu boyunca bir de
kontrol hiicre kiiltiirii dahil edildi. Tiim deneyler dortlii olarak tekrar edildi.

3.2. Hiicreden Protein Ekstraksiyonu, Konsantrasyon Tayini ve Triptik Peptitlerin
Hazirlanmasi

%0.1 Rapigest: 1 mg Rapigest 1 ml 50 mM AmBic i¢inde ¢6ziiliir.

50 mM Amonyum Bikarbonat (AmBic): 40 mg Ambic 1 ml HPLC Su i¢inde ¢oziiliir.

100 mM Dithiothreitol (DTT): 0.0155 g DTT 1ml AmBic i¢inde ¢oziiliir.

200 mM iyodoasetamit (IAA): 0.0560 g IAA 1ml AmBic iginde ¢oziiliir.

1: 50 Tripsin: 1 ug tripsin 1ml AmBic i¢inde ¢6ziliir ve 50 ul kullanilir.

Hiicre kiiltiirtinden sonra toplanan pelletler, besiyerinden uzaklastirmak amaciyla, 3
defa soguk 50 mM amonyum bikarbonat ile yikandi. Hiicreler, yaklasik 4800 rpm hizda, 3
dakika boyunca santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Santrifiijden sonra siipernatant, hiicrelere

zarar verilmeden aspire edildi. Santrifiij asamasindan sonra hiicreler, {izerlerine 500 ul liziz
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buffer eklenip vortekslendi. Proteomik arastrmalarda standart liziz buffer, amonyum
bikarbonat i¢inde hazirlanmis olan % 0.1 Rapigest’tir.

Ornekler, sonikasyon yapilmak iizere buz iizerine alindi. Sonikasyon ii¢ tekrarli
olarak ve her bir tekrar 5 sn siirecek sekilde ayarlandi. Tiipler, sonikasyon siirecinde artan
sicaklik sonucu olusabilecek protein kaybini dnlemek amaciyla, miimkiin oldugunca buz
iizerinde tutuldu. Bu asamadan sonra, 6rnekler 15,000 rpm hizla 15 dk boyunca santrifiij
edilerek, hiicre debrisi ¢oktiiriildii. Siipernatant yeni tiiplere konuldu. Orneklerin protein
konsantrasyonunu 6l¢gmek amaciyla, Bradford yontemi kullanildi. Protein konsantrasyon
tayini i¢in standart Bradford yontemi ile 100-1200 ug/ml konsantrasyon araliginda
konsantrasyon egrisi olusturuldu. Ornek ekstraksiyonlar1 Bradford kolorimetrik ydntemi ile
595 nm dalga boyunda standart konsantrasyon egrisi absorpsiyon degerleri ile
karsilastirilarak, protein miktarlar1 tayin edildi. Konsantrasyon egrilerinden yararlanilarak
elde edilen hesaplama sonucu, her bir 6rnekten 100 ug protein saglanabilmesi igin,
orneklerden almmasi gereken hacim hesaplandi. Her bir 6rnek i¢in gereken hacimler
alinarak yeni lobind tiiplere konuldu.

Konsantrasyon 6l¢iimlerinde, hiicre oziitlerinin eldesi i¢in kullanilmis olan liziz
buffer géz oniine alinarak, konsantrasyon metoduna karar verilmelidir. RapiGest ve micro
BCA yontemleri, proteomik analizler ile uyumlu olduklar1 bilinen 6l¢iim
yontemlerindendir.

Protein ve peptitlerin LC-MS/MS yontemi ile tanimlanabilmesi i¢in Ornek
hazirlama asamasi ¢ok 6nem arz etmektedir. Nano sivi kromatografisi ve elektrospray
iyonlagsma kiitle spektrometresi Ozellikle oOrnek igerisindeki tuzlardan ve kiigiik
molekiillerden olumsuz yonde etkilendiginden dolayi, tuzlar iki farkli yOntem ile
uzaklastirilabilir. Birinci yontemde, tripsinizasyondan once protein karigimi, Sartorius
Vivapin 500 5 kDa PES molekiiler kiitle membran zarli 0,5 ml spin kolonu ile santrifiij
edilir ve ornek, tuzlarindan armndirilir. Ikinci ydntem, ilk ydntemle protein
cOziinlirliiliigiinde sorun yasanirsa uygulanacak olan bir metottur. Bu alternatif yontemde
Pierce Slide-A-Lyzer 5 kDa molekiiler kiitle membranli mikro diyaliz kaseti kullanilabilir.
Daha uzun zaman almasina ragmen proteinlerin iglemler esnasinda ¢okmemelerini saglar.
Bu ¢aligmada diyaliz i¢in birinci yontem segildi.

Ornekler 5 kDa PES membran spin kolonuna transfer edildi ve ilave 500 ul %0,1
RapiGest ¢ozeltisi ile iki defa yikand1. Ornekler, bu kolonlar iginde, hacimleri 50 ul olana

kadar santrifiij edilip, yogunlastirildi. Ardindan yeni lobind edendorf tiiplere alindilar.
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Orneklerin konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile tayin edildi. Her bir 6rnekten 50
ug protein saglanabilmesi i¢in, drneklerden alinmasi gereken hacim hesaplandi ve lobind
tiiplere alind1.

Her birinde 50 ug protein oldugunu bildigimiz tiiplere 6nce 5,5 ul 100 mM DTT
ilave edilerek, disiilfit baglarmin kirilmasi saglandi. Disiilfit baglari, proteinlerin ikincil ve
ticiinciil yapilarinda bulunan bir bagdir. Disiilfit baglariin kirilmasiyla, proteinlerin ikincil
ve ligiinciil yapilarini agmis olduk. Ardindan, 6,1 ul 200 mM i1yodoasetamit (IAA) ilavesi
ile oda sicaklifinda ve karanhikta 30 dk bekletilerek indirgenmis olan sistin (disiilfit
baglarinin yapisinda bulunur), yan zincirlerinden metilenmis oldu. Metillenme
yapilmasiyla, olusabilecek protein katlanmalar1 engellenmis oldu.

Hazirlanan bu karisim, triptik peptitleri elde etmek i¢in, 50 ul, 50 mM amonyum
bikarbonat i¢inde, 1:50 oraninda 1 ug tripsin ile gece boyu 37°C’deki etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra proteaz aktivitesi, 3 ul trifloroasetik asit (TFA) ve 2 ul asetonitril
ilavesi ile durduruldu. Peptit karistmina TFA katilmasi ile RapiGest deterjan1 hegzanol ve
kiitle spektrometresi ile uyumlu olan bir kimyasala boliindii. Elde edilen peptit karigimi
icerisine 50 fmol kadar ADH1_Yeast triptik peptitleri dahili standart olarak eklendi. Ornek
icerisine katilan bu dahili standart, 6rnekler arasi normalizasyonun yapilabilmesi i¢in
gereklidir. Bu asamada peptitler 80°C’de 2 saat kadar ¢alkalanarak isitildi. Son asama
olarak da 10 dk kadar 15,000 rpm hizda santrifiij edilerek, ¢oziinmeyen ve kromatografi
asamasinda sorun cikartabilecek partikiiller ¢oktiirtildii ve siipernatant 200 ul’lik PTFE
ornek viyaline konuldu.

RapiGest, zwitter iyonik deterjan1 proteindeki iyonik etkilesimleri ortadan
kaldirarak denatiirasyonu kolaylastirir. Boylelikle hem proteinlerin ¢oziintirliliiglinii artar
hem de tripsin proteazinin, proteine yaklagmasina ve lizin, arginin aminoasitlerinden sonra
daha kolay bir sekilde peptit zincirinin kesilmesine olanak verir. Bu sekilde daha etkin ve
hizl1 bir sekilde tripsinizasyon gergeklestirilir.

3.3. Kromatografik Ayristirma

Karmasik protein drneklerinin analiz edilebilmesi icin kiitle spektrometresi analizi
oncesinde bu orneklerin ¢esitli yontemler ile ayristirilmalari yani analiz edilen karigimin
basitlestirilmesi gerekmektedir. Orneklerden elde edilen total protein ekstraklar1 tek bir
seferde kiitle spektrometresine verilmis olsaydi, yliksek miktardaki proteinler diisiik
miktarda bulunan proteinleri maskeleyecek ve tamimlamanm kisithh olmasina neden

olacaktir.
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Sekil 3.1. LC-MS/MS Cihazi

3.3.1. 1D Ters Faz Kromatografisi (RP):

Ayristirma yontemlerinden en az zaman gerektirecek olan, bir boyutlu ters faz
kromatografisidir. Bu kromatografik yontemde peptitler, C;s kolon dolgu maddesine kars1
goreceli hidrofobik etkilesmelerine dayanarak farkli zamanlarda kolondan ¢ikarlar. Bu
metotta peptit Ornekleri Oncelikle tuzak kolon adi verilen 2 cm’lik C;3 kolonunda
alikonulur. Ardindan nano pompa ile olusturulan asetonitril gradienti ile tuzak kolondan
ayrilan peptitler C;g analitik kolonunda hidrofobik etkilesimler ile ayristirilarak kolondan
cikar. Peptit karisiminin karmasiklik derecesi géz Oniine alinarak, farkli uzunlukta nano
kolonlar kullanilabilir. Karmasik peptit karigiminin ayristirilmasi ig¢in ayristirma giicii
yiiksek olan 1,7 um BEH C;g 75 pm x 250 mm nano LC kolonu ile 300 nL/dk akis hizinda
90 dk’lik ters faz kromatografisi uygulanmistir. 250 mm nano LC kolonunun toplam peptit
yiikkleme kapasitesi 500 ng olarak belirlenmistir. Bunun iizerinde ornek yiiklemesi,
kromatografik ¢oziiniirliliigii diigiireceginden ayristirmay1 olumsuz etkiler. Kolona 6rnek
yiiklemesi dncesinde yapilan Bradford protein konsantrasyon tayini ile enjekte edilen her
mikrolitreye karsilik ne kadar peptit bulundugu saptandi ve boylelikle fazla yiiklemeler

Onlendi.
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3.4. MS ve MS/MS Deney Kurulumu:

MS analizi, peptitlerin biitiinii hakkinda bilgi toplamak i¢in gerceklestirilir. MS/MS
analizi ise peptitlerin amino asit dizi bilgisinin bulunmasidir. Peptitlerin analizi i¢in
Waters’m MSF sistemi diye adlandirilan ve SYNAPT-HDMS sisteminde énce 5 eV daha
sonra 25-40 eV carpisma enerjisindeki analiz yontemi kullanildi. Bu yontemde her bir
carpisma enerjisinde 1,5 sn kadar veri toplandi ve belirli m/z araliginda olan peptitler
tarandi. Bu sekilde hem peptidin biitiinii hakkinda hem de amino asit sekansi hakkinda
daha fazla bilgi alinabildi.

3.4.1. MS* Deney Kurulumu:

Peptit aminoasit dizi bilgisinin analizi i¢in, calismada oncelikli olarak kullandigimiz
yontem MS®dir. Gegmis donemlerde ESI-QTOF kiitle spektrometrelerinde sadece DDA
metodu kullanilabiliyordu fakat 2008 yilinda Waters firmasmin trettigi SYNAPT-HDMS
cithaz1 ile bu yeni metot kullanilmaya baslanmis oldu. DDA metodundan temel farki
‘precursor’ denen peptit se¢imlerinin yapilmamasi ve kromatografik ayristirmadan sonra
elie olan biitiin peptitlerin ayni anda miktarlarindaki farkliliklar gdzetmeksizin
parcalanmaya baslanmasidir. Ayni1 anda parcalanan peptitlerden ayrilan pargalarin hangi
peptitden geldigi yani aminoasit dizi bilgisi “Time-Aligne” fonksiyonu ile
iligkilendiriliyor. Bu yontemin kullanici acgisindan yarari, DDA metodundan ¢ok daha az
parametre ayarlanmasi gerektigi ve temel olarak sadece hangi m/z araliginda peptitlerin
taranmasini istediginizi (genellikle 50-1990 ya da 100-1600) belirtmenizdir. Noroblastoma
ve diiz kas hiicreleri protein ekstraklar ile yapmis oldugumuz proteomik ¢aligsmalarda elde
ettigimiz sonuglara bakildiginda MS* metodunda DDA’den daha iyi sonuglar almaktayiz.
Daha iyi su anlama gelmektedir;

1. Teorik olarak tripsin ile bir proteinin par¢alanmasindan sonra elde edilebilecek triptik
peptitlerin gercekte kac tanesini gordiigiiniiz % sekans tanimlamasini belirler, yani daha
fazla peptit tanimlanmais ise protein tanimlamasi daha gii¢liidiir.
2. Her bir peptitte pargalanma sonrasinda olusan b ve y iyon serileri olarak adlandirilan
parcaciklarin sayisinin fazlaligr amino asit dizisinin daha dogru ve giivenilir bir sekilde
belirlenmesi saglar.
Sonug olarak MS® yontemi ile daha dogru ve daha fazla sayida proteinin tanimlamasi
gerceklestirilecektir.
3.5. Karsilastirmah Grup Analizi:

Karmasik protein 6rneklerinden elde edilen triptik peptitlerin analizi esnasinda

binlerce kiitle spektrasi elde edilmektedir. Bu ham verilerden baslayarak protein
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miktarlarindaki degisimlerin hesaplanabilmesi i¢in ¢esitli yazilimlarin kullanilmasi
gerekmektedir. Calismamizda noroblastoma Orneklerinden ekstrakte edilen proteinlerdeki
ekspresyon farkliliklarinimn analizi i¢in PLGS-Expression” modiilii ve alternatif bir yontem
olarak da IPA platformu kullanildi. Bu biyoinformatik yazilimlar ile her bir 6rnek
grubundaki protein farkliliklar1 hesaplandi ve tablo halinde listelendi.

3.5.1. PLGS Expression” Protein Ekspresyon Analizi:

Protein miktarlarindaki degisimlerin hesaplanmas1 i¢in kullanilacak oncelikli
yazilim PLGS-Expression” modiiliidiir. Bu modiil, XML tabanli informatik bilesenleri ile
kalitatif ve kantitatif hesaplamalarin gerceklestirildigi, protein biyobelirte¢ kesif
platformudur. Bu analiz yonteminde her bir 6rnek {i¢ defa analiz edildi ve {i¢ analizden en
az iki tanesinde tanimlanan peptitler hesaplamalara dahil edildi, boylelikle teknik
hatalardan kaynaklanan yanlis sonuglar bertaraf edildi. Yontemde farkli noroblastoma
ornekleri grup olarak karsilastirilarak gruplari birbirinden aywran proteinler tanimlandi.
Expression” modiilii ile elde edilen veriler, t-test filtrelemelerine tabi tutularak istatistiksel
olarak anlam ifade eden protein farkliliklar1 listelendi.

3.6. Istatiksel Analiz ve Biyoinformatik Yazihmlar

Deneyde elde edilen sonuglarin giivenirliliginin test edilebilmesi, tiglii tekrarlarla
beraber 72 6rnegin ayni anda karsilastirilabilmesi ve anlaml bilgilere ulasilabilmesi i¢in
cesitli istatiksel hesaplamalar kullanildi. Bu konudaki ¢esitli yazilimlar ya
laboratuarimizdaki bilgisayarlarda ya da web tabanli olarak erisimimiz olan programlardir.
Proteomik arastirmalar biyoinformatik yazilimlarin ¢ok yogun olarak kullanildig: bir bilim
dalidir. Biyolojik orneklerden binlerce peptidin amino asit dizisinin bulunmasi,
peptitlerden  proteinlerin  tanimlanmasi, peptit lizerindeki translasyon sonrasi
modifikasyonlarin belirlenmesi, istatiksel hesaplamalar ile tanimlama dogrulugunun tayin
edilmesi, tanimlanan proteinler hakkinda veri bankalarindan bilgi toplanmasi1 gibi
asamalarda farkli yazilimlar ¢calisma dahilinde kullanilmistir.

3.6.1. ANOVA ve t-test

T-test (student’s two-sample t-test) iki 6rnek grubunun karsilastirilarak aralarinda
anlamli bir farkliligin olup olmadigini bulmak i¢in uygulandi. Calismada farkli 6rnek
gruplarindan iki tanesinin hizli bir sekilde karsilastirilmasi i¢in t-test metodu kullanildi.
Ikiden fazla grubun istatiksel olarak karsilastirilabilmesi igin daha gelismis bir model olan
ANOVA (analysis of variance) modelleri uygulandi. T-test ve ANOVA, Microsoft Excel
programu i¢indeki istatistik modiilii ile yapildi. Ayrica Scaffold analizinde de anova, t-test

sonugclar1 tekrar edildi.
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3.6.2. Scaffold 3 Taramalan

Proteome Software firmasi tarafindan {iretilen Scaffold 3 yazilimi karmasik
orneklerden LC-MS/MS metodu ile tanimlanmis ylizlerce proteinin otomatik olarak
biyolojik anotasyonlarmin belirlenmesi i¢in kullanildi. Yazilim paketi ayni zamanda
protein ve peptit tanimlamalarinin istatiksel olasiliklarini hesaplayarak tanimlamalarin
giivenirliligi konusunda degerlendirmeler i¢in kullanildi. Scaffold 3, PLGS ya da Mascot
arama motorlar1 kullanilarak tanimlamasi yapilan proteinleri X!Tandem motoru ile tekrar
tanimlamaya ¢alisarak protein tanimlama hatalarmi da denetler.
3.6.3. Temel Bilesenler Analizi

Temel bilesenler analizi (PCA), bir analiz sonucu elde edilen p sayida degiskenin,
varyans yapisini daha az sayida ve dogrusal bilesenler ile ifade etme yontemidir.
Aralarinda korelasyon bulunan p sayida degiskenin acikladig1 yapiyi, aralarinda korelasyon
bulunmayan ve sayica orijinal degisken sayisindan daha az sayida (p>k) orijinal
degiskenlerin dogrusal bilesenleri olan degiskenlerle ifade etme yontemi olarak da
tanimlanabilir. Veri matrisinde yer alan p sayida degiskenin dogrusal bilesenlerini bulmak
icin kovaryans matrisinin ya da korelasyon matrisinin 6zdegerleri ve 0Ozvektorleri
kullanilir. Eger degiskenler ayni birim veya karsilastirilabilir birimlerdeyse, degisken
varyanslart ayn1 boyuttaysa varyans-kovaryans matrisi kullanilir. Bu durumlar
saglanmadiginda varyans-kovaryansmatrisi yerine korelasyon matrisi kullanilir. PCA’nin
iic temel amac1 vardir; Verilerin boyutunu azaltmak, tahminleme yapmak ve veri setini,
bazi analizler i¢in goriintiilemek. PCA uyguladigimizda p boyutlu uzaymn ger¢ek boyutu
belirlenir. Bu gercek boyuta temel bilesenler adi verilir. Temel bilesenlerin {i¢ 6zelligi
vardir; korelasyonsuzlardir, birinci temel bilesen toplam degiskenligi en ¢ok agiklayan

degiskendir ve bir sonraki temel bilesen kalan degiskenligi en ¢ok aciklayan degiskendir.
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Sekil. 3.2. a. Scaffold 3 Gen Ontoloji. b. PCA Analizi
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3.7. Smirhhiklar

Her ne kadar, mitokondriyal disfonksiyon tizerine proteomik bir ¢calisma yapilmis
olsa da, insan hiicresinden tiirevlenen tiim hiicrelerde olan karmasik proteom nedeniyle,
bottom-up bir proteomik teknikle, yeteri kadar protein tanimlamasi yapilamayabilir. Bu
durum farkli fraksiyonlama teknikleriyle asilabilir. Bu calismada mitokondriye yonelik
subselliiler fraksiyonlama yapilip, ardindan kiitle spekrometresi analiziyle, mitokondriye
ait daha fazla protein bulunabilirdi.

LC-MS/MS sisteminde zar proteinleri genis Olgekte tanimlanamamaktadir. Bunun
icin liziz asamasinda kaotropik deterjanlar secilerek, zarda bulunan proteinlerin
tanimlanma orani artirilabilirdi.

Her bir inhibisyon grubuna ait dort biyolojik 6rnek hazirlandi. Bu say1 artirilarak,
aykir1 gozlemlerin azaltilmasi ve daha mantikli istatiksel sonuglar alinmasi saglanabilirdi.

In-vitro mitokondriyal disfonsiyon modeli yapmak iizere sectigimiz SH-SY5Y
hiicreleri ilk olarak bir in-vivo model olmadiklar1 i¢in insan nérodejeneratif hastaliklarinin
arastirilmasi i¢in yeterli ve giivenilir kaynak olmamaktadir. Ayrica, in-vivo ortamda uzun
bir siiregte gelisen norodejeneratif hastaliklarin, norotoksin indiiklii hizli modellenmesinin
hastalik patolojisini ne kadar yansitacagi da tartisma konusudur. Bu sorunlarm asilmasi
icin bu tarz ¢alismalarin in-vivo ortama taginmasi, daha gilivenilir sonug¢lar alinmasini
saglayacaktir. /n-vitro ¢alismalar ise bu ¢alismalara gegmek ve metodolojinin oturtulmasi
icin kullanilan bir basamak mahiyetindedir.

LC-MS/MS yonteminin de kendine ait kisitlamalar1 vardir. Bu durum 6nerilerde de

bahsedildigi iizere farkli metodolojilerin beraber kullanilmasiyla asilabilir.
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4. BULGULAR

4.1 LC-MS/MS Sonugclari

Protein ekstraksiyonu sonucu elde edilen triptik peptitler nano akis sivi
kromatografisinde ayristirildi. Bundan sonra kiitle spektrometresinde gerceklestirilen MS
deneyi ile peptitler kantitatif olarak 6l¢iilmiis oldu. Ardindan yapilan MS/MS deneyi ile de
peptitler parcalanarak amino asit dizilimleri belirlendi. MS ve MS/MS deneyleri
sonucunda, SH-SY5Y deney gruplarina ait toplam 380 adet, yiiksek gilivenirlilikte protein
tanimlanda.
4.2. PLGS Sonuglan

PLGS analizi ile, gruplar arasindaki protein ifade farkliliklar1 hesaplandi. Sonuglar,
kontrole karst her bir grup i¢in yapildi. Elde edilen sonuglarla, kontrol ve karsi gruplar
arasindaki farklar, 2(grup): 1(kontrol) olarak belirtildi. PLGS yaziliminda, belli bir protein,
iclii  tekrarlarin en az ikisinde goriilecek sekilde ayarlandigindan, orneklerin
hazirlanmasindan kaynaklanabilecek hatalar miimkiin olduk¢a analiz dig1 birakilmustir.
Proteinlerin mutlak miktarlar1 ve 6rnekten 6rnege ne kadar degisiklik gosterdikleri, her bir
ornege iliskin elde edilen kromatogramlarin PLGS ile analizi sonucu saptanmustir.
4.2.1. Kontrol-Sodyum Azit Karsilastirmalar

PLGS analizi ile, kontrol grubu ve sodyum azit grubu arasinda, igerdikleri
proteinlerin nanogramlar1 baz alinarak karsilastirma yapilmistir. Proteinler, Uniprot protein
data bankasindaki erisim numaralar1 ve adlariyla, Cizelge 4.1°de belirtilmistir. Cizelgede
bahsi gecen 2:1 orani, bahsedilen proteinin nanogramini sodyum azit/kontrol olarak
belirtir. 2:1 P ise t-test oranini belirtir. Cizelgedeki grup siitununda yer alan 1 ve 2
degerleri, bahsedilen proteinin sadece 1 (kontrol) ya da 2’de (sodyum azit) gdriildiiglinii
belirtir.

Cizelge.4.1. Kontrol ve sodyum azit grubunun PLGS analizi ile karsilastirma sonucu.

2:1 2:1
Erisim PLGS 2:1 | Log(e) | Log(e) [2:1_
No OK Protein Adi Skoru | Grup| Orami | Oram |StdSpma| P
L laktat dehidrogenaz B

P07195 | 2 zinciri 621 | 1-2 1.38 0.32 0.03 |[1.00
60 kDa heat shock protein

P10809 | 2 mitokondriyal 702 | 1-2 | 0.73 -0.32 0.03 ]0.00
Putative heat shock protein

Q58FGO | 2 HSP 90 291 | 1-2 | 0.32 -1.15 0.24 ]0.00

P60174 | 2 Triosefosfat izomeraz 2749 | 1-2 1.36 0.31 0.02 |1.00

P04350 | 2 Tubulin beta 4 zinciri 4695 | 1-2 | 0.78 -0.25 0.13 [0.00
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P16401 Histon H1 5 592 | 1-2 | 0.44 -0.82 0.07 ]0.00
POTE ankyrin domain family
Q6S8J3 member E 3025 | 1-2 | 0.73 -0.31 0.11 ]0.00
Heterogeneous nuclear
P09651 ribonucleoprotein Al 1568 | 1-2 0.61 -0.49 0.04 |0.00
Q562R1 Beta actin like protein 2 1396 | 1-2 | 0.29 -1.23 0.13 ]0.00
Q71UI9 Histone H2A V 6608 | 1-2 | 0.59 -0.52 0.02 ]0.00
Heat shock protein HSP 90
P07900 alpha 1277 | 1-2 1.22 0.20 0.03 |1.00
P07437 Tubulin beta chain 11346 1-2 | 0.45 -0.79 0.03 |0.00
Nuclear pore complex protein
Q92621 Nup205 98 1-2 | 0.70 -0.36 0.04 |0.00
P09104 Gamma enolase 419 | 1-2 1.26 0.23 0.23 |0.96
Rho GDP dissociation
P52565 inhibitor 1 448 | 1-2 1.27 0.24 0.05 |1.00
Heat shock 70 kDa protein 1
P34931 like 841 | 1-2 | 0.79 -0.24 0.15 ]0.00
Malate dehydrogenase
P40926 mitochondrial 2298 | 1-2 1.68 0.52 0.03 |1.00
High mobility group protein
P09429 Bl 736 | 1-2 | 0.59 -0.53 0.05 |0.00
POTE ankyrin domain family
POCG38 member [ 2302 | 1-2 | 0.28 -1.27 0.12 ]0.00
Glyceraldehyde 3 phosphate
P04406 dehydrogenase 6947 | 1-2 0.58 -0.55 0.03 |0.00
P68363 Tubulin alpha 1B chain 5337 | 1-2 | 0.79 -0.23 0.05 |0.00
P27348 14 3 3 protein theta 329 | 1-2 1.25 0.22 0.06 |1.00
78 kDa glucose regulated
P11021 protein 188 | 1-2 | 2.56 0.94 0.03 |1.00
P14625 Endoplasmin 131 | 1-2 232 0.84 0.04 |1.00
P61981 14 3 3 protein gamma 733 | 1-2 1.25 0.22 0.06 |1.00
P06454 Prothymosin alpha 5027 | 1-2 | 0.79 -0.23 0.08 |0.00
Q71U36 Tubulin alpha 1A chain 5172 | 1-2 | 0.54 -0.61 0.02 ]0.00
Heterogeneous nuclear
P61978 ribonucleoprotein K 189 | 1-2 0.58 -0.54 0.06 |0.00
P62258 14 3 3 protein epsilon 926 | 1-2 1.22 0.20 0.04 |1.00
10 kDa heat shock protein
P61604 mitochondrial 467 | 1-2 | 2.77 0.20 0.05 |1.00
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Heterogeneous nuclear
Q00839 | 2 ribonucleoprotein U 816 | 1-2 0.36 -1.02 0.07 [0.00

P09211 2 Glutathione S transferase P 579 1-2 1.36 0.31 0.05 1.00

P06748 | 2 Nucleophosmin 1542 | 1-2 | 0.57 -0.57 0.04 |0.00

Q13509 | 2 Tubulin beta 3 chain 9937 | 1-2 | 0.60 -0.51 0.06 [0.00
Non POU domain containing

Q15233 | 2 octamer binding protein 238 2 2 2 2 2

Heterogeneous nuclear
P22626 | 2 ribonucleoproteins A2 Bl 805 | 1-2 | 0.73 -0.32 0.04 |0.00

Q02878 | 2 60S ribosomal protein L6 193 | 1-2 0.77 -0.26 0.08 |0.00

P12277 | 2 Creatine kinase B type 317 | 1-2 1.25 0.22 0.06 |1.00

P62081 | 2 40S ribosomal protein S7 369 | 1-2 0.68 -0.38 0.10 [0.00

P16949 | 2 Stathmin 2116 | 1-2 1.55 0.44 0.03 |1.00

HUMAN Elongation factor 1
Q05639 | 2 alpha 2 1543 | 1-2 | 0.40 -0.92 0.04 ]0.00

P68104 | 2 Elongation factor 1 alpha 1 | 3513 | 1-2 0.35 -1.05 0.03 |0.00

GTP binding nuclear protein
P62826 | 2 Ran 218 | 1-2 | 1.25 0.22 0.04 |[1.00

P63104 | 2 14 3 3 protein zeta delta 298 | 1-2 1.49 0.40 0.04 |1.00

P30613 | 2 | Pyruvate kinase isozymes RL | 161 | 1-2 | 0.63 -0.47 0.15 ]0.00

P62805 | 2 Histone H4 26679 1-2 | 0.52 -0.65 0.02 10.00

P33778 | 2 Histone H2B type | B 6189 | 1-2 | 0.66 -0.41 0.05 10.00

4.2.2. Kontrol-3-NP Karsilastirmalar

PLGS analizi ile, kontrol grubu ve 3-NP grubu arasinda, igerdikleri proteinlerin
nanogramlar1 baz almarak karsilastirma yapilmistir. Proteinler, Uniprot protein data
bankasindaki erisim numaralar1 ve adlariyla, Cizelge 4.2°de belirtilmistir. Cizelgede bahsi
gecen 2:1 orani, bahsedilen proteinin nanogramini 3-NP/kontrol olarak belirtir. 2:1 P ise t-
test oranin1 belirtir. Cizelgedeki grup siitununda yer alan 1 ve 2 degerleri, bahsedilen

proteinin sadece 1 (kontrol) ya da 2’de (3-NP) goriildiigiinii belirtir.
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Cizelge.4.2. Kontrol ve 3-NP grubunun PLGS analizi ile karsilastirma sonucu.

2:1 2:1
Erisim PLGS 2:1 | Log(e) | Log(e) | 2:1_
No. OK Protein Adi Skoru [ Grup| Oranmi | Oram | StdSpm
RNA binding motif protein
075526 | 2 X linked like 2 251 1 1 1 1 1
L lactate dehydrogenase A
P00338 | 2 chain 816.73| 1-2 | 0.79 -0.24 0.06 |0.00
P00558 | 2 | Phosphoglycerate kinase 1 | 424 | 1-2 | 0.81 -0.21 0.07 10.00
Fructose bisphosphate
P04075 | 2 aldolase A 543 | 1-2 | 0.82 -0.20 0.07 10.00
Glyceraldehyde 3
P04406 | 2 | phosphate dehydrogenase | 6947 | 1-2 [ 0.66 -0.42 0.02 ]0.00
60S acidic ribosomal
P05386 | 2 protein P1 1709 | 1-2 | 0.53 -0.64 0.09 10.00
P06454 | 2 Prothymosin alpha 5027 | 1-2 | 041 -0.89 0.10 ]0.00
P06733 | 2 Alpha enolase 1243 | 1-2 | 0.79 -0.23 0.03 ]0.00
Glucose 6 phosphate
P06744 | 2 isomerase 123 1-2 0.64 -0.45 0.08 |0.00
P06748 | 2 Nucleophosmin 1542 | 1-2 | 0.59 -0.53 0.05 ]0.00
P07195 | 2 L lactate dehydrogenase 621 1-2 | 0.79 -0.24 0.03 |0.00
P07437 | 2 Tubulin beta chain 11346 | 1-2 | 0.79 -0.23 0.02 ]0.00
P07737 | 2 Profilin 1 2627 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.03 10.00
Heat shock protein HSP 90
P07900 | 2 alpha 1277 | 1-2 | 0.68 -0.38 0.04 10.00
Heat shock 70 kDa protein
P08107 | 2 1A 1B 843 | 1-2 | 0.76 -0.28 0.11 ]0.00
Heat shock protein HSP 90
P08238 | 2 beta 2127 | 12 | 0.68 -0.38 0.02 ]0.00
P09104 | 2 Gamma enolase 419 | 1-2 0.57 -0.56 0.22 ]0.00
P09211 | 2 | Glutathione S transferase P | 579 | 1-2 | 0.70 -0.36 0.06 |0.00
High mobility group protein
P09429 | 2 Bl 736 | 1-2 | 0.79 -0.23 0.06 |0.00
Heterogeneous nuclear
P09651 | 2 ribonucleoprotein Al 1568 | 1-2 | 0.60 -0.51 0.03 ]0.00
P10809 | 2 | 60 kDa heat shock protein | 702 | 1-2 [ 0.72 -0.33 0.04 ]0.00
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Heat shock cognate 71 kDa

P11142 protein 2300 | 1-2 | 0.63 -0.47 0.03 ]0.00
P12277 Creatine kinase B type 317 | 1-2 | 0.79 -0.23 0.06 |0.00
P13639 Elongation factor 2 447 | 1-2 | 0.66 -0.41 0.04 |0.00
P13929 Beta enolase 417 | 1-2 0.57 -0.57 0.21 ]0.00
Pyruvate kinase isozymes
P14618 M1 M2 1760 | 1-2 | 0.72 -0.33 0.02 |0.00
P14625 Endoplasmin 131 [ 1-2 | 0.78 -0.25 0.08 {0.00
Heterogeneous nuclear
P14866 ribonucleoprotein L 183 1-2 | 0.67 -0.40 0.10 ]0.00
P16401 Histone HI 5 592 | 1-2 | 0.56 -0.58 0.06 ]0.00
Heat shock 70 kDa protein
P17066 6 848 | 1-2 | 0.55 -0.59 0.17 {0.00
Nucleoside diphosphate
P22392 kinase B 2350 | 1-2 | 0.73 -0.32 0.06 |0.00
Heterogeneous nuclear
P22626 ribonucleoproteins A2 Bl 805 | 1-2 | 0.63 -0.47 0.04 {0.00
P23528 Cofilin 1 10887 | 1-2 | 0.73 -0.32 0.03 [0.00
High mobility group
P26583 protein B2 415 | 1-2 | 0.69 -0.37 0.08 |[0.00
Pyruvate kinase isozymes R
P30613 L 161 | 1-2 | 0.63 -0.46 0.13 ]0.00
Heterogeneous nuclear
P31943 ribonucleoprotein H 176 | 1-2 | 0.71 -0.34 0.06 |0.00
P32119 Peroxiredoxin 2 808 | 1-2 | 0.56 -0.58 0.13 {0.00
P33778 Histone H2B type 1 B 6189 | 1-2 | 0.57 -0.56 0.06 |0.00
Malate dehydrogenase
P40926 mitochondrial 2298 | 1-2 | 0.66 -0.41 0.03 [0.00
Elongation factor Tu
P49411 mitochondrial 285 | 1-2 | 0.65 -0.43 0.09 ]0.00
Rho GDP dissociation
P52565 inhibitor 1 448 | 1-2 | 0.72 -0.33 0.07 |[0.00
P60174 Triosephosphate isomerase | 2749 | 1-2 | 0.80 -0.22 0.03 ]0.00
10 kDa heat shock protein
P61604 mitochondrial 467 | 1-2 | 0.82 -0.20 0.06 |{0.00
Heterogeneous nuclear
P61978 ribonucleoprotein K 189 | 1-2 | 0.64 -0.45 0.05 ]0.00
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P61981 14 3 3 protein gamma 733 1-2 | 0.79 -0.23 0.06 |0.00
P62158 Calmodulin 1809 | 1-2 | 0.63 -0.46 0.06 |0.00
P62258 14 3 3 protein epsilon 926 | 1-2 | 0.70 -0.36 0.05 ]0.00
P62805 Histone H4 26679 | 1-2 | 0.65 -0.43 0.02 |0.00
GTP binding nuclear
P62826 protein Ran 218 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.06 |0.00
Peptidyl prolyl cis trans
P62937 isomerase A 3493 | 1-2 | 0.53 -0.63 0.03 ]0.00
Actin alpha cardiac muscle
P68032 1 5539 | 1-2 | 0.60 -0.51 0.05 |[0.00
P68104 Elongation factor 1 alpha 1 | 3513 | 1-2 | 0.59 -0.52 0.03 ]0.00
T complex protein 1 subunit
P78371 beta 232 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.10 {0.00
Heterogeneous nuclear
Q00839 ribonucleoprotein U 816 | 1-2 | 0.63 -0.46 0.03 ]0.00
Q05639 Elongation factor 1 alpha 2 | 1543 | 1-2 [ 0.59 -0.53 0.03 ]0.00
Q06830 Peroxiredoxin 1 441 1-2 | 0.73 -0.31 0.05 ]0.00
ATP dependent RNA
Q08211 helicase A 84 1-2 | 0.60 -0.51 0.08 |[0.00
Q13509 Tubulin beta 3 chain 9937 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.06 |0.00
Spliceosome RNA helicase
Q13838 BATI 190 1 1 1 1 1
Heterogeneous nuclear
Q14103 ribonucleoprotein DO 213 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.06 |0.00
Q16658 Fascin 352 | 1-2 ] 0.79 -0.24 0.03 {0.00
Q562R1 Beta actin like protein 2 1396 | 1-2 | 0.21 -1.55 0.09 {0.00
Putative heat shock protein
Q58FF8 HSP 90 beta 2 418 | 1-2 | 0.49 -0.71 0.19 {0.00
Putative heat shock protein
Q58FG0 HSP 90 alpha A5 291 | 1-2 | 0.47 -0.75 0.42 {0.00
Q71U36 Tubulin alpha 1A chain 5172 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.03 [0.00
Q71UI9 Histone H2A V 6608 | 1-2 | 0.57 -0.57 0.03 ]0.00
RNA binding motif protein
Q8N7X1 X linked like 3 254 1 1 1 1 1

31




Probable ATP dependent

Q92841 RNA helicase DDX17 112 | 1-2 | 0.39 -0.95 0.11 ]0.00
Putative beta actin like
QIBYX7 protein 3 2700 | 1-2 | 0.35 -1.06 0.27 10.00
Q9H4B7 Tubulin beta 1 chain 1185 | 1-2 | 0.52 -0.66 0.19 10.00
Coiled coil helix coiled coil
helix domain containing
QI9Y6H1 protein 2 mitochondrial 963 2 2 2 2 2
P62805 Histone H4 26679 | 1-2 | 0.65 -0.43 0.02 ]0.00
GTP binding nuclear
P62826 protein Ran 218 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.06 |0.00
Peptidyl prolyl cis trans
P62937 isomerase A 3493 | 1-2 | 0.53 -0.63 0.03 ]0.00
Actin alpha cardiac muscle
P68032 1 5539 | 1-2 | 0.60 -0.51 0.05 ]0.00
P68104 Elongation factor 1 alpha 1 | 3513 | 1-2 | 0.59 -0.52 0.03 ]0.00
T complex protein 1 subunit
P78371 beta 232 | 1.2 | 0.64 -0.44 0.10 |0.00
Heterogeneous nuclear
Q00839 ribonucleoprotein U 816 | 1-2 | 0.63 -0.46 0.03 |0.00
Q05639 Elongation factor 1 alpha 2 | 1543 | 1-2 | 0.59 -0.53 0.03 |0.00
Q06830 Peroxiredoxin 1 441 1-2 | 0.73 -0.31 0.05 ]0.00
ATP dependent RNA
Q08211 helicase A 84 1-2 | 0.60 -0.51 0.08 |0.00
Q13509 Tubulin beta 3 chain 9937 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.06 |0.00
Spliceosome RNA helicase
Q13838 BATI1 190 1 1 1 1 1
Heterogeneous nuclear
Q14103 ribonucleoprotein DO 213 | 1.2 | 0.64 -0.44 0.06 |0.00
Q16658 Fascin 352 | 1-2 | 0.79 -0.24 0.03 10.00
Q562R1 Beta actin like protein 2 1396 | 1-2 | 0.21 -1.55 0.09 10.00
Putative heat shock protein
Q58FF8 HSP 90 beta 2 418 | 1-2 | 0.49 -0.71 0.19 10.00
Putative heat shock protein
Q58FGO HSP 90 alpha A5 291 1-2 | 047 -0.75 0.42 10.00
Q71036 Tubulin alpha 1A chain 5172 | 1-2 | 0.64 -0.44 0.03 ]0.00
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Q71UI9 | 2 Histone H2A 'V 6608 | 1-2 | 0.57 -0.57 0.03 ]0.00
RNA binding motif protein
Q8N7X1 | 2 X linked like 3 254 1 1 1 1 1
Probable ATP dependent
Q92841 | 2 RNA helicase DDX17 112 | 1-2 | 0.39 -0.95 0.11 ]0.00
Putative beta actin like
QI9BYX7| 2 protein 3 OS 2700 | 1-2 | 0.35 -1.06 0.27 10.00
Q9H4B7 | 2 Tubulin beta 1 chain 1185 | 1-2 | 0.52 -0.66 0.19 ]0.00
Coiled coil helix coiled coil
helix domain containing
QI9Y6H1 | 2 protein 2 mitochondrial 963 2 2 2 2 2

4.2.3. Kontrol- MPTP Karsilastirmalan

PLGS analizi ile, kontrol grubu ve MPTP grubu arasinda, igerdikleri proteinlerin
nanogramlar1 baz almarak karsilastirma yapilmistir. Proteinler, Uniprot protein data
bankasindaki erisim numaralar1 ve adlariyla, Cizelge 4.3’te belirtilmistir. Cizelgede bahsi
gecen 2:1 orani, bahsedilen proteinin nanogrammi MPTP/kontrol olarak belirtir. 2:1 P ise

t-test orani belirtir. Cizelgedeki grup siitununda yer alan 1 ve 2 degerleri, bahsedilen

proteinin sadece 1 (kontrol) ya da 2°de (MPTP) gortildiigiinii belirtir.

Cizelge.4.3. Kontrol ve MPTP grubunun PLGS analizi ile karsilastirma sonucu.

2:1 | 21
Erisim PLGS 2:1 | Log(e)|Log(e)
No OK Protein Adi Skoru | Grup| Orani | Orani | StdSpma |2:1 P
RNA binding motif protein
075526 | 2 X linked like 2 251 1 1 1 1 1
Glyceraldehyde 3
P04406 | 2 | phosphate dehydrogenase 6947 1-2 | 0.76 | -0.28 0.03 0.00
High mobility group
P09429 | 2 protein B1 736 1-2 | 0.75 | -0.29 0.07 0.00
Heat shock cognate 71
P11142 | 2 kDa protein 2300 1-2 | 0.77 | -0.26 0.02 0.00
P13929 | 2 Beta enolase 417 1-2 | 0.77 | -0.26 0.25 0.02
Nucleoside diphosphate
P15531 | 2 kinase A 2425 1-2 | 1.95 | 0.67 0.19 1.00
P16401 | 2 Histone HI 5 592 1-2 | 0.59 | -0.53 0.07 0.00
P27348 | 2 14 3 3 protein theta 329 1-2 | 1.22 | 0.20 0.06 1.00
P33778 | 2 Histone H2B type 1 B 6189 1-2 | 0.70 | -0.36 0.09 0.00
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Signal recognition particle

P49458 | 2 9 kDa protein 612 2 2 2 2 2
Heat shock related 70 kDa

P54652 | 2 protein 2 1731 1-2 | 0.79 | -0.24 0.12 0.00

P62158 | 2 Calmodulin 1809 1-2 | 0.66 | -0.42 0.09 0.00

P62805 | 2 Histone H4 26679 | 1-2 | 0.66 | -0.41 0.02 0.00

Peptidyl prolyl cis trans

P62937 | 2 isomerase A 3493 1-2 | 0.78 | -0.25 0.07 0.00

P63261 | 2 Actin cytoplasmic 2 10879 | 1-2 | 0.80 | -0.22 0.02 0.00
Actin alpha cardiac muscle

P68032 | 2 1 5539 1-2 | 0.73 | -0.32 0.04 0.00

P68104 | 2 | Elongation factor 1 alpha 1| 3513 1-2 ] 0.73 | -0.31 0.03 0.00

Q05639 | 2 | Elongation factor 1 alpha 2| 1543 1-2 | 0.76 | -0.28 0.04 0.00

POTE ankyrin domain
Q6S8J3 | 2 family member E 3025 1-2 | 0.76 | -0.27 0.15 0.00
Q71UI9 | 2 Histone H2A V 6608 1-2 | 0.68 | -0.38 0.04 0.00
Putative tubulin beta 4q
Q99867 | 2 chain 1191 1-2 | 0.50 | -0.70 0.16 0.00
Q9H4B7| 2 Tubulin beta 1 chain 1185 1-2 | 0.68 | -0.38 0.22 0.01

4.2.4. Kontrol- Antimisin A Karsilastirmalar

PLGS analizi ile, kontrol grubu ve antimisin a grubu arasinda, igerdikleri
proteinlerin nanogramlar1 baz alinarak karsilastirma yapilmaistir. Proteinler, Uniprot protein
data bankasindaki erisim numaralar1 ve adlariyla, Cizelge 4.4’te belirtilmistir. Cizelgede
bahsi gegen 2:1 orani, bahsedilen proteinin nanogramini antimisin a/kontrol olarak belirtir.
2:1 P ise t-test oranim belirtir. Cizelgedeki grup slitununda yer alan 1 ve 2 degerleri,
bahsedilen proteinin sadece 1 (kontrol) ya da 2’de (antimisin) goriildiiglinii belirtir.

Cizelge 4.4. Kontrol ve Antimisin A grubunun PLGS analizi ile karsilagtirma sonucu.

2:1 2:1
Erisim PLGS 2:1 | Log(e)| Log(e)
No. OK Protein Adi Skoru | Grup | Orani | Oram | StdSpma 2:1
L lactate dehydrogenase B
P07195 | 2 chain 621 1-2 ] 0.74 | -0.30 0.04 0.00
60 kDa heat shock protein
P10809 | 2 mitochondrial 702 1-2 | 0.78 | -0.25 0.04 0.00
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P60174 Triosephosphate isomerase | 2749 1-2 | 0.81 | -0.21 0.03 0.00
Heat shock 70 kDa protein
P17066 6 848 1-2 | 0.81 | -0.21 0.17 0.02
P04350 Tubulin beta 4 chain 4695 1-2 | 0.70 | -0.36 0.12 0.00
P16401 Histone HI 5 592 1-2 | 0.70 | -0.36 0.05 0.00
Heat shock protein HSP 90
P08238 beta 2127 1-2 | 0.74 | -0.30 0.03 0.00
POTE ankyrin domain
Q6S8J3 family member E 3025 1-2 | 0.58 | -0.54 0.14 0.00
P13929 Beta enolase 417 1-2 | 0.66 | -0.41 0.29 0.02
Heterogeneous nuclear
P09651 ribonucleoprotein Al 1568 1-2 | 0.53 | -0.63 0.04 0.00
Q562R1 Beta actin like protein 2 1396 1-2 ] 0.22 | -1.50 0.14 0.00
Q71UI9 Histone H2A V 6608 1-2 | 0.81 | -0.21 0.03 0.00
RNA binding motif protein
Q8N7X1 X linked like 3 254 1 1 1 1 1
P63261 Actin cytoplasmic 2 10879 | 1-2 | 0.58 | -0.55 0.02 0.00
ATP dependent RNA
Q08211 helicase A 84 1-2 ] 0.62 | -0.48 0.08 0.00
Q06830 Peroxiredoxin 1 441 1-2 | 0.73 | -0.31 0.05 0.00
P07437 Tubulin beta chain 11346 | 1-2 | 0.55 | -0.60 0.04 0.00
Heterogeneous nuclear
P14866 ribonucleoprotein L 183 1-2 | 0.55 | -0.60 0.21 0.00
P62158 Calmodulin 1809 1-2 | 0.67 | -0.40 0.05 0.00
P32119 Peroxiredoxin 2 808 1-2 | 0.59 | -0.53 0.08 0.00
Peptidyl prolyl cis trans
P62937 isomerase A 3493 1-2 | 0.56 | -0.58 0.04 0.00
Nuclear pore complex
Q92621 protein Nup205 98 1-2 | 0.30 | -1.20 0.07 0.00
P07737 Profilin 1 2627 1-2 | 0.66 | -0.41 0.04 0.00
Rho GDP dissociation
P52565 inhibitor 1 448 1-2 ] 0.74 | -0.30 0.10 0.00
Heat shock 70 kDa protein
P34931 1 like 841 1-2 | 0.66 | -0.41 0.21 0.00
High mobility group
P09429 protein B1 736 1-2 | 047 | -0.75 0.08 0.00
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P57053 Histone H2B type F 10888 2 2 2 2 2
Nucleoside diphosphate
P22392 kinase B 2350 1-2 ] 0.70 | -0.36 0.06 0.00
P68363 Tubulin alpha 1B chain 5337 1-2 | 0.51 | -0.67 0.03 0.00
P27348 14 3 3 protein theta 329 1-2 |1 0.76 | -0.27 0.08 0.00
60S acidic ribosomal
P05386 protein P1 1709 1-2 ] 043 | -0.84 0.20 0.00
P61981 14 3 3 protein gamma 733 1-2 | 0.58 | -0.55 0.06 0.00
Pyruvate kinase isozymes
P14618 M1 M2 1760 1-2 | 0.73 | -0.31 0.03 0.00
P06454 Prothymosin alpha 5027 1-2 | 0.28 | -1.28 0.09 0.00
Heterogeneous nuclear
P31943 ribonucleoprotein H 176 1-2 | 0.69 | -0.37 0.07 0.00
Heterogeneous nuclear
P61978 ribonucleoprotein K 189 1-2 | 0.70 | -0.35 0.04 0.00
P62258 14 3 3 protein epsilon 926 1-2 | 0.54 | -0.62 0.09 0.00
Heterogeneous nuclear
Q00839 ribonucleoprotein U 816 1-2 | 0.68 | -0.39 0.04 0.00
P09211 Glutathione S transferase P 579 1-2 | 0.70 | -0.36 0.07 0.00
P06748 Nucleophosmin 1542 1-2 | 0.43 | -0.85 0.05 0.00
Q13509 Tubulin beta 3 chain 9937 1-2 | 0.46 | -0.77 0.05 0.00
Heterogeneous nuclear
P22626 ribonucleoproteins A2 Bl 805 1-2 | 0.60 | -0.51 0.05 0.00
Heat shock 70 kDa protein
P08107 1A 1B 843 1-2 | 0.73 | -0.31 0.11 0.00
P06733 Alpha enolase 1243 1-2 | 0.68 | -0.38 0.03 0.00
Q16658 Fascin 352 1-2 ] 0.73 | -0.32 0.05 0.00
Spliceosome RNA
Q13838 helicase BAT1 190 1 1 1 1 1
Q9Y281 Cofilin 2 856 1-2 |1 0.79 | -0.23 0.27 0.05
Heterogeneous nuclear
Q14103 ribonucleoprotein DO 213 1-2 | 0.56 | -0.58 0.07 0.00
Serine arginine rich
Q16629 splicing factor 7 322 2 2 2 2 2
Fructose bisphosphate
P04075 aldolase A 543 1-2 ] 0.71 | -0.34 0.07 0.00
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Q05639 | 2 | Elongation factor 1 alpha2| 1543 1-2 | 0.68 | -0.39 0.04 0.00
Elongation factor Tu

P49411 | 2 mitochondrial 285 1-2 | 041 | -0.88 0.16 0.00
Heat shock cognate 71

P11142 | 2 kDa protein 2300 1-2 | 0.68 | -0.38 0.02 0.00

P68104 | 2 | Elongation factor 1 alpha 1| 3513 1-2 | 0.64 | -0.44 0.02 0.00
GTP binding nuclear

P62826 | 2 protein Ran 218 1-2 | 0.61 | -0.49 0.05 0.00

P63104 | 2 14 3 3 protein zeta delta 298 1-2 | 0.69 | -0.37 0.06 0.00

P13639 | 2 Elongation factor 2 447 1-2 | 0.64 | -0.44 0.05 0.00

P23528 | 2 Cofilin 1 10887 | 1-2 | 0.63 | -0.46 0.03 0.00

P62805 | 2 Histone H4 26679 | 1-2 | 0.57 | -0.56 0.02 0.00

4.2.5. Kontrol- Oligomisin Karsilastirmalar

PLGS analizi ile, kontrol grubu ve oligomisin grubu arasinda, icerdikleri

proteinlerin nanogramlar1 baz alinarak karsilastirma yapilmaistir. Proteinler, Uniprot protein

data bankasindaki erisim numaralar1 ve adlariyla, Cizelge 4.5’te belirtilmistir. Cizelgede

bahsi gecen 2:1 orani, bahsedilen proteinin nanogramini oligomisin/kontrol olarak belirtir.

2:1 P ise t-test oranmi belirtir. Cizelgedeki grup siitununda bulunan 1 ve 2 degerleri,

bahsedilen proteinin sadece 1 (kontrol) ya da 2’de (oligomisin) goriildiigiinii belirtir.

Cizelge 4.5. Kontrol ve Oligomisin grubunun PLGS analizi ile karsilagtirma sonucu.

2:1 2:1
Erisim PLGS 2:1 | Log(e)| Log(e) [2:1_
No. |OK Protein Adi Skoru |Grup| Oram | Oram | StdSpma
L lactate dehydrogenase A
P00338 | 2 chain 816 1-2 | 0.70 | -0.35 0.04 [0.00
P00558 | 2 | Phosphoglycerate kinase 1 424 1-2 ] 0.69 | -0.37 0.04 |0.00
Glyceraldehyde 3
P04406 | 2 | phosphate dehydrogenase | 6947 1-2 | 0.68 | -0.38 0.02 |0.00
60S acidic ribosomal
P05386 | 2 protein P1 1709 1-2 | 049 | -0.71 0.06 [0.00
P06454 | 2 Prothymosin alpha 5027 1-2 | 0.53 | -0.64 0.05 [0.00
P06733 | 2 Alpha enolase 1243 1-2 | 0.61 | -0.50 0.02 [0.00
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P06748 Nucleophosmin 1542 1-2 | 0.54 | -0.62 0.04 |0.00
L lactate dehydrogenase
P07195 B chain 621 1-2 | 0.64 | -0.44 0.03 ]0.00
P07437 Tubulin beta chain 11346 | 1-2 | 0.50 | -0.70 0.02 ]0.00
P07737 Profilin 1 2627 1-2 | 0.58 | -0.55 0.03 ]0.00
Heat shock protein HSP
P07900 90 alpha 1277 1-2 | 0.69 | -0.37 0.03 ]0.00
Heat shock 70 kDa protein
P08107 1A 1B 843 1-2 | 0.77 | -0.26 0.10 |0.00
Heat shock protein HSP
P08238 90 beta 2127 1-2 | 0.61 | -0.50 0.02 ]0.00
Glutathione S transferase
P09211 P 579 1-2 | 0.54 | -0.61 0.05 ]0.00
High mobility group
P09429 protein B1 736 1-2 | 0.46 | -0.78 0.07 |0.00
Heterogeneous nuclear
P09651 ribonucleoprotein Al 1568 1-2 | 0.57 | -0.56 0.03 |0.00
60 kDa heat shock protein
P10809 mitochondrial 702 1-2 | 0.62 | -0.48 0.04 ]0.00
78 kDa glucose regulated
P11021 protein 188 1-2 | 0.71 | -0.34 0.04 ]0.00
Heat shock cognate 71
P11142 kDa protein 2300 1-2 | 0.54 | -0.62 0.02 ]0.00
P12277 Creatine kinase B type 317 1-2 ] 0.64 | -0.44 0.06 |0.00
P13639 Elongation factor 2 447 1-2 | 0.59 | -0.53 0.04 |0.00
Pyruvate kinase isozymes
P14618 M1 M2 1760 1-2 | 0.63 | -0.47 0.02 ]0.00
P14625 Endoplasmin 131 1-2 | 0.66 | -0.41 0.06 |0.00
P16401 Histone HI 5 592 1-2 | 0.63 | -0.46 0.05 |0.00
P16949 Stathmin 2116 1-2 | 0.69 | -0.37 0.03 ]0.00
Heterogeneous nuclear
P22626 ribonucleoproteins A2 Bl 805 1-2 | 0.64 [ -0.44 0.03 |0.00
P23528 Cofilin 1 10887 | 1-2 | 0.58 | -0.55 0.03 |0.00
High mobility group
P26583 protein B2 OS 415 1-2 | 0.66 | -0.41 0.11 ]0.00
P27348 14 3 3 protein theta 329 1-2 | 0.72 | -0.33 0.06 |0.00
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Pyruvate kinase isozymes

P30613 RL 161 1-2 | 0.55 | -0.60 0.15 ]0.00
Heterogeneous nuclear
P31943 ribonucleoprotein H 176 1-2 | 0.67 | -0.40 0.05 [0.00
P32119 Peroxiredoxin 2 808 1-2 | 0.66 | -0.42 0.06 |0.00
Malate dehydrogenase
P40926 mitochondrial 2298 1-2 | 0.63 | -0.46 0.03 ]0.00
Triosephosphate
P60174 isomerase 2749 1-2 | 0.67 | -0.40 0.02 |0.00
10 kDa heat shock protein
P61604 mitochondrial 467 1-2 | 0.61 | -0.50 0.14 10.00
Heterogeneous nuclear
P61978 ribonucleoprotein K 189 1-2 | 0.66 | -0.42 0.04 |0.00
P61981 14 3 3 protein gamma 733 1-2 | 0.58 | -0.55 0.04 10.00
P62158 Calmodulin 1809 1-2 | 0.59 | -0.52 0.03 ]0.00
P62258 14 3 3 protein epsilon 926 1-2 | 0.55 | -0.59 0.05 |0.00
P62805 Histone H4 26679 | 1-2 | 0.71 | -0.34 0.02 ]0.00
GTP binding nuclear
P62826 protein Ran 218 1-2 | 0.58 | -0.55 0.05 |0.00
Peptidyl prolyl cis trans
P62937 isomerase A 3493 1-2 | 0.50 | -0.69 0.02 ]0.00
P63104 14 3 3 protein zeta delta 298 1-2 | 0.59 | -0.53 0.05 |0.00
Elongation factor 1 alpha
P68104 1 3513 1-2 | 0.62 | -0.48 0.02 ]0.00
P68363 Tubulin alpha 1B chain 5337 1-2 | 0.51 | -0.67 0.02 |0.00
Heterogeneous nuclear
Q00839 ribonucleoprotein U 816 1-2 | 0.64 | -0.45 0.03 |0.00
Q02878 60S ribosomal protein L6 193 1-2 | 0.62 | -0.48 0.07 [0.00
Elongation factor 1 alpha
Q05639 2 1543 1-2 | 0.64 | -0.45 0.03 ]0.00
Q06830 Peroxiredoxin 1 441 1-2 | 0.60 [ -0.51 0.04 |0.00
Q13509 Tubulin beta 3 chain 9937 1-2 | 0.52 | -0.66 0.04 ]0.00
Spliceosome RNA
Q13838 helicase BAT1 190 1 1 1 1 1
Heterogeneous nuclear
Q14103 ribonucleoprotein DO 213 1-2 | 0.52 | -0.66 0.05 ]0.00
Q16658 Fascin 352 1-2 | 0.58 | -0.54 0.04 ]0.00

39




Q562R1 | 2 | Beta actin like protein 2 1396 1-2 ] 0.75 | -0.29 0.05 10.00

Putative heat shock
Q58FF8 | 2 protein HSP 90 beta 2 418 1-2 | 0.55 | -0.59 0.18 10.00

POTE ankyrin domain
Q6S8J3 | 2 family member E 3025 1-2 | 3.32 1.20 0.10 |1.00
Q71UI9 | 2 Histone H2A V 6608 1-2 | 0.74 | -0.30 0.03 |0.00
RNA binding motif
Q8N7X1| 2 protein X linked like 3 254 1 1 1 1 1
Putative tubulin beta 4q
Q99867 | 2 chain 1191 1-2 | 0.63 | -047 0.45 10.01
Q9H4B7| 2 Tubulin beta 1 chain 1185 1-2 | 0.52 | -0.65 0.17 10.00

4.3. PCA Sonuclan

SH-SYS5Y mitokondriyal disfonksiyon hiicre modellerinden elde edilen proteom MS
ve MS/MS deneyleri sonucunda tespit edilmis ve sonucunda 380 adet yiiksek giivenirlilikte
protein tanimlamas1 yapilmistir. PLGS ile nanogram miktarlar1 tayin edilen proteinler PCA
ile analiz edilmistir.

Datalarin islenebilmesi ve anlamli sonuglar1 tespit edebilmek icin PCA analizi
kullanilmistir. Elde edilen verilerle gruplar arasindaki farkliliklar1  gdstermek
amacglanmistir. PCA analiziyle datanin ¢ok boyutlulugu, faktorler arasinda kovaryans
analizi yapilarak iki boyuta indirgenir ve gozlemlenebilecek hale getirilir. Kovaryans
matrislerinden eigen vektorleri ve eigen degerleri bulunur. Bunlar bir datay: temsil eden
temel unsurlar olarak diisiiniilebilir. Kovaryans analizi her zaman iki faktor arasinda olur.
Ug faktor ile kovaryans analizi: x-y, y-z- X-z arasindadir. Faktorler arttiginda PCA analizi
data 6zeti i¢in kullanigli bir metod haline gelmektedir.

4.3.1. PLS-DA Kullanarak Tiim Grup Farkhliklarinin Belirlenmesi

Alt1 adet grubun her birine ait olan dort 6rnegin ticlii tekrarlariyla elde edilen 72
adet gozlem PLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis) kullanilarak
tanimlanmistir.  Olgek olarak c¢ok degiskenli sistem kullanilmustir. Cizelge 4.6’da,
kullanilan datanin 6zeti verilmistir. Bu ¢izelgede, gozlemler tiim gruplara ait tiim tekrarlar1
icermektedir. Dahil edilenler, bu analiz i¢in kullanilan gézlemleri belirtir. Degiskenler, bu
analizin olusturulmasi i¢in degerlendirilen protein sayisim ifade eder. Komponentler,
gruplarm ayrilabilmesi icin gereken minimum protein sayismi gosterir. Olgek olarak
sec¢ilen uni-varied (UV), proteomik analizleri i¢in tercih edilen bir skaladir. Bu skala, daha

genis Olcekte protein grubunu analize dahil eder.
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Cizelge 4.6. Tiim gruplar i¢cin PLS-DA data tanim 6zeti.

Gozlemler

Dahil Edilenler
Dahil Edilmeyenler
Degiskenler

Gruplar
X Degiskenleri
Dahil Edilmeyenler

Uretilen
Model

Olgek
Doniisiim
Komponentler

Giiriiltii Seviyesi

Bu datadaki giiriiltii seviyesi 31% “dir.

72

72

0

379

Kontrol, MPTP, 3-NP, Antimisin,
Oligomisin

369
10

0
PLS-DA
uv
Higbiri

6

075526, P00330,
P03106, ...

(Bu, ilerki gozlemlerde ortaya ¢ikacak olan tahmin hatasinin (tahmin edilen ve ger¢ek deger arasindaki

sapma) bu giiriiltii seviyesinde olacak demektir.)

4.3.1.1. Gruplar Birbirlerinden Ne Kadar Farkhi? (Scores Plot)

n

Scores Comp[1] vs. Comp[3] colored by Grup

—_— 0 n - 3NP
jach L] L] Antirmisin
- Azit
Kantral
MPTP
Cligomisin
-5
-10
*
-30 -20 -10 0 10
1]

EZinfo 2 - shsySy betul22 (M2: PLS-DA) - 2011-04-22 15:54:57 (UTC+2)

Sekil 4.1. Scores Plot grafiginde tiim gruplari gosterimi.
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Gruplar arasindaki farkliligi gozlemlemek i¢in PCA’nin scores plot grafigi
kullanilmistir. Bunlar, X degiskenlerinin dogru bir 6zetini ¢ikarabilmek i¢in, orijinallerin
ortalamasi Olgiilerek belirlenmistir. Bu modelde alt1 tane skor vardir. Buna ek olarak PLS-
DA skorlar1 hesaplanarak gruplar arasindaki farkliliklar hesaplanmistir. Skorlardan t[1] ve
t[2] datanin 6zeti ve ayrilmasi i¢in secilebilecek en onemli iki yeni indekstir. t[1] ve
t[2]’nin plot1 datanmn bir resmini gostermektedir. Grafikteki her bir nokta bir gozlemin
karsiligidir.

Kontrolle beraber alt1 adet grup farkli renklerde gosterilmistir (Sekil 4.1). Her
gruptan dort farkli 6rnek ve her 6rnegin {iclii tekrar1 oldugundan, bir gruba ait 12 adet
nokta goriilmektedir. Bu grafik, analiz sirasinda belirlenen proteinlerdeki nanogram
farklar1 baz alinarak olusturulmustur. Scores plotta gézlemlenen noktalarin grup icinde

birbirine yakin, gruplar aras1 ise birbirine nispeten uzak olmasi beklenir.

4.3.1.2. X degiskenleri ve Yamtlar Arasindaki iliski (Loadings Plot)

Loadings Comp[2] vs. Comp[5]
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-0.1 0.0 0.1 0.2

w*c[2]

EZinfo 2 - sheyfy betuliZ (ui2: PLS-DA) - 2011-04-2% 15:57 34 (UTC+31

Sekil 4.2. Loadings Plot grafiginde tiim gruplarin gdsterimi.

Bu grafik data setimizdeki X degiskenlerinin birbirleriyle ve yanitlartyla nasil iligki
kurdugunu gostermektedir. Bir 6nceki grafik olan scores plotla kombinasyon halinde olan
bu tema, hangi X degiskenlerinin, gozlemin sagda, solda, yukarda ya da asagida
olmasindan sorumlu oldugunu aciklar.

Genel olarak, birbirlerine yakin olan X degiskenleri birbirleriyle ¢ok daha fazla
iliskili olanlardir. Y’ye yakin olan X degerleri birbirleriyle daha siki iligki i¢indedir ve
orijinden daha uzaktir. Orijine yakinlastik¢a korelasyon azalir. Karsit ¢emberlerde ve
orijinden uzak olan X degerleri birbirleriyle negative koralasyon gosterir. Birbirlerinden ne
kadar uzaklarsa korelasyon zithigi o kadar artar.
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4.3.1.3. Ekstrem Gozlemlerin Belirtilmesi (Hotellings T2)

Hotelling’s T2 Range Comp[1-&] colored by Grup

30 -
)
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0
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60 T0
EZinfo 2 - shsyfy betul (h2; PLS-D4 - 2011-04-23 144400 (UTC+2)

Sekil 4.3. Hotelling’s T2 dagilim grafigi ile tiim gruplarin gosterimi.

Hotelling’s T2 dagilim1 her bir gézlemin her bir modelleme merkezinden ne kadar
uzak oldugu, ortalamadan ne kadar farkli oldugunu gosterdiginden, tiim skorlarin 6zetini
teskil edecek bir grafiktir. Buradaki Hotelling’s grafiginde alti1 adet skorun Ozeti
goriilmektedir. Gozlemler arasindaki mesafe ne kadar uzaksa, gozlemler arasi fark o kadar
fazladir. Yesil veya kirmizi hatta yaklagsmis olan gozlemler, digerlerine sirasiyla %5 ve

%1’den daha az benziyor demektir.

4.3.1.4. X degiskenlerinin Birbirleriyle ve Diger Gézlem Unsurlaryla Iliskisi

Loadings Bi Plot Comp[2] vs. Comp[5] colored by Grup
1.0

[

r
.
- a4 o s

P
L, ‘; 1: -&‘154“ ‘i‘“ “‘L v = 3P
4 "‘ . . i Antimisin
0.0 iy e Azit
P A 5& o .. x -
L ’ﬁi - MPTP
Wiy &
& Iy .

Cligomisin

P )

't » wariables
. - Responses

»
LS
e

»

»
o

Fr

t(corr)[S], pe(cort)[S]

-1.0

-1.0 -0.8 0.6 -0.4 -0.2 -0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

t(corr)[2], pcicorr)[2]
Edinfo 2 - shsySy betul22 (u2: PLS-DA) - 2011-04-22 16:00:43 (UTC+2)

Sekil 4.4. Loadings Bi Plot Grafigi (Tiim Gruplar i¢in)
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X degiskenleri ve her bir gozlem arasindaki iliski Loadings Bi Plot grafiginde
gozlemlenebilir. Bu temada; gozlemler (t’ler), X degiskenleri ve gruplar aym grafikte
gozlemlenebilir. Grafikteki ¢cemberler cesitli korelasyon seviyelerini gostermektedir. 1.0
(%100), 0.75 (%75) ve 0.5 (%50) miikkemmel korelasyondan sifir (%0) korelasyona
(grafigin ortas1) kadar gosterilmektedir. Genel olarak bilesenlerdeki yakinlik, aralarinda
korelasyonun oldugunu belirtir. Boylece hangi X degiskenlerinin, hangi grupla pozitif

kolerasyonu oldugu saptanabilir.

4.3.1.5. Tahmini Degisken Onemi (VIP-Variable importance -in projection-)

Variable Importance

VIP[6]

b B e L B i B BT L e B S - T T O o T i BT T T T B B o B B B
TVNMTHHNIOOO'—IO'\\QO'\NNTOO\GN@MGMG\QG\OQMNQT-—I
R ARORAOCRRRMASAMORMA SR ROASRA RSB AN
o oo oy < oy O OOOO
Primary ID

Efinfe 2 - sheyhy betul (M2: PLE-DA) - 2011-04-22 1:4:50:27 (UTC+2)

Sekil 4.5. Tiim gruplar i¢cin tahmini degisken 6nemi grafigi.

VIP (variable importance, degisken Onemi) degerleri, modellerdeki tiim X
degiskenlerinin 6nemini yansitan bir tablodur. PLS-DA ile belirlenen 6nem, proteinlerin
gruplarm farklilasmalarina ne kadar katkilar1 olup olmadigma goére degisir. Onemli
degiskenlerin VIP degerleri >= 1 dir. Diger tiim X degiskenlerinin yaninda 1’e esit ve
I’den biiyiik olan degerler, dominant X degerleridir. Buradaki grafige gore en onemli X
degiskenleri: histon H3.1 (P68431), kiiciik niikleer riboniikleoprotein Sm D1 (P62314),
serin/arjinin zengin, u¢ bilestirme faktorii 1 (Q07955), gliseraldehit-3fosfat dehidrogenaz
(P04406), makrofaj gocli inhibe edici faktorii (P14174), tiibiilin beta zinrici (P07437),
uzama faktorii Tu-mitokondriyal (P49411), heterojenéz niikleer riboniikleoprotein K
(P61978), histon H4 (P62805), niikleofosmin (P06748), aldoz rediiktaz (P15121), glutation
S-transferaz (Q16555), peroksiredoksin 1 (Q06830), 14-3-3 protein zeta/ delta (P63104),
glukozidaz 2, beta altiinitesi (P14314)’dir.
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4.3.1.6. Goodness of Fit Grafigi

Goodness of Fit
1.0

0.8
0.6

0.4 B rzvicum)

W ozicum)

0.2

0.0

= & ) x i e
= = = = = =
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= = = = = =
o o o o o o

Component

Ezinfo 2 - shsyfy betulZ2 (2: PLS-04) - 2011-04-22 16:10:06 (UTC+2)

Sekil 4.6. Goodness of Fit Grafigi (Tiim Gruplar I¢in)

Bu grafikte ka¢ komponentle (protein) birlikte gruplarin birbirlerinden ne kadar
farklilasacagi belirtilir.
4.3.1.6. Siiflandirma Ozeti

Smiflandrma  6zeti  tablosunda, hangi gozlemlerin  smiflandirilabildigi
gosterilmektedir. Cizelge 4.7°deki bilinmeyenler siitununda yer alan gézlemler, Hotelling’s
T2 tablosunda da belirtilmis olan aykir1 (outlier) gézlemlerdir.

Cizelge 4.7. Smiflandirma Ozeti Tablosu
Gozlem Dogru Siniflandirilmig Yanlis Siniflandirilmis

Grup Adi Bilinmeyenler
Sayisi  Gozlem Sayisi Gozlem Sayisi
3NP 12 9 0 3
Anti-A 12 12 0 0
Azit 12 12 0 0
Kontrol 12 11 0 1
MPTP 12 12 0 0
Oligomisin 12 10 0 2
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4.3.2. PLS-DA Kullanarak Kontrol-Soydum Azit Gruplarinin Karsilastirilmasi

PLS-DA modeli kullanilarak sodyum azit ile muamele edilmis noéroblastoma

hiicreleri ve kontrol grubu arasindaki farkliliklar karsilastirilmistir.

Cizelge 4.8. Kontrol ve Soydum Azit icin PLS-DA data tanim 6zeti.

Gozlemler 72
Dahil Edilenler 24
Dahil Edilmeyenler 48
Gruplar 2 Grup (Azit, Kontrol)
Degiskenler 379
X degiskenleri 289
AOAVI2, A2BFHI,
Dahil Edilmeyenler 90
B2RPKO, ...
Uretilen 0
Model PLS-DA
Olgek uv
Doniisiim Higbiri
Komponentler 3
Giiriiltii Seviyesi
Bu datadaki giiriiltii seviyesi 4% ‘dir.
4.3.2.1. Gruplar Birbirlerinden Ne Kadar Farkhi? (Scores Plot)
Scores Comp[1l] vs. Comp[2] colored by Grup
Hotelling’s T2 Ellipse {95%%) = (18.41; 15.16)
R2x[1] = 0.1752
10 R2x[2] = 0.1257
e o T g .
- S
®
-10
-20 -10 0 10 20
t[1]

EZinfo I - shewfy betulk vk PLS-08) - 2011-04-25 10:38:51 (UTC42)

Sekil 4.7. Scores Plot grafiginde Kontrol ve Soydum Azit gruplarinin gosterimi.

Kontrole kars1 soydum azit grubu farkli renklerde gosterilmistir. Her gruptan dort

farkli 6rnek ve her Ornegin lcli tekrari oldugundan, bir gruba ait 12 adet nokta

goriilmektedir. Bu grafik, analiz swrasinda belirlenen proteinlerdeki nanogram farklar1 baz
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almarak olusturulmustur. Score plotta gdzlemlenen grafikteki noktalarm grup iginde

birbirine yakin, gruplar arasi ise birbirine uzak olmasi beklenir.

4.3.2.2. X degiskenleri ve Yanmitlar1 Arasindaki iliski

Loadings Comp[1] vs. Comp[2]
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Ros[2] = 0.1257 . .
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.
-0.1 0.0 0.1
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Seki 4.8. Loadings Plot grafiginde Kontrol ve Soydum azit gruplarmin gdsterimi.

Genel olarak, birbirlerine yakin olan X degiskenleri birbirleriyle ¢ok daha fazla

iliskili olanlardir. Y’ye yakin olan X degerleri birbirleriyle daha siki iliski i¢indedir ve

orijinden daha uzaktiwr. Orijine yakinlastik¢a korelasyon azalir. Karsit ¢emberlerde ve

orijinden uzak olan X degerleri birbirleriyle negative koralasyon gosterir. Birbirlerinden ne

kadar uzaklarsa korelasyon zithig1 o kadar artar.

4.3.2.3. X degiskenlerinin Birbirleriyle ve Diger Gézlem Unsurlariyla Iliskisi

Loadings Bi Plot Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup
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A
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Sekil 4.9. Loadings Bi Plot Grafigi (Kontrol ve Sodyum azit Grubu I¢in)

X degiskenleri ve her bir gozlem arasindaki iliski Loadings Bi Plot grafiginde

gozlemlenebilir. Bu temada; gozlemler (t’ler), x degiskenleri ve gruplar ayni grafikte

47



gozlemlenebilir. Grafikteki ¢emberler cesitli korelasyon seviyelerini gostermektedir. 1.0
(%100), 0.75 (%75) ve 0.5 (%50) mikkemmel korelasyondan sifir (%0) korelasyona
(grafigin ortas1) kadar gosterilmektedir. Genel olarak bilesenlerdeki yakinlik, aralarinda
korelasyonun oldugunu belirtir. Boylece hangi X degiskenlerinin hangi grupla pozitif

kolerasyonu oldugu saptanabilir.

4.3.2.4. Tahmini Degisken Onemi

ariable Importance

2.0

1.5

VIP[3]

0.5

1.0 I

0.0
20 40 o0 S50 100 120 140 160 |ZIYSIZ]- 200 220 240 260
nto 2 -

250
sheySy batulk (W PLS-DR)- 201 1-04-25 1004045 (UTC+2)

Sekil 4.10. Kontrol ve Soydum azit grubu i¢in tahmini degisken 6nemi grafigi.

VIP (variable importance) degerleri, modellerdeki tiim X degiskenlerinin 6nemini
yansitan bir tablodur. PLS-DA ile belirlenen 6nem, proteinlerin gruplarin farklilagmalarina
ne kadar katkilar1 olup olmadigina gore degisir. Onemli degiskenlerin VIP degerleri >= 1
dir. Diger tiim X degiskenlerinin yaninda 1’e esit ve 1’den biiylik olan degerler, dominant
X degerleridir. Buradaki grafige gore en onemli X degiskenleri: ndrosalgisal protein VGF
(015240), kalretikiilin (P27797), ATP sentaz beta altiinitesi, mitokondriyal (P06576),
notral alfa glukosidaz AB (Q14697), protein diisiilfit izomeraz A6 (Q15084), heterojendz
niikleer riboniikleoprotein U (Q00839), endoplazmin (P14625), beyin asit ¢oziiniir protein
1 (P80723), protein disiilfit izomeraz A3 (P30101) ve tiibiilin beta zinciri (P07437) dir.
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4.3.3. PLS-DA Kullanarak Kontrol-MPTP Gruplarinin Karsilastirilmasi
PLS-DA modeli kullanilarak MPTP ile muamele edilmis néroblastoma hiicreleri ve

kontrol grubu arasindaki farkhliklar karsilastirilmistir.

Cizelge 4.9. Kontrol ve MPTP i¢in PLS-DA data tanim 6zeti.

Gozlemler 72

Dahil Edilenler 24

Dahil edilmeyenler 48

Gruplar 2 Grup (MPTP, Kontrol)

Degiskenler 379

X degiskenleri 271

Dahil edilmeyenler 108 ADAVIZ, AZBEHL,
A6NEQ?2, ..

Uretilen 0

Model PLS-DA

Olgek uv

Doniisiim Higbiri

Komponentler 2

Giiriiltii Seviyesi

Bu datadaki giiriiltii seviyesi 14%’dir.

4.3.3.1. Gruplar Birbirlerinden Ne Kadar Farkhi? (Scores Plot)

Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup

Hotelling's T2 Ellipse {(95%) = (12.45; 14.08)
R2x[1] = 0.09664

10 RoK[2] = 0.1149
[1]
~1
= L ] Kontrol
L MPTP
-10
™
-20

12 10 -8 6 -4 -2 0 2 4 6 8 10 12
1]

Efinfo I - shawdy betuly (ukh: PLS-DA) - 2011-04-25 10:15:02 (UTC+E)

Sekil 4.11. Scores Plot grafiginde Kontrol ve MPTP gruplarmin gosterimi.

Kontrole kars1t MPTP grubu farkli renklerde gosterilmistir. Her gruptan dort farkl

ornek ve her 6rnegin iiclii tekrar1 oldugundan, bir gruba ait 12 adet nokta goriilmektedir.
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Bu grafik, analiz sirasinda belirlenen proteinlerdeki nanogram farklar1 baz alinarak

olusturulmustur. Score plotta gozlemlenen grafikteki noktalarin grup iginde birbirine

yakin, gruplar arasi ise birbirine uzak olmasi beklenir.

4.3.3.2. X degiskenleri ve Cevaplar Arasindaki Iliski

Loadings Comp[1] vs. Comp[2]
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Sekil 4.12. Loadings Plot grafiginde Kontrol ve MPTP gruplarinin gosterimi.

Genel olarak, birbirlerine yakin olan X degiskenleri birbirleriyle ¢ok daha fazla

iliskili olanlardir. Y’ye yakin olan X degerleri birbirleriyle daha siki iligki i¢indedir ve

orijinden daha uzaktir. Orijine yakinlastik¢a korelasyon azalir. Karsit ¢cemberlerde ve

orijinden uzak olan X degerleri birbirleriyle negative koralasyon gosterir. Birbirlerinden ne

kadar uzaklarsa korelasyon zitlig1 o kadar artar.

4.3.3.3. X degiskenlerinin Birbirleriyle ve Diger Gézlem Unsurlariyla Iliskisi

Loadings Bi Plot Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup
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Sekil 4.13. Loadings Bi Plot Grafigi (Kontrol ve MPTP Grubu Igin)
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X degiskenleri ve her bir gozlem arasindaki iliski Loadings Bi Plot grafiginde
gozlemlenebilir. Bu temada; gozlemler (t’ler), X degiskenleri ve gruplar ayni grafikte
gozlemlenebilir. Grafikteki cemberler cesitli korelasyon seviyelerini gostermektedir. 1.0
(%100), 0.75 (%75) ve 0.5 (%50) mikkemmel korelasyondan sifir (%0) korelasyona
(grafigin ortasi) kadar gosterilmektedir. Genel olarak bilesenlerdeki yakinlik aralarinda
korelasyonun oldugunu belirtir. Boylece hangi X degiskenlerinin hangi grupla pozitif

kolerasyonu oldugu saptanabilir.

4.3.3.4. Tahmini Degisken Onemi

ariable Importance

VIP[3]
-
i
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260
nfo 2 - shsyy betuly ke -DFy - Z011-04426 1001840 (UTC+2)

Sekil 4.14. Kontrol ve MPTP grubu i¢in tahmini degisken 6nemi grafigi.

VIP (variable importance) degerleri, modellerdeki tiim X degiskenlerinin 6nemini
yansitan bir tablodur. PLS-DA ile belirlenen 6nem, proteinlerin gruplarin farklilagmalarina
ne kadar katkilar1 olup olmadigina gore degisir. Onemli degiskenlerin VIP degerleri >= 1
dir. Diger tiim X degiskenlerinin yaninda 1’e esit ve 1°den biiyiik olan degerler, dominant
X degerleridir. Buradaki grafige gore en 6nemli X degiskenleri: kalmodulin (P62158),
galanin (P11142), protein DJ-1 (Q99497), serin/arjinin zengin ugbirlestirme faktorii
(Q07955), protein SET (QO01105), uzama faktoérii Tu-mitokondriyal (P49411), yiiksek
mobilite grup protein (P09429), heat shock protein HSP 90-beta (P08238), histon H4
(P62805) ve fosfogliseraldehit mutaz 1 (P18669)’dur.
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4.3.4. PLS-DA Kullanarak Kontrol-3-NP Gruplarinin Karsilastirilmasi
PLS-DA modeli kullanilarak 3-NP ile muamele edilmis noroblastoma hiicreleri ve

kontrol grubu arasindaki farkhliklar karsilastirilmistir.

Cizelge 4.10. Kontrol ve 3-NP i¢cin PLS-DA data tanim 6zeti.

Gozlemler 72

Dahil Edilenler 24

Dahil edilmeyenler 48

Gruplar 2 Grup (3NP, Kontrol)

Degiskenler 379

X degiskenleri 262

Dahil edilmeyenler 117 A2BFHI, AGNEQS,
000148...

Uretilen 0

Model PLS-DA

Olgek uv

Doniisiim Higbiri

Komponentler 3

Giiriiltii Seviyesi

Bu datadaki giiriiltii seviyesi 9% ‘dir.

4.3.4.1. Gruplar Birbirlerinden Ne Kadar Farkh? (Scores Plot)

Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by grup
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Sekil 4.15. 3-NP ve Kontrol grubu farkliliklariin Score-Plot grafigi ile gdsterimi.

Kontrole kars1 3-NP grubufarkli renklerde gdosterilmistir. Her gruptan dort farkli
ornek ve her 6rnegin iiclii tekrar1 oldugundan, bir gruba ait 12 adet nokta goriilmektedir.

Bu grafik, analiz sirasinda belirlenen proteinlerdeki nanogram farklar1 baz almarak
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olusturulmustur. Score plot’da gozlemlenen grafikteki noktalarin grup icinde birbirine
yakin, gruplar arasi ise birbirine uzak olmasi beklenir.

4.3.4.2. X degiskenleri ve Yamtlar1 Arasindaki Iliski

Loadings Comp[1] vs. Comp[2]
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Sekil 4.16. Loadings Plot grafiginde Kontrol ve 3-NP gruplarinin gdsterimi.

Genel olarak, birbirlerine yakin olan X degiskenleri birbirleriyle ¢ok daha fazla
iliskili olanlardir. Y’ye yakin olan X degerleri birbirleriyle daha siki iliski i¢indedir ve
orijinden daha uzaktiwr. Orijine yakinlastik¢a korelasyon azalir. Karsit ¢cemberlerde ve
orijinden uzak olan X degerleri birbirleriyle negative koralasyon gosterir. Birbirlerinden ne

kadar uzaklarsa korelasyon zitlig1 o kadar artar.
4.3.4.3. X degiskenlerinin Birbirleriyle ve Diger Gézlem Unsurlariyla Nasil iliskisi

Loadings Bi Plot Comp[1] vs. Comp[3] colored by grup
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Sekil 4.17. Loadings Bi Plot Grafigi (Kontrol ve 3-NP Grubu Igin)
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X degiskenleri ve her bir gozlem arasindaki iliski Loadings Bi Plot grafiginde
gozlemlenebilir. Bu temada; gozlemler (t’ler), X degiskenleri ve gruplar ayni grafikte
gozlemlenebilir. Grafikteki cemberler cesitli korelasyon seviyelerini gostermektedir. 1.0
(%100), 0.75 (%75) ve 0.5 (%50) mikkemmel korelasyondan sifir (%0) korelasyona
(grafigin ortasi) kadar gosterilmektedir. Genel olarak bilesenlerdeki yakinlik aralarinda
korelasyonun oldugunu belirtir. Boylece hangi X degiskenlerinin hangi grupla pozitif
kolerasyonu oldugu saptanabilir.

4.3.4.4. Tahmini Degisken Onemi (VIP)
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B0 1000 1z

Sekil 4.18. Kontrol ve 3-NP grubu i¢in tahmini degisken 6nemi grafigi.
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VIP (variable importance) degerleri, modellerdeki tiim X degiskenlerinin 6nemini
yansitan bir tablodur. PLS-DA ile belirlenen 6nem, proteinlerin gruplarin farklilagmalarina
ne kadar katkilar1 olup olmadigina gore degisir. Onemli degiskenlerin VIP degerleri >= 1
dir. Diger tiim X degiskenlerinin yaninda 1’e esit ve 1’den biiyiik olan degerler, dominant
X degerleridir. Buradaki grafige gore en Onemli X degiskenleri: heterojendz niikleer
riboniikleoprotein Al (P09651), kalmadiilin (P62158), GTP-baglayici niikleer protein Ran
(P62826), heat shock protein HSP 90-alta (P07900), kalretikiilin (P27797), gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz (P04406), niikleofosmin (P06748), peroksiredoksin 2 (P32119), heat
shock cognate 71kDa protein (P11142) ve heterojendz niikleer riboniikleoprotein U

(Q00839)’dur.
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4.3.5. PLS-DA Kullanarak Kontrol-Antimisin Gruplarinin Karsilastirilmasi
PLS-DA modeli kullanilarak Antimisin ile etkilestirilmis noroblastoma hiicreleri ve

kontrol grubu arasindaki farkhliklar karsilastirilmistir.

Cizelge 4.11. Kontrol ve Antimisin A i¢in PLS-DA data tanim 6zeti.

Gozlemler 72
Dahil Edilenler 24
Dahil edilmeyenler 48
Gruplar 2 Grup (Antimisin, Kontrol)
Degiskenler 379
X degiskenleri 256
AO0AVI2, A2BFHI,
Dahil edilmeyenler 123
A6NEQ?2, ...
Uretilen 0
Model PLS-DA
Olgek UV
Doniisiim Higbiri
Komponentler 2
Giiriiltii Seviyesi
Bu datadaki giiriiltii seviyesi 4% ‘dir.
4.3.5.1. Gruplar Birbirlerinden Ne Kadar Farkhi? (Scores Plot)
Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup
Hotelling's T2 Ellipse {95%) = {17.64; 12.54)
R2=[1] = 0.18568
RZx[2] = 0.08706
10
E ~ L ] Antirmisin
[ 1] - - Kontrol
oo
®
at
-10
-10 0 10

([1]

EZinfo 2 - shsySy betulpi (M5: PLS-D4) - 2011-04-25 10:32:35 (UTC+2)

Sekil 4.19. Antimisin A ve Kontrol grubu farkliliklarinin Score-Plot grafigi ile gosterimi.

Kontrole karsit antimisin grubu farkl renklerde gosterilmistir. Her gruptan dort
farkli 6rnek ve her Ornegin lcli tekrari oldugundan, bir gruba ait 12 adet nokta

goriilmektedir. Bu grafik, analiz sirasinda belirlenen proteinlerdeki nanogram farklar1 baz
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almarak olusturulmustur. Score plotta gdzlemlenen grafikteki noktalarm grup iginde

birbirine yakin, gruplar arasi ise birbirine uzak olmasi beklenir.

4.3.5.2. X Degiskenleri ve Cevaplari Arasindaki iliski

Loadings Comp[1l] vs. Comp[2]
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Sekil 4.20. Loadings Plot grafiginde Kontrol ve Antimisin A gruplarimin gdsterimi.

Genel olarak, birbirlerine yakin olan X degiskenleri birbirleriyle ¢ok daha fazla

iliskili olanlardir. Y’ye yakin olan X degerleri birbirleriyle daha siki iligki i¢indedir ve

orijinden daha uzaktir. Orijine yakinlastik¢a korelasyon azalir. Karsit ¢cemberlerde ve

orijinden uzak olan X degerleri birbirleriyle negative koralasyon gosterir. Birbirlerinden ne

kadar uzaklarsa korelasyon zitlig1 o kadar artar.

4.3.5.3. X degiskenlerinin Birbirleriyle ve Diger Gézlem Unsurlariyla Iliskisi

t(co1r)[2], pe(corr)[2]

Loadings Bi Plot Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup
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Sekil 4.21. Loadings Bi Plot Grafigi (Kontrol ve Antimisin A Grubu i¢in)
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X degiskenleri ve her bir gozlem arasindaki iliski Loadings Bi Plot grafiginde
gozlemlenebilir. Bu temada; gozlemler (t’ler), X degiskenleri ve gruplar aym grafikte
gozlemlenebilir. Grafikteki ¢cemberler cesitli korelasyon seviyelerini gostermektedir. 1.0
(%100), 0.75 (%75) ve 0.5 (%50) mikkemmel korelasyondan sifir (%0) korelasyona
(grafigin ortasi) kadar gosterilmektedir. Genel olarak bilesenlerdeki yakinlik aralarmda
korelasyonun oldugunu belirtir. Boylece hangi X degiskenlerinin hangi grupla pozitif

kolerasyonu oldugu saptanabilir.

4.3.5.4. Tahmini Degisken Onemi

Variable Importance
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Sekil 4.22. Kontrol ve Antimisin A grubu i¢in tahmini degisken 6nemi grafigi.

VIP (variable importance) degerleri, modellerdeki tiim X degiskenlerinin 6nemini
yansitan bir tablodur. PLS-DA ile belirlenen 6nem, proteinlerin gruplarin farklilagmalarina
ne kadar katkilar1 olup olmadigina gore degisir. Onemli degiskenlerin VIP degerleri >= 1
dir. Diger tiim X degiskenlerin yaninda 1’e esit ve 1’den biiyiik olan degerler, dominant X
degerleridir. Buradaki grafige gore en 6nemli X degiskenleri erisim numaralariyla: kreatin
kinaz tip-B (P12277), niikleofosmin (P06748), tiibiilin beta zinciri (P07437), heterojendz
niikleer riboniikleoprotein Al (P09651), 40S ribosomal protein S7 (P62081), GTP-
baglayici niikleer protein Ran (P62826), triosefosfat izomeraz (P60174), kofilin-1
(P23528), alfa enolaz (P06733) ve yliksek mobilite grup protein B1 (P09429)’dur.
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4.3.6. PLS-DA Kullanilarak Kontrol-Oligomisin Gruplarinin Karsilastirilmasi

PLS-DA modeli kullanilarak oligomisin ile etkilestirilmis ndroblastoma hiicreleri ve

kontrol grubu arasindaki farkhliklar karsilastirilmistir.

Cizelge 4.12. Kontrol ve Oligomisin i¢in PLS-DA data tanim 6zeti.

Gozlemler
Dahil Edilenler
Dahil edilmeyenler

Gruplar

Degiskenler
X degiskenleri

Dahil edilmeyenler

Uretilen
Model

Olgek
Dontistim
Komponentler

Giiriiltii Seviyesi

Bu datadaki giiriiltii seviyesi 4% ‘dir.

72
24
48

2 Grup (Oligomisin, Kontrol)

379

258
AOAVI2, A6GNEQ2,
B2RPKO...

121

0
PLS-DA
uv
Higbiri

3

4.3.6.1. Gruplar Birbirlerinden Ne Kadar Farkli? (Scores Plot)

Scores Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup
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Sekil 4.23. Oligomisin ve Kontrol grubu farkliliklarinin Score-Plot grafigi ile gosterimi.

Kontrole karsit oligomisin grubufarkli renklerde gosterilmistir. Her gruptan dort

farkli 6rnek ve her Ornegin licli tekrari oldugundan, bir gruba ait 12 adet nokta

goriilmektedir. Bu grafik, analiz sirasinda belirlenen proteinlerdeki nanogram farklar1 baz
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almarak olusturulmustur. Score plot’da gozlemlenen grafikteki noktalarin grup iginde

birbirine yakin, gruplar arasi ise birbirine uzak olmasi beklenir.

4.3.6.2. X degiskenleri ve Cevaplar Arasindaki iliski

Loadings Comp[1] vs. Comp[2]
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Sekil 4.24. Loadings Plot grafiginde Kontrol ve Oligomisin gruplarmnin gdsterimi.

Genel olarak, birbirlerine yakin olan X degiskenleri birbirleriyle ¢ok daha fazla
iliskili olanlardir. Y’ye yakin olan X degerleri birbirleriyle daha siki iligki i¢indedir ve
orijinden daha uzaktwr. Orijine yakinlastik¢a korelasyon azalir. Karsit cemberlerde ve
orijinden uzak olan X degerleri birbirleriyle negative koralasyon gosterir. Birbirlerinden ne

kadar uzaklarsa korelasyon zithig1 o kadar artar.
4.3.6.3. X degiskenlerinin Birbirleriyle ve Diger Gézlem Unsurlaryla Iliskisi

Loadings Bi Plot Comp[1] vs. Comp[2] colored by Grup
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Sekil 4.25. Loadings Bi Plot Grafigi (Kontrol ve Oligomisin Grubu Igin)
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X degiskenleri ve her bir gozlem arasindaki iliski Loadings Bi Plot grafiginde
gozlemlenebilir. Bu temada; gozlemler (t’ ler), X degiskenleri ve gruplar ayn1 grafikte
gozlemlenebilir. Grafikteki cemberler cesitli korelasyon seviyelerini gostermektedir. 1.0
(%100), 0.75 (%75) ve 0.5 (%50) mikkemmel korelasyondan sifir (%0) korelasyona
(grafigin ortasi) kadar gosterilmektedir. Genel olarak bilesenlerdeki yakinlik aralarinda
korelasyonun oldugunu belirtir. Boylece hangi X degiskenlerinin hangi grupla pozitif

kolerasyonu oldugu saptanabilir.

4.3.6.4. Tahmini Degisken Onemi

Variable Importance
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1 240
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Sekil 4.26. Kontrol ve Antimisin A grubu i¢in tahmini degisken dnemi grafigi.

VIP (variable importance) degerleri, modellerdeki tiim X degiskenlerinin énemini
yansitan bir tablodur. PLS-DA ile belirlenen 6nem, proteinlerin gruplarin farklilagmalarina
ne kadar katkilar1 olup olmadigina gore degisir. Onemli degiskenlerin VIP degerleri >= 1
dir. Diger tiin X degiskenlerinin yaninda 1°e esit ve 1’den biiyiik olan degerler, dominant X
degerleridir. Buradaki grafige gore en dnemli X degiskenleri: tiibiilin beta zinciri (P07437),
triosefosfat izomeraz (P60174), heterojendz niikleer riboniikleoprotein Al (P09651),
niikleofosmin (P06748), histon H3.1 (P68431), alfa enolaz (P06733), kreatin kinaz tip-B
(P12277), piruvat kinaz izoenzimleri M1/M2 (P14618), kofilin-1 (P23528) ve peptidil
prolil cis-trans izomeraz A (P62937) dir.
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Sekil 4.27. Scaffold tablosu 4.

Scaffold 3 yazilimi, proteinlerin hiicre i¢indeki dagilimlarini (Sekil 4.28), biyolojik

olarak gorev dagilimlarmi (Sekil 4.29) ve molekiiler fonksiyonlarmi (Sekil 4.30)

belirlemek i¢in de kullanilmastir.

64



§| Golgi apparatus(?}l
|
III:'| Endoplasmic reticulum (16}'

I|'|| Crganelle membrane {'IEi)I

Intracellular arganelle (173

',',I Extracellular region (17}
i

f Mitochandrion (2?)'
Plasma membrane (‘28)'
Unknown (28)

Cytoskeleton (43}
Mucleus {(100)

Cytoplasm (161)

Crganelle part (133}

® Endosome @ Golgi apparatus @ Endoplasmic reticulum © Qrganelle membrane @ Extracellular region © Mitochondrion
@ Plasma membrane @ Unknown ® Ribosome @ Membrane @ Cytoskeleton @ Nucleus @ Organelle part ® Cytoplasm

® Intracellular organelle

Sekil 4.28. Proteinlerin hiicredeki yerine gore dagilimu.

Growth (2
Rhythmic process (2)

Cellular process (185) 5 Ill-' Cell killing (3}

Biologizal adhesion (4)

f Locamotion (8)
Immune systemn process (19)
Multi-organism process (20)

Metabolic process (138)

Wiral reproduction (32)
Reproduction (38)
Reproductive process (38)'
[Bislogical regulation (94) Establishment of localization (56)]
Response to stimulus(&ﬂ}ll
Developmental process(?ﬁ}ll
Localization (73)

|Mu|tice|lu|al organismal process (80)

® Growth ® Rhythmic process @ Cell killing © Biological adhesion @ Locomotion © Immune system process

® Response to stimulus @ Developmental process @ Localization @ Multicellular organismal process @ Biological regulation

@ Metaholic process © Cellular process

© Multi-organism process @ Unknown @ Viral reproduction ® Reproduction @ Reproductive process @ Establishment of localization

Sekil 4.29. Proteinlerin biyolojik gorevlerine gore dagilimu.

Transparter activity (2))
‘1 Chemoattractant activity (S]ll
{ 1MOIecu|ar1ransducer activity (3)'

Molecular function (198) i IR a activii\f(ﬁ}ll

Electron carier activity (ﬁ)l

Translation regulator activity (?}I

. Enzyme regulator activity (‘1‘1}'

Transcription regulator activity (1 1)'

I!Unk:nmmn (23}'
1Structural maolecule activity (48)'

: 1Gatalyﬁc activity(?1)|

Binding (189)

@ Transporter activity ® Chemoattractant activity @ Moleculartransducer activity © Antioxidant activity ® Electron carrier activity

® Catalytic activity @ Binding ® Molecular function

@ Translation regulator activity © Enzyme regulator activity ® Transcription regulator activity ® Unknown @ Structural molecule activity

Sekil 4.30. Proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore dagilimu.

65



4.5. IPA Yolak Analizi Sonug¢lar

IPA yolak analizleri sonucu, birbirleriyle baglantili bir¢ok network bulunmustur.
Kontrole kars1 norotoksin uygulanmis olan gruplarin her birine ait yaklasik on adet yolak
haritas1 elde edilmistir. Bes adet karsilastrma yaptigimiz icin bu sayr yaklasik elliye
yiikselmistir. Datay1 ¢ok karmasik hale getirdigi i¢cin bunlar1 bulgulardan ¢ikarmay1 uygun
gordiik. Tek bir gruba ait sematik bir protein yolak temasimni (Sekil 4.31) ve yine tek bir
gruba ait hastalik iligkili protein network semasini 6rnek olarak biraktik. Hastalik baglantili
proteinlerin network semasmda (Sekil 4.32) hangi proteinlerin hangileriyle iliskili oldugu
ve hiicre i¢inde hangi boliimlerde yer aldiklar1 goriilmektedir. Yolak analizleri ayrmtili

olarak degerlendirilmemistir.

Sekil 4.31. Tiim protein birbirleriyle iliskisinin sematik gosterimi.
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Sekil 4.32. Hastalik baglantili protein network semasi.
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5. TARTISMA

Proteomik ¢alismalarda 6rnek ekstraksiyonu biiyiik dnem arz etmektedir. Oncelikle
ekstraksiyon agamasinda nitril eldiven kullanilmasi, onliik giyilmesi ve ¢alismanin laminar
akis kabininde gerceklestirilmesi keratin kontaminasyonunu azaltacaktir. LC-MS/MS
calismasinda kiitle spektrometresi ile uyumlu olan RapiGest deterjan1 kullanilmistir. Bu
kimyasal, proteinlerin proteaz ile kesilmesi i¢in iyi bir denaturanttir. Tripsinizasyon
asamasinda proteinlerin iyonik etkilesimlerini kirarak agar ve tripsinin rahatca gelip lizin
ve argininden sonra kesmesini saglar. RapiGest kullanildig1 zaman daha fazla sayida triptik
peptit elde edilir. Analiz sonras1 tanimlanacak proteinlerin sayisi elde edilecek peptitler ile
orantilidir. Hiicreden proteinler ekstrakte edilemez ve tripsin ile parcalanamazsa daha
sonrasinda da tanimlanamaz.

Bu g¢aligmada proteomik alaninda son donemlerde yaygin olarak kullanilan LC-
MS/MS yontemi tercih edilmistir. Proteinlerin ayristirilmasi i¢in 2D-jel elektroforez ve
ardindan goriintii analizi ve ilgili protein spotlarinin kesimi ve tanimlamasi yerine LC-
MS/MS kullanilmasindaki ana neden ¢alismada alt1 6rnek grubunda dorder biyolojik tekrar
olmak tiizere toplam 24 6rnek analiz edilecek olmasidir. Teknik hatalarin elimine edilmesi
icin de ticer tekrarh olarak gerceklestirilen ¢calismada toplam 72 analiz gergeklestirilmistir.
Bu boyuttaki bir ¢calisma 2D-jel elektroforez ile ¢ok zahmetli olurdu. Bununla beraber, 2D-
jel calismalarinda 6rnek basina en az 80 ug protein karigimi gerekli olacakti. Fakat LC-
MS/MS calismalarinda kolona 6rnek basmma 500 ng triptik peptit karisimi yeterli
olmaktadir. Caliymada anlamli sonuglar tiretebilmek ve t-test hesaplamalarini yapabilmek
icin dort biyolojik tekrar ve ti¢ teknik tekrar yapildi. Boylece her 6rnek grubuna ait 12 data
seti elde edildi.

Uyguladigimiz proteomik teknigi ‘“shotgun proteomics” ya da “bottom-up
proteomics” olarak adlandirilan ve hiicrelerden proteinlerin ekstraksiyonu, ardindan tripsin
ile parcalanip elde edilen triptik peptitlerin ters faz kromatografisinde ayristirilmalar1 ve
ayristirilan peptitlerin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in MS ve MS/MS deneylerininin
gerceklestirilmesini  icermektedir. Bu asamada uygulanabilecek iki yaklagim vardir.
Birincisi, “data dependent acquisition” olarak adlandirilan ve peptidin yiikiine ve
biiyiikligline goére uygulanan c¢arpistirma enerjisi ile sekans bilgisinin elde edilmesi.
ikincisi ve bizim bu ¢alismada kullandigimmiz yontem ‘MS® olarak adlandirilan ve biitiin
peptitlerin dnce diisiik carpistirma enerjisinde m/z (kiitle/yiik) degerlerinin 6lgiildiigii ve

ardindan da enerjinin artirilarak peptidin b ve y iyonu fragmanlarina pargalanip sekans

68



bilgisinin elde edildigi yontemdir. MS® yontemi ile sonugta her bir peptit igin daha fazla b
ve y iyonu elde edilmektedir ve bu iyonlarin fazlalig1 sekans bilgisinin daha dogru olmasi
anlamma gelmektedir. Ayrica bu yontemde her bir protein basma daha fazla peptit
tanimlanmakta bu da protein tanimlama skorlarni artrmaktadir.

LC-MS/MS yonteminde protein ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen triptik
peptitlerin ayristirilmasi i¢in nano sivi kromatografisi kullanilmaktadir. Bundaki neden
disik miktarda peptidin tekrar edilebilir bir sekilde gradient eliisyonunun
gergeklestirilmesi geregidir. Kulladigimiz ters faz kromatografisi yonteminde 90 dk’lik
%3-35 ACN gradienti uygulanmistir ve Ornekler arasi1 kromatografi kalitesi, farkli
zamanlarda enjekte edilen QC (kalite kontrol) 6rnegindeki alikonma zamanlar1 kontrol
edilerek yapilmustir. Ornekler aras1 kromatografik ayristirmanimn diizgiin olduguna karar
verildigi zaman ham veri PLGS yazilimi ile analiz edilmistir.

Protein tanimlamalar1 i¢in Uniprot.org ‘“homo sapiens reviewed” protein
veribankasi kullanilmistir. Kullandigimiz veri bankasi 25,978 protein i¢in sekans bilgisini
icermektedir. NCBI veri bankasi yerine Uniprot veribankasini tercih etmemizin nedeni
fazlaliklarin ve ayni proteine verilen birden fazla protein numarasinin elimine edilmis
olmasidir. Bu sekilde daha dogru bir tanimlama listesi elde etmis oluyoruz.

Protein tanimlamalarinin gerceklestirilmesi i¢in dncelikle peptitlerin belirlenmesi
gerekmektedir ve bunun i¢in Apex3D algoritmas1 kullanilmistir. Cizelge 5.1°de bu
algoritma icin kullanilan parametreler verilmistir. Her bir kromatografik pikin
tanimlanmasi i¢in 0,2 dk pik kalinlig1 belirlenmistir. MS deneylerinde minimum 9000 TOF
rezoliisyonu secilmistir. Rezoliisyon, dogru tanimlama ve peptit sayist i¢cin onemli bir
unsurdur.

72 6rnegin analiz edildigi bu ¢alisma toplam 144 saat siirmiistiir ve bu siire zarfinda
oda 1s1s1 ~19C° olarak muhafaza edilmistir ve odadaki nem orani miimkiin oldugu kadar
minimum seviyede tutulmustur. Sicaklik ve nem kiitle spektrometresini etkileyen
Olciitlerdir.

Kiitle spektrometresinde meydana gelebilecek sapmalarin elimine edilmesi ig¢in
sisteme her 45 sn’de bir dahili kiitle kalibrant1 olarak ‘Glu fibrino peptide b’ infiize
edilmistir. Bu kalibrantin ¢ift ylikli hali olan 785,8426 m/z degeri belirlenerek sistemin
kiitle sapmalar1 kalibre edilmis ve 144 saat boyunca dogru ¢alismasi saglanmistir. Hangi
sinyalin isleneceginin belirlenmesi i¢in diisiik enerji alt limiti 150 iyon ve yiiksek enerji alt

limiti 50 iyon olarak belirlenmis ve giiriiltii elimine edilmistir. Bu Apex3D (Cizelge 5.1)
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parametrelerine uygun olan, analiz siiresince parcalanan biitlin peptitler tanimlanmalar1 i¢in

PLGS yaziliminda islenmistir.

Attribute Value
Chromatographic Peak Width 0.2
MS TOF Resolution S000.0
Lock Mass for Charge 1
Lock Mass for Charge 2 735.8426 Daje
Lock Mass Window 0.25Da
Low Energy Threshold 150.0 counts
Elevated Energy Threshald 50.0 counts
Retention Time Window Avutomatic
Elution Start Time
Elution End Time
Intensity Threshold 1200 counts

Cizelge 5.1. Apex 3D Ozellikleri ve Degerleri.

Apex3D algoritmasi tarafindan belirlenen peptitlerin tanimlamalari, ¢izelge 5.2°de
gosterilen “Databank Search Query” parametreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Protein
tanimlamasinin alt sinir1 olarak peptit bagina en az {i¢ fragman iyon, protein basina en az
yedi fragman iyon ve protein basma en az iki peptit belirlenmistir. LC-MS/MS analizi
oncesinde peptitler DTT ile indirgenmis ve daha sonra da IAA ile metilenmis oldugu i¢in
protein tanimlama parametreleri i¢inde ‘Carbamidomethyl C’ sabit modifikasyonu ve
‘Aceythl N-TERM’, ‘Deamidation NQ’ ve ‘Oxidation M’ degisken modifikasyonlari
belirtilmistir.

Bir protein tanimlanirken, MS/MS analizi sonucu elde edilen aminoasit sekanslari
kullanilir. Daha evvel de bahsedildigi lizere, bu tanimlamalar 3-7-2 kuralina gore yapilir.
Tanimmlama sirasinda, bazen sekanslar tersinden okunabilir ve bu okuma sonucunda,
gercekte olandan farkli bir peptit tanimlanabilir. Bu tiir tanimlamalara yanlig-pozitif (false
positive) tanimlamalar denir. Bu tanimlamalar decoy databese denilen bir tanimlama
grubunu olusturur. Apex 3D algoritmasinda, yanlis pozitif tanimlamalarin belirlenmesi i¢in
%4 degeri atanmistir. Yani her 100 tanimlama icerisinde maksimum 4 adet yanlis-pozitif
tanimlama oluyor. Daha sonrasinda PLGS ile bu yanlis-pozitif tanimlamalar eleniyor.

72 ornekte grup analizlerinin gergeklestirilebilmesi i¢in normalizasyonun yapilmasi
gerekmektedir. Bu amagla her 6rnek icerisine 50 fmol kadar alkol dehidrogenaz (P00924:
uniprot) triptik peptitleri katilmistir. Hem teknik hatalarin elimine edilmesi i¢cin hem de
ornekler arasi karsilagtirmanin yapilabilmesi i¢in ADH kalibrant1 gerekli olmaktadir.

Ornek igerisine katilan kalibrantin en siddetli {ic peptit iyonu kullamlarak ornekteki
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proteinlerden gelen triptik peptitlerin mutlak miktarlar1 hesaplanmaktadir. Bu hesaplanan

protein mitarlar1 daha sonraki ifade farkliliklarinin analizi i¢in kullanilabilmektedir.

Attribute value |
Search Engine Type PLGS
Databank Uniprot_homo_sapiens_RAMDO. ..
Taxonomy
Peptide Tolerance Automatic
Fragment Tolerance Automatic
Min Fragment Ion Matches per P... |3
Min Fragment Ion Matches per P... |7
Min Peptide Matches Per Protein 2
Maximurm Hits to Return 20
Maximum Protein Mass 250000

Primary Digest Reagent

Secondary Digest Reagent

Trypsin

MNone

Missed Cleavages

2

Fixed Modifications

Carbamidomethyl C

Variable Modifications

Acetyl M-TERM, Deamidation M, ...

Enriched Variable Modification

Wariable Glycosylation Modifications

False Positive Rate 4
Calibration Protein FOO2249
Calibration Protein Concentration |50

Manual Response Factor

Cizelge. 5.2. Databank search query.

PGLS yazilimindan elde edilen protein tanimlamalarmin valide edilmesi
gerekmektedir. Yukaridaki parametreler bir proteinin tanimlanmasi i¢in yeterli sart olarak
belirlenmis olsa da hatali protein tanimlamalar1 elde edilebilmektedir. Scaffold 3 yazilimi
“Protein Prophet™ adindaki farkl algoritmalar1 kullanmaktadir ve PLGS tanimlamalarimin
onaylanmasi i¢in kullanilabilmektedir. Scaffold ve PLGS protein tanimlamalar1 tamamen
farkli degildir. Sadece kullandiklar1 algoritmalardaki sinir degerleri biraz farkli oldugu i¢in
PLGS’in dogru olarak tanimladig1 bir protein Scaffold icin yeterli olmayabilir ve ayni
protein tanimlanmamis olabilir. Yapilabilecek en iyi sey, her iki arama motorunun protein
tanimlamalarini birlestirmek ve ham veriden olabildigince fazla protein tanimlamasi elde
etmek. Miimkiinse X!Tandem, Mascot gibi diger arama motorlar1 sonuglari ile birlestirmek
ki son donemdeki egilim bu yondedir.

PLGS yazilimindan elde edilen protein ifade farkliliklar1 ile Scaffold yazilimindan
elde edilen oranlar birebir ayn1 olmayabilir. Bunun iki nedeni vardir. Oncelikle PLGS

analizinde 50 fmol dahili kalibrant kullanilarak protein miktarlar1 hesaplanmakta ve ifade
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farkliliklari, bu miktarlar iizerinden hesaplanmaktadir. Scaffold yazilimi ise ifade
farkliliklarin1 hesaplarken ‘spectral counting’ denen bir yaklagim kullanir ve toplam iyon
siddeti lzerinden oranlar1 hesaplar. Bu farklilbiktan otiiri PLGS ve Scaffold
yaklagimlarinda kismen farkli sonuglar elde edilebilir. Diger bir farklilik da her ikisinde
normalizasyonun kalibranta gére ya da toplam iyon siddetine gore yapiliyor olmasidir.
Bunun sonucunda goriilen ise, PLGS ile istatistiksel olarak anlamli bulunan bazi oranlarin
Scaffold yaziliminda P<0,05 sartin1 saglamiyor olusu. Burada da yaklasimimiz bu tiir
anlasmazliklar durumunda ham veriye bakip hangi sonucu kabul edecegimize karar
vermek seklindedir.

PLGS ile mutlak miktarlar1  belirlenen proteinler, PCA  analiziyle
degerlendirildikten sonra farkli grafikler elde edildi. Bunlardan ilki olan ve tiim gruplarin
dahil edildigi skor temas1 (scores plot) grafigi, her biri farkli bir renk ile belirtilen
mitokondriyal disfonksiyon gruplarmin, birbirlerinden ne kadar farkli olup olmadigmi
gostermektedir (Sekil 4.1). Grafikte 6zellikle sodyum azit (Kompleks IV inhibitorii) ve
MPTP (Kompleks I inhibitorii) ile muamele edilmis néroblastoma hiicrelerinin, kontrol
grubunun ve 3-NP (Kompleks II) ile muamele edilmis noroblastoma hiicrelerinin grafikte
yerlesimi belirgin bir farklilasma gostermektedir. Bu farklilasma, bahsedilen
norotoksinlerin sebep oldugu kompleks inhibisyonu sonucu olusan her bir gruba ait
proteomun kendine 6zgli oldugunu gosterir. Bu nedenle, bu norotoksinler ile ilgili
oldugunu vurduladigimiz, AH, PH ve HH’nin patolojileri sonucu olusan proteomlarinin
birbirlerinden farkli oldugu diisiiniilmektedir. Grafikte antimisin a ve oligomisinle
muamele edilen gruplarin birbirlerine yakin oldugu goriilmektedir. Bu da bu gruplarin
spesifik olarak farkli hastaliklarin modellenmesi ic¢in kullanilabilecek norotoksinler
olmadigmi ama oksidatif stres modeli olarak birbirlerine c¢ok benzedigini
diistindiirmektedir. Fakat norodejeneratif hastaliklarin molekiiler diizeyde birbirleriyle
ortak olan bir¢ok 6zellige sahip olmalari, semptomlarin benzerligi, hatta bazi hastalara bu
yiizden tant koymakta zorlanilmasi, bize grafikte goriilen gruplarin neden cakistigini
aciklayabilir. Grafikte normal degerlerin disinda goriilen birkag adet gozlem
bulunmaktadir. Bu ekstrem durumlarin belirlenebilmesi i¢cin Hotelling's T2 grafiginin
degerlendirmesi yararli olmustur (Sekil 4.3) Bu grafikte, gbézlemlerden sadece dort
tanesinde diger gozlemlere nazaran aykirilik goriilmektedir. Bunlar ayni ornegin tglii
tekrarlarinda goriildiigiinden, hata LC-MS/MS analizi sirasinda cihazin o anki durumundan

kaynaklanmistir ve bu cihazin hassas 6l¢iimler yapmasindan dolayidir. Bununla beraber bu
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aykir1 gozlemlerin sayisinin az olmasi, deneysel asamanin yiiksek diizeyde kararlh
oldugunu gostertir.

Data tanimi tablolarinda belirtilen giiriiltii seviyelerinin diisiikliigli siniflandirmanin
dogrulugunu gostermektedir (Cizelge 4.8.,4.9.,4.10.,4.11., 4.12.).

Her bir grubun kontrole karsi olan skor temasi grafiginde, gruplarin kontrolden
acikca farkli konumlandig: goriilmektedir. Bu iki grubun istatistik olarak da proteomlarmnin
birbirlerinden farklilastigini, sonug itibariyle mitokondriyal disfonksiyon durumundaki
protein ekspresyonunun daha farkli oldugunu géstermektedir (Sekil 4.7., 4.11., 4.15., 4.19.,
4.23).

Tim gruplar1 kapsayan tahmini degisken 6nemi (VIP) grafiginde (Sekil 4.5),
gruplarin birbirlerinden ayrilmasia en ¢ok sebep olan, farklilasmaya en ¢ok katkis1 olan
proteinler belirlenmistir. Bu proteinlerin ¢ogu PLGS ile elde edilen sonuglarda da
karsimiza ¢ikmustir. Farkli iki informatik yazilimdan aldigimiz ¢ogunlukla ortak sonugclar,
datalarm giivenirliligne isaret etmektedir fakat elbette iki farkli biyoinformatik yazilimin
verileri degerlendiris sekli ve kapsami ayni olamayacagindan, verileri daha genis bir
sekilde degerlendirebilmek i¢in daha ¢ok PLGS sonuglarina 6nem verdik. Daha simirli olan
PCA analizine ait VIP grafigiyle ortak olan proteinleri ise, a¢iklamalarina daha genis yer
vererek degerlendirdik. Proteinleri, nérodejenerasyona mevcut veya olabilecek katkilar1 ve
biyobelirteg olarak degerlendirilebilmeleri ile ele aldik.

Alfa-enolaz, enolaz enziminin alt initelerinden biri olup, glikolizde gorevlidir.
Analiz sonucu oligomisinle muamele edilmis grupta kontrole gore %39, 3-NP grubunda
%20, Antimisin A grubunda %30 azalmistir. Alfa enolazin nérodejenerasyondan etkilenen
bir protein oldugu yash fare beyninde yapilan proteomik analizlerde gosterilmistir (Poon et
al., 2005). Merkezi sinir sisteminde oksidatif stresin artmasi ve yaslhlikla baglantil
disfonksiyon iizerine, fare modellerinde yapilmis olan proteomik calismada, striatum
bolgesinde 5 proteinde belirgin miktarda azalma goriilmiistiir. Kiitle spektrometresi,
immunohistokimya ve western blot teknigiyle, azaldig1 kanitlanmis bu proteinlerden biri
de alfa-enolazdir (Poon et al., 2006). Bizim mitokondriyal ETS'de kompleks V, kompleks
I ve kompleks III’in bozulmasiyla alfa enolazin azaldigini gérmemiz, alfa-enolazin
norodejenerasyon ve mitokondriyal disfonksiyonla ilgili olan bir protein oldugunu
gostermektedir.

Gama enolaz, sadece noronlarda ve noéroendokrin hiicrelerinde bulunan bir
proteindir (Schmechel et al., 1987). Merkezi sinir sistemi {izerinde norotrofik ve

noroprotektif etkileri vardwr. Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda, stres gibi negatif durumlari
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miitakiben, neokortikal noronlarm kurtarilmasini destekler. Merkezi sinir sistemi
timorlerinde (Cras et al., 1988; jitavi et al., 1988; Nakajima et al., 1985), néroblastomali
kisilerin serumlarinda (Osborn et al., 1986; Zeltzer et al., 1986) ve fare beyninde olusan
mekanik lezyonlarda goriilmesi (Hardemark et al., 1988; Steinberg et al., 1984), gama
enolazin noronal hasarm gostergesi olarak diisliniilmesine sebebiyet vermistir. Gama
enolaz, norodejeneratif hastaliga sahip kisilerde genel olarak beyin omurilik sivisinda
(BOS) artmis olarak bulunur (Forooghian et al., 2007). Fakat gama enolaz seviyelerinin
noronal hasar durumunda, birbirine zithik iceren sonuclar gosterdigi g¢alismalar da
mevcuttur. Bizim ¢alismamizda, sadece sodyum azit grubunda %26 lik bir artis varken,
diger gruplarda %20 ile %40 arasinda azalma gozlendi. Mevcut ¢alismalarda da goriilen
fikri ¢atigmalar1 ve gama enolazm hiicre i¢i bircok olayda yer aldigini gz oniine alarak,
sentezini etkileyen faktorlerin karmasik oldugunu ve tek basma noronal hasarin gostergesi
olamayacak bir protein oldugunu diisiinmekteyiz. Sadece sodyum azit grubunda artmis
olmasinin ikinci bir nedeni de diger ndrodejeneratif hastaliklara nazaran, AH patolojisine
0zgii bir protein olabilecegidir.

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogeneaz (GAPDH) enzimi antimisin a grubu digindaki
gruplarda, ortalama %32 oraninda azalmistir. GAPDH klasik bir glikolitik enzim olup,
oksidatif stres durumunda hiicre Oliimiinlinde ve apoptozda araci olup ayrica
noropsikiyatrik durumlarla baglantilidir (Chuang et al., 2005). Her yerde setezlenen bir
enzim oldugundan dahili standart olarak da kullanilir (Huggett et al, 2005). Normal
durumlarda glikoliz gorevi mevcutken AH, HH ve PH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
niikleusa lokalize olur ve néron apoptozuna katilir (Huang et al., 2009). Oksidatif stres
artistyla beraber GAPDH agregatlasmasi artar ve bu hiicre 6liimiine neden olur. Ayrica
AH'deki agregatlarda ve PD'deki Lewy body cisimciklerinde de GAPDH agregatlari
bulunmustur (Tsuchiya et al., 2005) AP ve huntingtin proteinleriyle siki bir iligkisi vardir
(Schulze et al. 1993). GAPDH'nin agregatlasmaya meyilli mutant halinin SH-SYSY
noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres indiiklii hiicre 6liimiinii ¢ogalttig1 bulunmustur
(Nakajime et al., 2009). Rotenon (Kompleks I inhibitorii) indiiklii oksidatif stres modeli
kullanilarak yapilan bir calismada, GAPDH miktarmin arttig1 gorilmiistiir (Huang et al.,
2009). Bir baska ¢alismada ise AH olan kisilerde GAPDH mRNA ekspresyonunun belirgin
bir sekilde azaldig1 gorilmis ve GAPDH'in AH g¢alismalarinda RT-PCR'da
kullanilabilecek bir housekeeper (hiicrede temel fonksiyonlara katilan, DNA, RNA ve
protein islemlerine katilan proteinler) olmadigin1 gostermislerdir (Brooks et. al., 2007).

Baska bir c¢alismada ise, AH'li kisilerde oksidatif modifikasyon sonucu GAPDH
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dehidrogenaz aktivitisinde ciddi bir azalma goriilmiistiir (Butterfield et al., 2010). Bu
calismada belirlenen GAPDH aktivitesindeki azalmanin, translasyonel bir azalmadan
kaynaklanabilecegini diisiindiik. Hiicre icindeki seviyelerinin azalmasinin ¢ok farkl
sebepleri olabilir. Her ne kadar oksidatif stres ve hasar, AH tasiyan beyinlerde ortak bir
fenomen olsa da, glikolitik enzimlerin aktivitelerinde azalma, AH patolojisindeki néronda,
hiicre biiylimesinin ve canliligin devam etmesini etkileyen bir yol da olabilir. Oksidatif
stresle beraber gelen modifikasyonla, enzimler yapilarmi bozacak hasarlar alip, hiicre igin
zararli olan yolaklara katiliyor olabilir ve belki de bu yiizden hiicre i¢i savunma
mekanizmalarinca tanmip inhibe ediliyor olabilirler. Onun i¢cin bu durumda
diyebileceklerimizden biri, oksidatif stres ve mitokondriyal bozukluk durumunda bu
protein seviyesinde goriilen azalmadir. Fakat asir1 oksidasyona ugramis olan proteinlerin
LC-MS/MS sisteminde tanimlanamama ihtimalini g6z Oniine alirsak, GAPDH miktarinda
goriinen azalma bundan da kaynaklaniyor olabilir.

14-3-3 proteinleri ilk olarak beyinde bolca bulunan asidik bir protein olarak
tanimlanmistir (Moore and Perez, 1967) ve tiim okaryotlarda sentezlenen, korunmus,
diizenleyici bir familyaya ait proteinlerdir. En onemli 6zellikleri, kinazlar, fosfatazlar ve
transmembran reseptorleri gibi birbirinden farkli goérevleri olan sinyal proteinlerine
baglaniyor olmasidir. 14-3-3 proteinlerinin ¢ok fazla etkilesim halinde olmasi, bu
proteinleri mitojenik sinyal iletimi, ndronal biliyiime, apoptotik hiicre 6liimii ve hiicre
dongiisii kontrolii gibi ¢ok 6nemli diizenleme islemlerinde énemli role sahip kilmaktadir
(Fu et al. 2000). AH'deki norofibriler diigiimlerde (Layfield et al., 1996) Creutzfeld-Jakob
hastaliginda (Zerr et al, 1998) ve paraneoplastik norolojik hastaliklarda BOS’da
bulunmuslardir (Saiz et al, 1999). Daha sonraki caligmalarda PH'deki Lewy
cisimciklerinde bulunmuslardir (Ubl et al., 2002). 14-3-3 proteininin apoptozu bloke ettigi
ve MAPK basamaklarininda regiilasyon gorevi oldugu bulunmustur (Xing et al., 2000).
Biz de bu proteinleri AH ve PH modeli olarak sundugumuz sodyum azit ve MPTP
grubunda, sirasiyla %50 ve %20 kadar arttigin1 gordiik. 14-3-3 proteinin 6zellikle AH ve
PH i¢in yapilan ¢calismalarda dikkat ¢ektigini g6z Oniine alarak, bu proteinin bu iki grupta
artmis olmasmni, AH ve PH'de noronal hiicre Olimiinii 6nlemek icin oldugunu
disiinmekteyiz. Ayrica 14-3-3 zeta proteinin agregat olusumunda gorev alip, katlanmamis
proteinleri ortadan kaldirmasi, noronlar1 koruma amaciyla oldugu distniildiigiinden
(Kaneko., 2006), MPTP ve soydum azit gruplarinda artmis olan 14-3-3 zeta-delta, teta ve
gama proteinlerinin, oksidatif stres sonucu olusan yanlis katlanmalar1 engellemek igin

arttigin1 diisiinmekteyiz. IPA yolak analizi sonucu elde ettigimiz haritada (Sekil 4.32),
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YWHAZ semboliiyle 14-3-3 proteini en ¢ok gbze carpan proteindir. Hastalik-baglantili
olan bu sema, 14-3-3 proteininin norodejeneratif mekanizmalarla baglantili oldugunun bir
baska gostergersidir.

Norodejeneratif hastaliklarin erken teshisi icin kullanilabilecek biyobelirtecler
gerekmektedir. AH i¢in simdiye kadar ortaya konulmus en umut verici biyobelirtegler,
beyin omurilik sivisinda bulunan tau, amiloid-B proteinidir. Creutzfeld-Jakob hastalig1 i¢in
ise 14-3-3 proteinidir ve bunama icin de bu protein biyobelirte¢ olarak goriilmektedir
(Green, 2002). AP ile muamele edilmis primer rat kortikal néron kiiltiiriinden elde edilen
mitokondriyalar iizerinde yapilan, proteomik bir yontem olan ICAT analizinde, 14-3-3
zeta/delta proteininde %42lik, 14-3-3 teta proteininde ise %50 lik bir artis gozlemlenmistir
(Lovell et al., 2004). Bu bulgular ¢calismamizda buldugumuz sonuglara olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Biz bu bilgiye ek olarak 14-3-3 gama proteininde de %?25°lik bir artis
gozlemledik.

Profilin-1 proteini, néronal biiyiime, néronal farklilasma ve sinaptik plastisite i¢in
gerekli olan bir proteindir (Birbach, 2008). 3-NP, oligomisin ve antimisin a gruplarinda
%40 oraninda azalmistir. Insan beyin endoteli hiicrelerinin oksidatif strese ugratilmasmdan
sonra, membran komponentlerinden o6zellikle {i¢ adet proteinde azalma gozlenmistir ve
bunlardan biri de profilin-1 proteinidir (Ning et al., 2010). Bu yiizden Profilin-1 oksidatif
stres durumundan etkilendigini ve azalisinin mitokondriyal disfonksiyon belirteci
oldugunu diistindiigiimiiz proteinlerden biridir.

Laktat dehidrogenaz (LDH), piruvati laktata doniistiiren, glikolitik bir enzimdir.
Sodyum azit grubunda L-laktat dehidrogenaz B zinciri %38 artmistir. AH'li kisilere ait
beyin Ornekleri ilizerinde yapilan transkripsiyonel bir calismada, laktat dehidrogenaz
miktarinda bir degisime rastlanmamistir (Chandrasekaran, 1994). Yakin zamanda
yaslanmaya bagli beyindeki mitokondriyal disfonksiyona yonelik degisimlerin, farelerin
beyni iizerinde, proton manyetik rezonans spektroskopisi ve HPLC ile incelendigi bir
calismada, laktat seviyelerinin iki kat kadar arttig1 goriilmiistiir. Spektroskopik incelemeler
sonucu, LDH aktivitesinin artisi, piruvat-laktat doniislimiiniin artmis olmasiyla
belirlenmistir. Bu durumun aciklamasmi ise, beyinde mitokondriyal disfonksiyonun,
aerobik solunumdan glikolitik metabolizmaya kayarak bir metabolik degisime neden
olmasi seklinde agiklamislardir. Bunun sonucunda ise LDH genlerinde (LDH-A ve LDH-
B) ekspresyon degisimi olup, beyindeki laktat miktar1 artryor (Ross, 2010). Bu, bizim de
sodyum azit grubunda buldu§umuz sonucu onayliyor. Bahsedilen ¢alismada artan laktat

miktari, laktatin olusumunu saglayacak enzimin, yani LDH'm artisiyla iliskilendirilebilir.
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Ayrica yine bahsedilen metabolik kayma, yani gen ekspresyonunda LDH-B’nin artigini,
biz proteomik caligmamizda direk LDH-B zincirinin artmis olmasiyla gostermis olduk.
Ross ve ark. (2010) yaptiklar1 calisma sonucunda, yaslanmanin presemptomatik
donemlerinde dahi laktat miktarinm, mitokondriyal yaslanmada bir belirte¢ olmasinin
muhtemel oldugundan bahsetmistir. Fakat biz calismamizda sadece, sodium azit grubunda
bu artis1 gordiik. 3-NP, antimisin a ve oligomisin gruplarinda ise LDH miktarinda ortalama
%25'lik biz azalma gordilk. Onun i¢in laktat metabolizmasinda gorevli olan LDH
enziminin, sadece AH'de (soydum azit modeli AH i¢in yapilmist:) semptom Oncesi bir
biyobelirteg olabilecegini ve AH’ye ait bir durum oldugunu diistiniiyoruz. Ayrica 3-NP ve
oligomisin gruplarinda, LDH-A ve LDH-B zincirlerinin ikisinde neredeyse esit yiizdede
azalma gormiis olmamiz, LDH metabolizmasindaki kaymanin yine sadece AH'ye 6zel bir
mitokondriyal bozuklukta goriilmiis olabilecegini diisliniiyoruz.

Malat dehidrogenaz (MDH), malat1 oksaoasetata ve oksaloasetati malata
dontistiiren, sitrik asit dongiisiindeki bir enzimdir. Calismamizda, sodyum azit grubunda
MDH seviyesinin kontrole gore % 68 oraninda artmis oldugu goézlemledik. AH modeli
olarak sec¢tigimiz soydum azit grubundaki bu artisin birgok calismayla ortaklik gdsterdigini
gordiik. AH’de mitokondriyal anormalliklerin arastirildigi bir ¢alismada, MDH ve siikkinat
dehidrogenaz enzimlerinin oksidasyon seviyesinde ciddi diisiisler saptanmistir (Korolainen
et al., 2006). Daha ileriki yillarda yapilan ¢alismalarda ise MDH 1 AH’de artis gosterdigi
tespit edilmistir (Koralainen and Pirttila, 2009). AH’li kisilerde yapilan otopsik
calismalarda, malat dehidrogenaz aktivitesinde %54’lik bir artis gézlenmistir (Bubber et
al.,, 2005). 2010 yilinda yaymlanan bir patentte, MDH hedefli terapinin nérodejeneratif
hastaliklar i¢in tedavi yontemi olabileceginden de bahsedilmistir (Nava and Yael, 2008).
MDH’daki degisimlerin baskin geldigi bir diger calisma da erken Alzheimer hastaligi
(EAH) tizerine yapilan ¢aligmalardir. Hafif kognitif bozukluk ile ileri derece AH arasinda
bulunan bu AH basamaginda goriilen proteomik degisimler incelenmis ve EAH’de spesifik
olarak bulunan 6 protein goriilmiistiir. Enerji metabolizmasi smifinda, alfa enolazin ve
malat dehidrogenazin AH patolojisinde rol oynadigini 6ne siirmiislerdir ve oksidatif stresin
AH gelisiminde erken bir olay oldugunu savunmuslardir (Reed et al.,, 2009). En yeni
calismalardan birinde, AH patolojisini tespit etmek i¢in, transgenik fareler kullanilmig ve
mitokondriyal degisimlerin, farelerin beyninde heniiz amiloid plaklarin ve nérofibriler
diigtimlerin olusmadan meydana geldigi goriilmiis ve mitokondriyal disfonksiyonun AH
patolojisinde erken bir olay oldugu savunulmustur. Bu mitokondriyal degisimlerin i¢inde

artmis MDH seviyesi de tespit edilmistir (Choua et al., 2011). MDH seviyesindeki artma
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in-vitro modelimiz dahil diger bir¢ok ¢alismada da gorildiigiinden, 6zellikle erken AH’de
oksidatif stres temelli mitokondriyal bozuklukta etkilenen bir protein oldugunu ve AH
erken teshisinde de kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

Hiicre iskeletinde meydana gelen degisimler AH ve PH' de belirlenmis hatta bu
yilizden bu hastaliklar hiicre iskeletsel rahatsizliklar olarak da adlandirilmistir (Calne et al.,
1989). Bir¢ok kanita dayanarak, ndrodejeneratif ve psikiyatrik durumlarda, ndronlarda
degismis bir hiicre iskeleti organizasyonu ve yapisi goriilmiis, sinaptik baglarda bozulma,
aksonal bilgi iletiminde degisim gibi durumlar bununla iliskilendirilmistir.

Hiicre iskeletine has degisimler noérodejeneratif hastaliklarda ve bunamada
histopatolojik belirte¢ olarak belirlenmistir (Pollak et al., 2003). Hiicre iskeleti, néronlarin
asimetrik sekillerini ve yapisal polaritelerini korunmasinda onemli role sahiptir. Hiicre
seklinin ve yapisal polaritenin, ndronal fizyoloji i¢in 6nemi ¢oktur (Friendrich, 1990; Cid-
Arregui et al., 1995) Tibiilinlerin tekrar organize olmalar1 ve iletisim kurduklari
proteinlerin degisimini saglayan dinamik instabiliteleri, 6zellikle norit bliylimesi ve geri
cekilmesi islemlerinde yararli bir dongiidiir (Reinsch et al., 1991). Sinaptogenez ve
norotransmiter madde saliniminda da rol oynarlar (Trifaro et al., 1993). Yap: itibariyla
bozulmus tubulinler hem PH’deki Lewy cisimciklerinde (Galloway et al., 1988) hem de
AH’deki norofibriler yumaklarda bulunmaktadir. AH'de norofibriler diigiimlerin ¢ogu
mikrotiibiil asosiye protein olan tau'dan olusmaktadir. Normal kosullarda tau, mikrotiibiile
baglanarak ndron yapisini ve saglamligini stabilize eder fakat asir1 fosforlandigi durumda
noronlarin asimetrik polaritesini koruyamamaya baglar (Brandt et al., 1994; Mickey et al.,
1995).

Mikrotiibiiller, olusum hizlarindan ¢ok daha hizli bir sekilde depolimerize olabilirler
(Desai et al, 1997). Bunun aksonal rejenerasyonda énemi biiyiiktiir (Pellier-Monnin, 2001).
Mikrotiibiillerin stabilizasyonunu bazi kimyasal modifikasyonlar saglayabilir. Noron
kiiltiirlerinde, mikrotiibiillerdeki alfa tiibiilinlerin asetillenerek ya da tirozinlenerek
stabilize oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda, mikrotiibiil diizenleyici proteinlerin (MAPs)
mikrotiibiillere stabil ve mekanik 6zelliklerini kazandirdigi bilinmektedir (Matus et al.,
1991). MAPs’lerden biri de miktotiibiilleri, ¢oziiniir tiibiilin dimerlerine ayirarak
destabilizasyonlarmi saglayan Statmin proteinidir (Sobel, 1991). Bu protein sodyum azit
grubunda %355 kadar artis gostermistir. Bu, sodyum azit grubundaki mikrotiibiillerin
mekanik olarak yikildigina dair kanit olabilir. Fakat diger gruplarda bu proteinin azalmis
olmasi, mikrotiibiil depolimerizasyonunun diger gruplarda, baska bir proteinle

gerceklestigini diistindiirmektedir.
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AH’nin proteomik incelenmesi i¢in, iki boyutlu jel elektroforeziyle yapilan
calismada belirlenen tiibiilin miktarlarinda da diisiis gozlenmistir (Shiozaki et al., 2004).
Calismamizda, mikrotiibiillere ait yaklasik 10 kadar protein bulunmustur ve tiim gruplarda
tiibiilin proteinlerde %20-52 arasinda bir azalma gdzlenmistir. Norodejenerasyon modelleri
olarak diistindiigiimiiz gruplarda goriilen sonucglar, mevcut bilgilerle paralellik
gostermektedir.

Oksidatif stresin hiicre iskeletinde meydana getirdigi degisimlerin 6nemi biiyiiktiir.
Bir toksin olan menandin ile indiklendmis oksidatif stres, mikrotiibiil
depolimerizasyonuna neden olmus ve GTP-indiiklii mikrotiibiil organizasyonunu inhibe
etmistir. Ayrica oksidasyonun, hiicre iskeleti proteinlerinin elektroforetik hareketliligini
etkiledigi belirlenmistir (Bellomo et al., 1990). insan kortikal HCN2 néronal hiicrelerine,
bir norotoksin olan butilhidroperoksit ile muamele edildiginde, mikrotiibiillerin,
mikrofilamentlerin ve vimentin filamentlerinin yikildig1 goriilmiistiir (Allani et al., 2004).
Bu bilgiler ile mikrotiibiil yapilarmin, ndronlarin canliligini ve islevselligini devam
ettirebilmeleri i¢in gereken Onemli yapilar oldugunu ve mikrotiibiil yapilarina has
azalmanin hem norodejeneratif hastaliklarda hem de oksidatif stres sonucu olustugunu
goriiyoruz. Bu durum oksidatif stresin mitokondriyal disfonksiyon ve ndrodejenerasyonla
ile i¢ i¢e oldugunu gosterir. Bunun yaninda, in-vitro gruplarimiz ile oksidatif stres modelini
yapabildigimizin bir gostergesi olabilir.

Bunamadan muzdarip kisilerde, hafiza ve bilissel kayip varlig1 bilinmektedir. Bunun
iizerine hayvan modellerinde yapilan caligmalarda, mikrotiibiil bozucu bir kimyasal olan
kolsisin kullanilmis ve yeni edinilmis hafizada kayip goriilmiistiir. Yine kolsisin, bir
giinliik civcivlere kaginma davranist 6gretildikten dnce ve sonra, civcivlerin 6n beyinlerine
enjekte edildiginde gec¢ici hafiza kaybi yasadiklar1 gorilmiistiir. (Bell et al, 1981).
Mikrotiibiil bozunmasinin bunamadaki bilissel yitirimlere dogrudan sebep oldugu, ratlarda
kolsisinin 6grenme kabiliyetinde bozulmaya yol agmasi, son yakin hafizanin yok olmasi,
gecici hafiza kayb1 gibi AH'deki semptomlarin goriilmesiyle anlasilmistir (Bensimon et al.,
1991). Bizim bu degisimi tiim gruplarda goriiyor olmamiz, nérodejeneratif hastaliklarin
hiicre iskeleti degisimleri bakimindan birbirlerine benzedigini gostermektedir.

Aktin filamentleri de hiicre iskeletinin bir diger 6nemli unsurudur. Mikrotiibiiller
gibi polariteleri vardir. Noronlarda hiicre polarliginin saglanmasinda, nérit ve akson
uzantilarmin olusumunda, akson geri ¢ekilmesinde aktinlerin rolii biiyiiktiir (Gallo et al.,
2002). Hiicre icinde, polimerize olmamis aktinin konsantrasyonu daha fazladir. Bunun

saglanabilmesi i¢cin depolimerize edici proteinler bulunur. Bunlardan bazilari, kofilin ve
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profilindir (Bamburg, 1999). Beyin endoteli iizerinde oksidatif stres uygulamasi iizerine
yakin bir zamanda yapilan proteomik bir ¢alisma sonucunda profilin seviyesinde azalma
goriilmiistiir (Ning et al.,2011). Bunun yaninda, uzun dénemli hafizada olusan degisimler
ve c¢ogu aktin mikrofilamenlerinden olusan dentritik spinlerde azalma, kolgisin ile
muamele gormiis farelerin hipokampiislerinde bulunmustur (Avila-Costa et al., 1999).
Calismamizda saptanan tiim aktin ve aktin benzeri proteinler %20 ile %80 arasinda azalma
gostermiglerdir. Ayrica aktin stabile edici profilin ve kofilin proteinlerinde de azalma
goriilmiistiir. Bu bize mitokondiyal disfonksiyonun ve oksidatif stresin, mikrotiibiil ve
aktin seviyelerine etki ettigini gostermektedir.

Acyl CoA dehidrogenaz aile iiyesi 9 (ACAD?9) proteini, sadece kontrol gruplarinda
goriilmiistiir. Mitokondriyal bir enzim olan ACAD?9, oksidasyon rediiksiyon siireglerinde
rol alir ve bircok dokuda eksprese edilmekle beraber, kalp, iskelet kasi, beyin, bébrek ve
karaciger dokularinda yiiksek oranda eksprese edilir. ACAD9 eksikligi olan hastalarda
karaciger ve bobrek rahatsizliklari ile beraber norolojik disfonksiyonlara rastlanmistir.
Yine ACAD9 mutasyonlari, mitokondriyal yag asidi zinciri oksidasyonu hastaliklarinda
gozlenmistir (He et al., 2007). ACAD9Y, Acyl Coa esterlerinin a-f-dehidrogenezini kataliz
eder. Uzun zincirli yag asitlerinin  oksidasyonuna katilir ve oksidatif fosforilasyon
aktivitesi oldugu da 6ne sunulmustur (Zhang et al., 2002). Fakat bu bilgi, ACAD9’un j3-
oksidasyonundan ziyade, mitokondriyal kompleks I’in toplanmasinda rolii oldugu sekilde
degismistir. Ayrica hafif kronik norolojik bozuklugu olan hastalarla da ¢alisildiginda, ayn1
sonuclar almmistir (Nouws et al,, 2010). Bu enzimin diger gruplarda bulunmamasi,
oksidatif stres ile ekspresyonunun inhibe edilmis olmasindan ya da norotoksinler ile olusan
yeni proteomdaki bazi proteinlerin  yogunluguyla sinyalinin  bastirilmasindan
kaynaklanabilir.

MPTP’ ye ait olan grubun VIP grafiginde (Sekil 4.14) tanimlanan ve farklilagsmaya
en ¢ok neden olan proteinlerden biri DJ-1 proteinidir. Bu protein saperon proteindir ve
mitokondriye 6zgiidiir. Bu proteini kodlayan gende olusan mutasyonlar PH hastalarinda
gozlenmistir ve aktivitesinde azalma belirlenmistir (Bonifati et al., 2003). Bu proteinin
gorevi hakkinda bir¢ok yorum vardir. Bunlar arasinda oksidatif strese ve hiicre oliimiine
kars1 koruma, mitokondriyal proteinlerde diizenleme ve redoksa 6zgii saperon gorevleri
sayilabilir (Lev et al., 2006). Kontrole nazaran hiicredeki seviyesinin 6nemli bir sekilde
degismis olmasi, bu proteinin VIP grafiginde yer almasina sebep olmustur. Bu, SH-SY5Y
hiicrelerinde MPTP noérotoksini uygulamasmin gecerli bi PH modeli olmasmi

gosterebilcek bir bulgudur. Fakat bu protein PLGS sonuglarinda gézlenmemistir. Bunun iki
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sebebi olabilir. Biz PLGS sonuglarim belirlerken, protein seviyelerinde en az %20 degisim
gosterenleri tarattik. DJ-1 proteini bu smirin altinda kalmis olabilir. Ikinci bir ihtimal
olarak da yine PLGS sonuglar1 i¢in, spesifik bir proteinin tanimlandig1 6rnegin, iiglii analiz
tekrarlarindan en az iki tanesinde gozlemlenmesini istedik. DJ-1 proteini sadece bir
enjeksiyonda gozlemlenmis olabilir. Bu ise LC-MS/MS analizi sirasinda degisebilecek
bircok etkenden biri tarafindan kaynaklanmis olabilir. Bu agiklama iki farkli informatik
yazilim tarafindan gergeklestirilen ve ortak olmayan tiim proteinler i¢in gegerlidir.

Peptidil prolil izomeraz her dokuda bolca bulunan (ubiquitously) ve denaturasyona
ugramis olan proteinlerin tekrar katlanma siirecini hizlandiran bir proteindir (Fischer et al.,
1984). Bu protein sodyum azit disindaki gruplarda %20 ile %50 arasinda azalma
gostermistir. Bu halde bu proteinin, yanlis katlanma mekanizmalarii engellemek amaciyla
gruplarda artmasi beklenirdi. Beklenene zit olan bu sonug, asir1 oksidasyonun katlanma
mekanizmalara olumsuz etki edebilecegini gosterebilir.

Peroksiredoksinler, yaygin olarak goriilen antioksidan enzimlerdir ve sitokin-
indiiklii peroksit seviyelerini kontrol ederler. Noronlarda bolca bulunup, H>O, seviyelerini
kontrol ederek ROT kaynakli hasari, HO,’yi H,O’ya doéniistiirerek onlerler (Rhee et al.,
2005). Hiicrede redoks diizenleyici olarak gorev yaparlar ve radikallere karsi hassas olan
enzimleri oksidatif strese kars1 korurlar (Masaki et al., 2003). Canliligin devam etmesinde
rolleri biiytiktiir. Peroksiredoksin-1-knockout farelerdeki yasam siiresinin %15 kisaldigi
goriilmiistir (Neuman et al, 2003). Calismamizda, 3-NP gurubunda goriilen
peroksiredoksin 1 ve peroksiredoksin 2, swrastyla %40 ve %30 kadar azalmistir. Ayrica
antimisin a ve oligomisin gruplarinda da ortalama %40 oraninda azalma gordiikk. HH
iizerine yapilan beyin otopsi c¢alismalarinda, striatum ve kortekste peroksidaz 1 ve
peroksidaz 6 seviyelerinde artis gozlenmistir (Soralla et al., 2008). Bununla beraber
peroksiredoksinlerin seviyece az sentezlendigi goriilen calismalarda, az sentezlenen
bdlgenin ekzitotoksik hasarsa karsi daha hassas olabilecegi de diisiiniilmiistiir (Candelario
et al.,, 2001). Bizim ¢alisma sonucumuz genel olarak agiklanan sonuglara uymamaktadir.
Bu peroksiredoksinlerin asir1 oksidasyona ugramasindan ve LC-MS/MS sisteminde
goriinmemis olmasindan kaynaklanabilir.

Tioredoksine bagli peroksit rediiktaz, diger adiyla Peroksiredoksin I,
calismamizda sadece 3-NP gurubunda ortaya c¢ikmustir. Mitokondriyal  bir
peroksiredoksindir. In-vivo ortamda, hipokampiisteki noronlarda, ekzitotoksik hasara kars1
koruma sagladig1 gosterilmistir (Hattori et al., 2003). Bizim bu proteini kontrol grubunda

gormememiz, kontrol grubunda ¢ok az miktarda olup, gdlgelenmesinden kaynaklanabilir.
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Bu yiizden bu proteinin 3-NP grubunda artis gosterdigini kabul ettik. Simdiye kadar elde
edilen sonuglarin calismamizla karsit olmasi bu ¢aligmalarin gen bazinda yapilmis olup,
Prx3’iin olusturulacagt mRNA baz alinarak yapilmis olmasindan kaynaklanabilir.
Proteinlerin gen bazinda ve translasyon sonrasindaki durumlar1 birbirleriyle ayni
olmayabilir.

Uzama faktorii (EF) proteinleri, tiim mitokondriyal disfonksiyon gruplarinda EF-1,
EF-2, EF-Tu olarak tanimlanmig ve tiim gruplarda kontrole gore %65-30 kadar azalma
gostermistir. Uzama faktorii 2 mRNA translasyonu siirecinde, uzama basamaginda gorevli
olan 6nemli bir proteindir (Merrick and Nyborg, 2000). Bu nedenle, gdzlemlenen azalma
oksidatif stres ile protein sentez hizinin yavasladiginin bir gostergesi olabilir. Ayrica
hiicrenin kendini koruma mekanizmalarindan biri olabilir. Ef-2 proteini HH {izerine
yapilan bir caligmada, protein agregatlarinda rastlandigindan, poliglutamin hastaliklarin
patolojisiyle iliskilendirilmistir (Mitsui et al., 2002). Bizim gruplarimizda da Ef-2 proteini
soydum azit ve MPTP gruplarinda goriilmemis, 3-NP grubunda (HH modeli) goriilmiistiir.
Mitokondriyal disfonksiyon HH i¢in de tanimlandigindan, bu proteinin HH mitokondriyal
disfonksiyon belirteci olabilir.

Glutation S transferaz proteinleri (GSTs), tiim hiicre gruplarinda sentezlenen,
hiicresel detoksifikasyonda rol oynayan bir proteindir. Bu enzimler hiicredeki toksinleri
glutationa baglayarak toksinlerin elektrofilik bolgelerini nétralize eder ve toksinleri suda
¢cOziiniir hale getirir (Mannervik et al, 1985). Bu halde, ndrotoksin uygulanmig
noroblastoma hiicrelerinde miktarca artmalar1 beklenirdi. Fakat PLGS sonuglarinda
sodyum azit grubunda %36 kadar artmis, diger gruplarda azalmis oldugu goriildi. GSTP
tim gruplara ait VIP grafi§inde de tanimlanmistir. Gruplarin ayrilmasi i¢in 6nemli oldugu
belirlenmis proteinlerden biridir. Bu protein, PH ile iliskilendirilmis ve PH durumunda
arttig1 ayrica AH hastalifinda da PH’de oldugu kadar olmasa da arttig1 gozlemlenmistir.
GSTPI’in overeksprese edildigi noron kiiltiirlerinde, rotenon indiikli (kompleks I
inhibitorii) oksidatif stres durumunda koruma sagladigi, oksidatif stresi azalttigi
gozlemlenmistir (Shi et al., 2009). Mevcut bilgilere gére GSTP nin soydum azit grubunda
artis1 (AH grubu) bir anlam ifade ediyor. Hem AH hastlarinda artmis olmasi hem de in-
vitro mitokondriyal disfonskiyon grubumuzda artmasi, GSTP seviyelerinin AH ile
iligkilendirilebilcegini gostermektedir. Bununla beraber diger gruplarda azalmasi mevcut
bilgilerle uyum gostermemektedir. Arastirmalarda rediiksiyona ugramis glutationun,
merkezi sinir sisteminde en ¢ok bulunan intraseliiler tiollerden ve Onemli hiicresel

antioksidanlardan oldugu belirtilmistir (Meister, 1983). Glutation S-transferaz aktivitesi ve
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rediiksiyona ugramis glutation arasinda da dogru oranti tespit edilmistir (Goto et al., 1992).
Glutation azalmasi hiicrenin oksidatif stresle basa c¢ikma kapasitesini azaltarak
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi 6ne sunulmustur (Jenner et al.,
1994). Dolayl1 olarak bu enzimin azaldig1 durumlarda da ayn fikrin gecerliligi s6z konusu
olabilir. Antimisin a, oligomisin ve 3-NP norotoksinleri, hiicrenin antioksidan sistemine

zarar vermis olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Norodejeneratif  hastaliklar alaninda yapilan ¢alismalarda, mitokondriyal
disfonksiyonun ve oksidatif stresin 6nemi siklikla belirtilmistir. AH, HH ve PH bu yiizden
molekiiler olarak birbirlerine birgcok noktada benzemektedirler. Bu hastaliklarin olusum
mekanizmalarint aydinlatmak amaciyla in-vitro ve in-vivo olarak c¢ok ¢esitli modeller
kullanmilmistir. Biz de SH-SYSY noroblastoma hiicrelerinde elektron tagima sistemindeki
(ETS) kompleksleri, bu komplekslere 6zgii inhibitorler ile inhibe ederek AH, HH ve PH’ye
ait mitokondriyal disfonksiyon hiicre modellerini trettik. Hem in-vivo hem de in-vitro
calismalarin geneliyle ortak sonuclara vardik. Bulgularda gordiiglimiiz proteoma has
degisimlerle, in vitro ortamda oksidatif stres modelleri elde edebildigimizi gordiik.

Caligmamizdaki tiim gruplar ETS’ deki komplekslerin inhibe edilmesi sonucu olusan
oksidatif stresten etkilendigi halde, her bir gruba ait proteomun kendine has sekillendigini
gormemiz, mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stresin farkli norodejeneratif
hastaliklarda farkli yolaklari tetikledigini gostermektedir.

Elde edilen PLGS analizleriyle belirlenen, gruplardaki degisen protein miktarlari,
oksidatif stresin; apoptoza, protein sentezine, protein katlanmasima, hiicre iskeleti
bilesenlerine etki ettigini gdstermistir. Gruplara gore farklilasmis olan proteomun daha
ayrmtili ¢alisilmasiyla mitokondriyal disfonksiyonun ndrodejenerasyona etkisi daha iyi
acgiklanabilir.

In-vivo ve in-vitro ortamda yiiriitiilmiis ¢calismalarda yontemlerin farkli olmasina
ragmen benzer sonuglar bulmamiz, bize LC-MS/MS analizinin proteomik arastirmalarda
kullanilabilecek gii¢lii bir yontem oldugunu ve SH-SYS5Y hiicrelerinin bu gibi ¢aligsmalarda
tercih edilebilecek istikrarli hiicreler oldugunu gostermektedir.

Insana ait molekiiler hiicre biyolojisi ¢ok karisiktir ve &zellikle beyne ait
mekanizmalar, bozunmalar, degisimler de arastirilmast karmasik ve zorlayici
konulardandir. Bu mekanizmalar1 aydinlatabilmek i¢in bir¢ok yonteme basvurulabilir.

Yaptigimiz calisma sonucunda simdiye kadar SH-SYSY {izerinde yapilmis
proteomik caligmalara kiyaslasla esit ya da daha ¢ok protein tanimlamas1 gergeklestirdik.
Fakat hiicre i¢inde, 6zellikle insana ait hiicrelerde proteinlerin bulunma yogunluklar1 ¢ok
degisken oldugundan tiim proteinleri tek bir yontemle tanimlamak miimkiin olmamaktadir.
Bu sorun, aymi deneyin birkag yOntemle beraber yiiriitiilmesiyle asilabilir. Bizim
kullandigimiz sistem 1D LC-MS/MS yontemiydi. Bu, biraz daha ileri gotiiriilerek su an
mevcut olan 2D LC-MS/MS yontemiyle, iki boyutta peptit ayristirilmas: yapilip, protein
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sayisiin artmasi saglanabilir. Yine bir baska yontem olan, offgel sivi izoelektrik peptit
fraksiyonlamas1 ile tanimlanabilen proteom genisletilebilir ve ardindan ITRAQ grup
analizi yapilabilir.

Calismamizda, mitokondriyal disfonksiyon sonucu olusmus oksidatif strese maruz
kalmis proteinler vardir. Bunlar bizim sistemimizde tam olarak tanimlanamamaktadir.
Bunun i¢in ICAT stres proteomik yontemi kullanilip, oksidatif stres altinda regiile olan
proteinlerin tanimlamasi yapilabilir. Hiicre icindeki degisimlerin iletiminde en ¢ok bilinen
modifikasyonlardan biri de fosforlanmadir. Sinyal iletim yolaklarinin arastirilabilmesi i¢in
fosfoproteomik teknigi kullanilabilir ve IPA analizinde birbirleriyle etkilesim halinde olan
proteinler ve iletisim mekanizmasi daha iyi anlasilabilir. Bir bagka modifikasyon olan
nitrozilasyona ugramis proteinlerin de nérodejeneratif mekanizmalarla baglantilar1 vardir.
Bunlar Biotin-Switch yontemiyle belirlenebilir.

Norodejeneratif hastaliklarda ortak goriilen semptomlardan birtanesi, bahsettigimiz
iizere proteinlerin kiimelenerek hiicre i¢i ya da digina yerlesmeleriydi. Buna neden olan
mekanizmalardan biri de protein katlanmalariyla alakali olan mekanizmalardir.
Katlanmadan sorumlu ubiquitin mekanizmasi, terapotik umutlar vadeden mekanizmalardan
biridir. Proteinlerin agregatlasmasi konusunda c¢alismalar yapabilmek i¢in ubiquitin
analizleri uygulanabilir.

Metabolom ve proteom verileri birlestirilerek daha kapsamli mekanistik analizler
yapilabilir. Yine [PA yazilimiyla elde edilen yolaklar daha derinlemesine ¢alisilabilir. Tabi
proteomik yontemin en temel tekniklerinden biri olan Western Blot teknigi ile idda edilen
protein ifade farkliliklar1 onaylanabilir.

Spesifik olarak ¢ok onemli goriilen proteinler olursa, bu proteinlerin siRNA gen
knockdown hiicre modelleriyle hiicredeki rolii arastirilabilir.

Her ne kadar in-vitro ¢alismalar ile simdiye kadar 6nemli sonuglar elde edilmis olsa
da bu c¢alisma ve evvelinde bahsedilen yapilabilecek calismalar in-vivo modellerde

caligilarak daha ileri tasinabilir.
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