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OZET

SH-SYS5Y Hiicre Hattinda SNCA, PARK2, DJ-1, PINK1 ve LRRK2 Gen Uriinlerinin
Norojenik Farklilasma Sirasinda Transkripsiyonel ve Translasyonel Diizeyde Gosterdikleri

Degisimlerin Incelenmesi

Amag: Bu tez calismasinin amaci norojenik faklilagmaya tabi tutulmus SH-SY5Y
hiicrelerinde SNCA, PARK2, DJ-1, PINK1 ve LRRK2 genlerinin ifade seviyelerindeki
degisiklikleri farkilagma siireci boyunca mRNA ve protein diizeyinde takip etmektir. Bu
amagla, literatiirde yayinlanmig olan bilgiler dogrultusunda kisa fakat oldukga etkili bir
norojenik farklilasma protokolii gelistirilmis ve optimize edilmistir. Ayrica, global bir bakis
acis1 ile protein diizeyinde meydana gelen degisiklikleri izlemek igin 2-D jel elektroforezi
ve nLC-MS/MS proteom analizleri yapildi. Genel olarak, bu tez ¢aligmasinda, farklilagan
SH-SYS5Y hiicrelerinin Parkinson hastaligi (PH) ile iligkili ¢alismalar i¢in model olarak
kullanilmasinin etkinligini anlamay1 ve PH ile iligkili olarak segilen bazi genlerin mRNA ve
protein seviyelerinde meydana gelen degisiklikler hakkinda ayrintili bilgi saglamay1

amagladik.

Yontem: Nispeten kisa ancak etkili bir néronal farklilasma protokolii gelistirilmis ve SH-
SYS5Y hiicrelerini farklilastirmak ig¢in kullanilmistir. Noronal farklilasmanin basarisi,
Immiinofloresan mikroskopisi (IF) yontemi kullanilarak secilen bazi néron markorlerindeki
(Nestin, Nurrl, NeuroD1, NeuN ve TH) artislarin gosterilmesiyle dogrulanmistir. Belirlenen
zaman araliklarinda noronal farklilagma markorlerinin (Nestin, Nurrl, NeuroD1, NeuN),
dopaminerjik néron markorlerinin (TH, DAT, DRDI1 ve DRD2) ve PH ile iligkili genlerin
(SNCA, PARK2, DJ1, LRRK2 ve PINK1) ekspresyon seviyeleri mRNA (qRT-PCR) ve
protein (WB) diizeylerinde izlendi. Farklilasma sirasinda meydana gelen proteom
farkliliklarina kiiresel bir bakis agis1 saglamak i¢in 2-D jel elektroforezi ve nLC-MS/MS
calismalari da gerceklestirildi.

Bulgular: Norojenik farklilasma siirecinde hiicreler néron benzeri yapilar olusturdu, akson
ve dendrit benzeri uzantilar gelistirdi. IF mikroskopisi ile gosterildigi gibi farklilasma

isleminin baglangici ve sonu sirasinda alinan numuneler arasinda karsilagtirma yapildiginda,



NeuN, Nurrl ve TH markdrlerinin ekspresyon seviyelerinde artiglar gdzlemlenmistir.
Farklilasma siirecinde ndrojenik farklilasma ve dopaminerjik néron markdorlerinin (Nestin,
Nurrl, NeuroD1, NeuN, TH, DAT, DDC, DRD1 ve DRD2) ve PH ile ilgili genlerin (SNCA,
PARK?2, DJ1, LRRK2, VPS35 ve PINK1) ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler de WB
deneyleri ile belirlendi. Sonuglar SH-SYS5Y hiicrelerinin dopaminerjik néron benzeri
hiicrelere farklilagtigini ima etti. Ek olarak, norojenik farklilagsma siirecini proteom
diizeyinde takip edebilmek i¢in yapilan 2-D jel elektroforez bazli proteom analizi 6rnekler
arasi regiilasyona ugrayan 13 adet proteininin varligini gosterdi. nLC-MS/MS bazli proteom
analizi yapildiginda, MAP2 proteini sadece farklilasmis hiicrelerde tespit edildi. Farkli
sekilde diizenlenmis olan proteinlerin biyoinformatik analizleri enerji metabolizmasindaki

ve katekolaminerjik yolaktaki degisikliklere isaret etti.

Sonug: Norojenik farklilagmaya maruz kalan SH-SYSY hiicreleri dopaminerjik néron
benzeri bir fenotipe farklilagsmistir. Bu nedenle, bu hiicreler in vitro PH ile iliskili

caligmalarda kolaylikla model olarak kullanilabilirler.

Anahtar Kelimeler: SH-SYS5Y hiicreleri, Norojenik farklilasma, SNCA, PARK2, DJ-1,
LRRKZ2, PINK1, 2-DE, nLC-MS/MS ve Proteomik.



ABSTRACT

Investigation of the Changes Occurring at Transcriptional and Translational Levels in
SNCA, PARK2, DJ-1, PINK1 and LRRK2 Gene Products during Neuronal Differentiation
of SH-SY5Y Neuroblastoma Cell Line

Obijective: The aim of this thesis study was to investigate the changes at the expression levels
of SNCA, PARK2, DJ-1, PINK1 and LRRK?2 genes at both mRNA and protein levels during
neurogenic differentiation of SH-SY5Y cells. For this purpose, a short yet highly effective
neurogenic differentiation protocol was developed and optimized using the published
information available in the literature. In addition, 2-D gel electrophoresis and nLC-MS/MS
proteome analysis were performed to monitor the changes taking place at the protein level
on a global scale. In overall, in this thesis study, we aimed at understanding the efficacy of
using differentiated SH-SY5Y cells as a model for Parkinson's disease (PD)- associated
studies and provide detailed information as to the changes occurring at the mRNA and

protein levels of some of the selected PD-assocaited genes.

Method: A relatively short but efficient neuronal differentiation protocol was developed and
used to differentiate SH-SY5Y cells. The success of neuronal differentiation was verified by
demonstrating the increases in some selected neuronal markers (Nestin, Nurrl, NeuroD1,
NeuN and TH) using immunofluorescence microscopy (IF). The expression levels of
neuronal differentiation markers (Nestin, Nurrl, NeuroD1, NeuN), dopaminergic neuron
markers (TH, DAT, DRD1 and DRD2) and PD related genes (SNCA, PARK2, DJ1, LRRK?2
and PINK1) were monitored at the mRNA (gRT-PCR) and protein (WB) levels at
determined time intervals. The 2-D gel electrophoresis and nLC-MS/MS studies were also
carried out to provide a global perspective to the proteome differences occurring during the

differentiation.

Results: During neurogenic differentiation process, the cells formed neuron like structures
and developed axon and dendrite like extensions. As demonstrated by IF microscopy, there
were increases in the expression levels of NeuN, Nurrl and TH when comparisons were
made between the samples taken during the onset and end of the differentiation process.

During the differentiation process, changes in the expression levels of neurogenic



differentiation and dopaminergic neuron markers (Nestin, Nurrl, NeuroD1, NeuN, TH,
DAT, DDC, DRD1 and DRD2) and PD related genes (SNCA, PARK2, DJ1, LRRK2, VPS35
and PINK1) were also determined by WB experiments. The results implicated that SH-
SY5Y cells differentiated into dopaminergic neuron like cells. In addition, monitoring of the
changes during neurogenic differentiation process at the proteome level indicated the
presence of 13 differentially regulated proteins when 2-D gel electrophoresis-based
proteome analysis was performed. When nLC-MS/MS based proteome analysis was
performed, MAP2 unique proteins were detected only in the differentiated cells.
Bioinformatics analysis of the differentially regulated proteins pointed to the changes in
energy metabolism and catecholaminergic pathway.

Conclusions: SH-SY5Y cells subjected to neurogenic differentiation have differentiated into
a dopaminergic neuron like phenotype. Therefore, these cells can be readily used as a model
for in vitro PD-associated studies.

Keywords: SH-SY5Y cells, Neurogenic differentiation, SNCA, PARK2, DJ-1, LRRK2,
PINK1, 2-DE, nLC-MS/MS and Proteomics.
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1. GIRIS
1.1. Norodejeneratif Hastahklar

Norodejeneratif hastaliklar ileri derecede biligsel fonksiyon kayb1 ile tanimlanan, ilerleyen
ve hatta 6liimle sonuc¢lanabilen nérodejeneratif bozukluklardir. Noérodejeneratif hastaliklara
ornek olarak; Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Frontotemporal Demans, Huntington
hastalig1, Spinoserebellar ataksiler ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hastaliklar verilebilir.
Bilim insanlar1 uzun yillardir nérodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in etkili yontemler
lizerine aragtirmalar yapmaktadirlar. Norodejeneratif hastaliklarda etkili tedavi stratejileri
gelistirebilmek i¢in hastaliklarin patogenezleri, molekiiler mekanizmalar1 ve sebepleri iyi
tanimlanmis olmalidir. Norodejeneratif hastaliklarin olusumu bir¢ok unsura baglidir yani
‘multifaktoriyel bozukluklar’ olarak da nitelendirilebilirler. Bu nedenle, bilim insanlar1 bu
problemin {istesinden gelebilmek igin insan beynini ve ilgili hiicreleri taklit edebilen

deneysel modeller gelistirmeye ¢alismaktadirlar.

Hayvan ve hiicre hastalik modelleri ndrodejeneratif hastaliklarin patogenez mekanizmalarini
kavrayabilmek i¢in uzun stiredir bagvurulan yollar arasindadir. Bu baglamda yapilan literatiir
taramasinda ilk hayvan model calismalarinin 1950'li yillara kadar uzandigini sdylemek
miimkiindiir. Ornegin, Carlson ve ark., 1957 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada ‘reserpin’
kullanarak Parkinson hayvan modeli olusturmaya ¢alismis ve kismen de basarili olmuslardir
(Carlsson, Lindgvist, & Magnusson, 1957). Fare ve sigan modellerinin yani sira pirimatlar
da memeli hayvan modelleri olarak kullanilmiglardir. Tiim modellere ek olarak her ne kadar
ayni filogenetik nodda bulunmasa da yuvarlak solucan (Caenorhabditis elegans), meyva
sinegi (Drosophila melanogaster) ve Zebra balig1 (Danio rerio) da hayvan modellerine 6rnek
olarak verilebilmektedirler (Gitler, Dhillon, & Shorter, 2017). Bugiine kadar yapilan say1siz
calisma gostermistir ki hicbir model sistem insanda olusan noérodejeneratif hastaliklar ile
birebir benzerlik gostermemektedir. Bazi modeller insanda goriilen ndrodejeneratif
bozukluga daha fazla benzeyen bir ndrodejeneratif kaskad gelistirebilseler de hastaligin
patogenezindeki olaylarin tiim dizisinin tamamen yakalanip yakalanamadigi belirsizligini

korumaktadir. Tiim bu dezavantajlara ragmen hayvan modelleri norodejeneratif hastaliklar



ile ilgili caligsmalarda molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 tanimlamak acisindan oldukca

Onemlidirler.

1.2. insan Noérodejeneratif Hastahklarim Calismak icin Kullamlan Hayvan

Modelleri

Insanda goriilen ndérodejeneratif hastaliklari taklit etmek icin genellikle iki tip hayvan modeli

kullanilmaktadir.
1.2.1. Norotoksinler Araciligi ile Olusturulan Hayvan Modelleri

Norotoksinler araciligi ile olusturulan modellerde hayvan cesitli norotoksinlere maruz
birakilarak beyninin belirli bolgelerindeki ndéronlarin zarar goérmesi hedeflenmektedir. 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinin (MPTP) ve aktif metaboliti olan 1-metil-4-fenil
piridinyum iyonu (MPP?), 6-hidroksidopamin (6-OHDA), Rotenon, Parakuat ve
Metamfetamin (MATH) siklikla kullanilan norotoksinlere drnek olarak verilebilir. MPTP;
elektron tasima sistemindeki kompleks I’ inhibe ederek Parkinson Hastaligi’na benzer bir
fenotip olusturmaktadir. Kompleks I’in inhibisyonu mitokodriyal elektron tasima zincirini
ve dolayli olarak da glikolitik yolag1 yavaslatmakta ve hiicreleri enerji ihtiyaclarini
karsilayamaz hale getirmektedir. (Diedrich ve ark., 2008). MPTP kan-beyin bariyerini
gecerek sadece nigrostriatal yola zarar vermekle kalmaz, ayn1 zamanda ventral tegmental
bolge (VTA) deki, retrorubral ¢ekirdekteki ve striatumdaki gabaminerjik néronlarin kaybina
yol agarak reaktif glial hiicre artisina (gliozis) neden olur (Sekil 1.1) (Hernandez-Baltazar,
Zavala-Flores, & Villanueva-Olivo, 2017).
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Sekil 1.1. MPTP Metabolizmasinin Sematik Gdsterimi (Agiklamalar: Blood brain barrier,
Kan beyin bariyeri; Glial cells, Glial hiicreler; Dopamine neurons, Dopaminerjik ndronlar)
(Dauer & Przedborski, 2003).

6-OHDA’nin 1968 yilinda etkilerinin anlasilmasi ile Parkinson hastaligi
calismalarinda altin standart model olarak kabul edilmistir. Bu model ayni zamanda
‘Hemiparkinson’ model olarak da adlandirilmaktadir (Ungerstedt & Arbuthnott, 1970). 6-
OHDA oksitlenebilir bir dopamin analogudur. Dopamin tasiyicisi tarafindan hiicre igerisine
aliarak katekolaminerjik noronlarda, Substantia nigra pars kompakta (SNpC) bolgesindeki
dopaminerjik néronlar gibi, secici hasara yol agmaktadir (Blandini & Armentero, 2012). 6-
OHDA maruziyeti ile Parkinson hastalig1 patogenezinde oksidatif stres, ndrodejenerasyon,
noroinflamasyon, hidrojen peroksit iiretimi ve apoptoz ile noron 6limii gibi ana hiicresel
stiregler gozlemlenebilmektedir (Hernandez-Baltazar ve ark., 2017). 6-OHDA’nin diger
modellerden en onemli farki bu ajanin Substantia nigra pars kompakta (SNpC) bolgesine
tek tarafli olarak olarak verilebilir olmasi1 ve verildigi bdlgenin her bir bilesenine ulasabilir
olmasidir. 6-OHDA modelinde, diger modellerden farkli olarak, ayni hayvandan hem
caligma grubu hem de kontrol grubu i¢in 6rnek temin edilebilmektedir (Kasap, Akpinar, &
Kanli, 2017). Bir diger norotoksin ise Metamfetamin (MATH)’ dir. MATH de digerleri gibi
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna ve kompleks I’in aktivitesinin diismesine neden
olmaktadir (Thrash-Williams ve ark., 2016). MATH’e maruz birakilan siganlarda oksidatif
hasar, lizozomal degredasyon ve mitokondriyal disfonksiyon ile ilgili proteinlerin



regiilasyona ugradiklari saptanmistir (Ilwazaki, McGregor, & Matsumoto, 2006).
Norotoksinler ile hayvan modeli tasarlamak Parkinson hastaliginin motor semptomlarina
yonelik semptomatik tedaviler agisindan etkili olmasina ragmen, bugiine kadar bu baglamda
gelistirilen terapdtik yaklasimlar hastaligi modifiye edici tedavilerin tanimlanmasinda

herhangi bir fayda saglayamamistir (Athauda & Foltynie, 2016).
1.2.2. Transgenik Hayvan Modelleri

Insanda gériilen norodejeneratif hastaliklari taklit etmek icin kullanilan bir diger model ise
transgenik hayvan modelleridir. Bu modelleme c¢alismalar1 ile ndron dejenerasyonu
hedeflenmektedir. Transgenik hayvan modellerinde ndrodejeneratif hastaliklara sebebiyet

veren ve Onceden tanimlanmis olan mutasyonlardan yararlanilmaktadir.
1.3. Alzheimer Hastahg Hayvan Modelleri

Demansin 6nde gelen nedeni olan Alzheimer hastalig1 tipik olarak erken ilerleyen hafiza
kayb1 ile karakterize edilmektedir. Ardindan yiiriitiicli islevlerdeki bozukluklar, ajitasyon ve
paranoya gibi davranigsal bozukluklar1 da beraberinde getirmektedir. Hastaligin erken
sathalarinda beyinin entorhinal korteks ve hipokampiisiin CA1 boélgesi takiben limbik
yapilar ve daha sonraki asamalarda izokortikal alanlarin hepsi etkilenmektedir (Braak &
Braak, 1991). Alzheimer hastalig1 6zellikle senil plaklari, norofibriler diigiimler (NFT) ve
hipokampal ve kortikal norodejenerasyon ile tanimlanmaktadir (Jack ve ark., 2016). Senil
plaklarinin fibriler yapidaki ana bilesenleri AP agretgatlaridir. Norofibriler diigiimlerin ise
esas bilesenleri hiperfosforile ve fibriler formdaki Tau proteinleridir. Amiloid Onciisii
protein (APP), presenilin-1 (PSEN1) ve presenilin-2 (PSEN2)’deki mutasyonlar otozomal
dominant erken baglangi¢cli Alzheimer hastaliginin en belirgin sebepleridir (Lanoiselee ve
ark., 2017). APOEe4 alleli geg baslangi¢li Alzheimer hastaligi i¢in en 6nemli risk faktoriini
olusturmaktadir (Carmona, Hardy, & Guerreiro, 2018). Bunlarin yani sira en az 25 farkli
genetik lokus Alzheimer hastaligi ile iligkilendirilmektedir. Dolayisiyla Alzheimer hastaligi
hayvan modelleri bu mutasyonlardan yararlanilarak tasarlanmaktadir. Ornegin; AP
agregatlarinin birikimine sebebiyet veren transgenik kemirgenler bazi serebrovaskiiler
amiloidlerdeki ve senil plaklardaki amiloid birikimi modellerini olusturmaktadir.
Transgenik farelerde olusturulan APP, PSEN1 ve PSEN2'deki Alzheimer hastaligi baglantili



insan mutasyonlar1 insanlardaki etkinin aynisini yaratmaktadirlar (Ashe & Zahs, 2010;
LaFerla & Green, 2012). Siklin D1’in ekspresyonunun Alzheimer hastaliginda artis
gosterdigi bilinmektedir (Arendt, 2000). Bu nedenle, FAD baglantili mutant presenilin
(P117L)’in Siklin D1 transkripsiyonunu indiiklemesi ile ndronlar uyarilabilir ve tekrar hiicre
dongiisiine girmelerine sebep olarak dejenerasyona yatkinlik yaratilabilmektedir (Uemura
ve ark., 2003). Bunlarin yani sira, MAPT gen nakavti ile taupati gelistirebilen transgenik
fareler de Alzheimer hastaligi ile iligkili hayvan modellerine 6rnek olarak verilebilmektedir.
Alzheimer hastaligr hayvan modelleri, transgenik hayvan modellerinin haricinde, ¢esitli
ilaglar ile indiiklenerek de olusturulabilmektedir. Hipokampusu etkileyen kolsisin,
skopolamin, okadaik asit, streptozotosin ve trimetilkalay ile agir metaller, etanol ve
lipopolisakkarit gibi kanitlanmis ndrotoksisiteye sahip kimyasallar kemirgenlerde
Alzheimer hastalig1 benzeri bilissel bozuklugu indiiklemek i¢in kullanilmistir (Chiroma ve
ark., 2019).

1.4. Amyotrofik Lateral Skleroz Hayvan Modelleri

Amyotrofik Lateral Skleroz hastalifi (ALS), tipik olarak 1 ile 5 yil iginde solunum
yetmezligi ile Oliimciil felce yol agan iist ve alt motor néronlarin erken kaybi ile
tanimlanmaktadir (Andersen & Al-Chalabi, 2011). ALS hastalarinin ¢ogu sporadik
formdadir. Ancak spesifik genlerdeki mutasyonlar, bakir/¢inko siiperoksit dismutaz 1
(SODI1) genindeki gibi, ALS'ye sebebiyet verebilmektedir. Bu nedenle ALS hastalik
modelleri SOD1 genindeki mutasyonlardan faydalanilarak olusturulur. Mutant SOD-1
genlerini asirt eksprese eden transgenik fare ve sigan modellerinde noéromiiskiiler
baglantilarin kesilmesi, kortikal ve spinal motor ndron kaybi, glial aktivasyon, yanlis
katlanmis SODI proteininin birikmesi gibi hasarlar meydana gelir. Bu hasarlar hastanin
zaman icinde fel¢ gecirerek Olmesine sebep olurlar (Gurney ve ark., 1994; Philips &
Rothstein, 2015). Sitoplazmik inkliizyonlarin ana bileseni olarak TDP-43 geninin bulunmasi
ile sporadik ALS ve Frontotemporal Demans hastaliklarinin arastiriimasi kolaylagsmigtir
(Neumann ve ark., 2006). Bu genlerin yani sira FUS proteininin mutant ya da yabanil tip
formlarinin asir1 ekspresyonu ve UBQLN2 genindeki mutasyonlar da transgenik hayvan

modellerinde kullanilmaktadir.



1.5. Frontotemporal Demans Hayvan Modelleri

Frontotemporal Demans; frontal ve temporal loblarin ilerleyen dejenerasyonu ile karakterize
edilmektedir. Frontotemporal Demans hastalarinin ¢ogu sporadik formda meydana
gelmektedir. Ancak Progranulin ve MAPT genlerindeki mutasyonlarin Frontotemporal
Demans’a neden olabilecekleri de bilinmektedir (Snowden ve ark., 2006). ALS ve
Frontotemporal Demans hastaliklar1 klinik olarak birbirlerinden farkli olsalar dahi hastalar
veya ailelerde motor néron dejenerasyonu ve biligssel bozukluklar benzerlik gostererek
ortiismektedir. Frontotemporal Demans hastaligin1 modelleyebilmek i¢in mikrotiibiil iliskili
tau proteinini kodlayan MAPT genindeki mutasyonlardan faydalanilmaktadir (Hutton,
Lewis, Dickson, Yen, & McGowan, 2001). ALS ve Frontotemporal Demans hastaliklar ile
iligkili 20'den fazla genin tanimlanmasi ile yeni hayvan modellerinin gelistirilmesine devam

edilmektedir.
1.6. Huntington Hastalig1 Hayvan Modelleri

Huntington hastalig1 ilerleyen motor anormallikler, psikiyatrik belirtiler ve bilissel gerileme
ile karakterize olan otozomal dominant kalitsal bir nérodejeneratif bir hastaliktir. Huntington
hastaliginin temel nedeni Huntingtin genindeki CAG tekrarlaridir. Bu tekrarlar Huntingtin
(Htt) proteininde uzun poliglutamin (PolyQ) dizilerinin olusumuna neden olmaktadirlar
(Landles & Bates, 2004). 36-40 glutamin tekrarlar1 Huntington hastaligi gelisimi ve
patolojisinin yavag seyiri i¢in artmis risk olarak kabul edilmektedir. Mutant Huntingtin
proteini (mHtt) 40°tan fazla glutamin tekrar1 icermektedir. Huntington hastalig1 6zellikle
striatal ve kortikal néronlarin dejenerasyonlari ile tanimlansa da beyinin diger bolgeleri de
etkilenebilir (Bano, Zanetti, Mende, & Nicotera, 2011). Huntington hastaligi hayvan
modellerinde ¢esitli kemirgenler kullanilmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilani
transgenik R6/2 fareleridir. R6/2 fareler, Huntingtin geninin ekson 1 bdlgesinde CAG
tekrarlari iceren (~125 tekrar) N-terminal’den kesilmis mHtt icermektedir. Boylece hastalik
hizla olusarak ilerleyebilmektedir (Morton & Howland, 2013). Transgenik hayvan modelleri
yaninda kimyasal ajanlar kullanilarak da Huntington hayvan modeli olusturmak
miimkiindiir. Ornegin; 3-nitropropiyonik asit ve kinolinik asit (QA) eksitotoksik ajanlarinin

Huntington modeli olusturulmasinda kullanilmasi gibi. 3-nitropropiyonik asit bir



mitokondriyal toksindir ve mitokondrinin i¢ membraninda bulunan siiksinat dehidrogenaz
enziminin geri doniisiimsiiz inhibisyonuna ve bu yolla da ndrotoksisiteye neden olmaktadir.
Diger taraftan, QA, N-metil d-aspartat tip glutamat reseptorlerinin bir agonistidir (Colle,
Hartwig, Soares, & Farina, 2012). Bu ajanlar tarafindandan indiiklenen eksitotoksisite
caligmalar1 organotipik striatal, kortikostriatal, sagital hipotalamik dilim kiiltiirleri ve
transgenik R6/2 farelerinden elde edilen hipokampal dilimler ile gergeklestirilmektedir
(Pallier ve ark., 2007; Smith ve ark., 2001).

1.7. Parkinson Hastaligi Hayvan Modelleri

Parkinson hastaligi (PH) progresif olarak ilerleyen ve Alzheimer hastaligindan sonra en
yaygin goriilen ndrodejeneratif bir hastaliktir. Hastalik dopaminerjik ndronlarin kaybiyla
ortaya c¢ikmaktadir. Klinik olarak ele alindiginda, Parkinson hastalari motor ve motor
olmayan belirtilerle karakterize edilmektedirler. Motor belirtiler; motor olmayan belirtilere
oranla daha keskin ve tan1 koymaya yardimci olan belirtilerdir. Kaslarda sertlik, titreme,
hareketlerde yavaglama (bradikinezi), durus bozukluklari (postural instabilite) motor
belirtilere drnek olarak verilebilir. Bu belirtilerin ortaya ¢ikis nedeni ise orta beyinin SNpC
bolgesinde dopamin {iireten ve hareketlerin kontroliinden sorumlu olan dopaminerjik
noronlarin %60-80’inin zaman igerisinde Olmesiden kaynaklanmaktadir (H. C. Cheng,
Ulane, & Burke, 2010). PH uyku, motivasyon ve diisiinme ile ilgili problemlerin ortaya
¢ikmasina da sebep olabilmekte ve SNpC bolgesinin yaninda beyinin diger bolgelerindeki
sinir hiicrelerini de etkileyebilmektedir. PH tanisinda depresyon, biligsel islevsizlik, ac1 ve
uyku bozukluklar1 gibi motor olmayan belirtilerin de saptanabilmesi klinik agidan oldukca
onemlidir, ¢linkii bu belirtiler motor belirtilerden ¢ok daha ©nce ortaya c¢ikmaya
baslamaktadirlar (Chaudhuri, Healy, Schapira, & National Institute for Clinical, 2006). PH
multifaktoriyel bir hastaliktir. Yani hem ¢evresel hem de genetik faktorler hastalik
olusumunda rol oynamaktadir (Sekil 1.2). Ancak PH’ya yol agan pek cok patojenik

mekanizma olmasina ragmen hastaligin patogenezi tam olarak anlasilmis degildir.
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Sekil 1.2. PH’ya neden olan molekiiler yolaklarin sematik gosterimi (Kasap ve ark., 2017).

Beyinde olusan alfa-siniiklein ve ubikitince zengin lipid ve protein agregatlarinin PH
patolojisindeki dnemi uzun yillardir bilinmektedir. Bu agregatlara ‘Lewy cisimcikleri’ adi
verilmektedir (Licker, Kovari, Hochstrasser, & Burkhard, 2009; Werner, Heyny-von
Haussen, Mall, & Wolf, 2008). Ailesel PH’nin %30’unu ve sporadik PH’nin %3-5’ini
olusturan genetik faktorler iizerinde caligmalar yapilarak bugiine kadar en az 41 farkli gen
lokusunun PH ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (Li, Wong, Humphrey, & Raj, 2019). Bu
lokuslarda yer alan ve PH ile iligkili genlerin bir kismi tespit edilmis ve bu genlerin hangi
metabolik yolaklarda rol aldiklar1 da gosterilmistir (Chang ve ark., 2017). Caligilan genler
arasinda bazilarinin PH olusumdaki etkileri net olarak belirlendigi i¢in bu genler birgcok
calismanin odak noktasini olusturmustur. Ornegin; Alfa Siniiklein (SNCA) ve Losin
Bakimindan Zengin Tekrar Kinaz 2 (LRKK2) genlerindeki mutasyonlar otozomal dominant
PH’ya sebebiyet verirken, Parkin, PTEN-Indiiklenmis Kinaz 1 (PINK1) ve Parkinson
protein 7 (DJ-1) genlerindeki mutasyonlar otozomal resesif PH’ya yol agmaktadir (Scott,
Dawson, & Dawson, 2017). ATPaz Katyon Tagimaciligi 13A2 (ATP13A2), F kutu proteini
7 (FBXO07), DnalJ Is1 Sok Protein Ailesi (Hsp40) Uye C1 (DNAIJCI), Sinaptojanin 1
(SYNIJ1), Fosfolipaz A2 grup VI (PLA2G635), Okaryotik Translasyon Baslatma Faktorii 4
Gama 1 (eiF4G1), VPS35 Retromer Karmasik Bilesen (VPS35) ve Coiled-Coil-Helix-
Coiled-Coil-Helix Domain Igeren 2 (CHCHD?2) genlerindeki mutasyonlar da PH’nin nadir

formlarina sebebiyet vermektedir (Tablo 1.1). Bunlarin yani sira son donemlerde TMEM230



geni de PH ile iligkilendirilmis olup, daha kesfedilecek pek ¢ok molekiiler yolagin varligim

bize isaret etmektedir (Deng ve ark., 2016).

Tablo 1.1. PH’da rol oynayan genler, kromozomal lokasyonlari ve iligkili bulunduklari

yolaklar, (Genecards.org).

GENIN ADI

LOKASYONU

ILISKILi YOLAKLAR

SNCA, Alfa Siniiklein
(Synuclein, alpha)

4q21

Sinaptik fonksiyon; mitokondriyal
fonksiyon, otofaji\lizozomal

degradasyon

PARK?2, Ubikitin protein
ligaz (Parkin RBR E3

ubiquitin protein ligase)

6025.2-927

Mitokondriyal fonksiyon\mitofaji;
ubikitinasyon, sinaptik fonksiyon

PINK1, PTEN-indiiklenmis
Kinaz 1 (PTEN-induced
putative kinase 1)

1p36

Mitokondriyal fonksiyon\mitofaji

PARK7/DJ-1, Parkinson
protein 7 (Parkinson

disease protein 7)

1p36.23

Inflamasyon\bagisiklik sistemi;

Mitokondriyal fonksiyon

LRRK2, Losin Bakimindan
Zengin Tekrar Kinaz 2
(Leucine-rich repeat kinase
2)

12q12

Sinaptik fonksiyon;
inflamasyon\bagisiklik sistemi;

otofaji\lizozomal degradasyon

PLA2G6, Fosfolipaz A2
grup VI (Phospholipase
A2, group VI)

22q13.1

Mitokondriyal fonksiyon

FBXO7, F Kutu Proteini 7
(F-box protein 7)

22q12.3

Ubikitinasyon; mitokondriyal

fonksiyon\mitofaji




VPS35, VPS35 Retromer

Karmagsik Bilesen (VPS35 L6012 Otofaji\lizozomal degradasyon;
Retromer Complex | endositoz
Component)

ATP13A2, ATPaz Katyon
Tagimaciligr 13A2 1p36
(ATPase type 13A2)

Mitokondriyal fonksiyon;

otofaji\lizozomal degradasyon

DNAJCG6, Dnal Is1 Sok
Protein Ailesi (Hsp40) Uye
C1 (DnaJ (Hsp40) 1p31.3 Sinaptik fonksiyon; endositoz
homolog, subfamily C,

member 6)

SYNJ1, Synaptojanin 1 21q922.2 Sinaptik fonksiyon; endositoz

PH icin tasarlanacak olan hayvan modelleri Tablo1.1’deki genleri ve iliskili mutasyonlari
icinde barindiracak sekilde tasarlanmaktadir. Farelerin yani sira Caenorhabditis elegans ve
Drosophila melanogaster de PH i¢in model hayvan ¢alismalarinda kullanilmiglardir. PH ile
iligkili genlerin nakavt edildigi transgenik fare modellerinde Tablo 1.1'de listelenen
genlerden faydalanilmaktadir. Ornegin; Parkin geni nakavt edilmis farelerde yapilan
proteom caligmalarinda mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif hasar ve sinaptik fonksiyonda
sorunlar gozlemlenmistir (Palacino ve ark., 2004; Periquet, Corti, Jacquier, & Brice, 2005).
Bir diger calismada ise SNCA’daki mutasyonlarin PH’ nin patofizyolojisini nasil etkiledigini
anlamak i¢cin SNCA (A53T, A30P and E46K) mutasyonu eksprese eden transgenik fareler
kullanilmigtir. Bu ¢alisma sonucunda da mitokondriyal disfonskiyon saptanmistir (Poon ve
ark., 2005). LRRK2 genine ait G2019S ya da R1441C/G mutant formlarmin asirt
ekspresyonu transgenik farelerde dopamin bagimli metabolik sistemde problemlerin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Daniel & Moore, 2015). Parkin, PINK1 ve DJ-1 genlerindeki
fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar kullanilarak olusturulan hayvan modelleri ile
norodejenerasyonun molekiiler mekanizmalar1 anlagilmaya g¢alisilmaktadir. Tablo 1.1°de

listelenen genlerin yani sira dopamin biyosentezinde gorev alan TH (Tirozin hidroksilaz) ve
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DDC (Aromatik-L-aminoasid dekarboksilaz) genleri ile dopamin reseptor genleri olan
DRDI1 (Dopamin Reseptor 1) ve DRD2 (Dopamin Reseptor 2) genleri de bu calismanin diger
aday genleri arasinda yer almaktadir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. PH’da rol oynayan aday genler, kromozomal lokasyonlar1 ve islevleri
(Constantinescu, Constantinescu, Reichmann, & Janetzky, 2007).

GENIN ADI LOKASYONU ISLEVI
TH (Tirozin hidroksilaz, L1055 Katekolaminlerin biyosentezinde
Tyrosine hydroxylase) PR hiz siirlayict enzim
DDC (Aromatik-L-aminoasid L-3,4-dihidroksifenilalanin’in
dekarboksilaz, Aromatic-L- 7pl12.1 (DOPA) dopamine
amino-acid decarboxylase) dekarboksilasyonunu katalize eder

DRD1 (Dopamin Reseptor 1, _
] 5035.2 Dopamin reseptorii
Dopamine Receptor 1)

DRD2 (Dopamin Reseptor 2, ‘
) 11923.2 Dopamin reseptorii
Dopamine Receptor 2)

Hayvan modellerinin yani sira saflastirilmis rekombinant proteinlerin, hiicre kiiltiiri
modellerinden elde edilen protein agregatlarinin, insan hastaligi lizatlarinin veya fare beyni
lizatlarinin intraserebral enjeksiyon calismalari da tohumlanmis ‘seeded’ modeler olarak
kullanilmaktadir. Boylece bu modeler transgenik ve bazi yabanil tip kemirgenlerin
beyinlerinde A, tau, o-siniiklein ve diger inkliizyon patolojilerini canladirmak i¢in
kullanilmaktadirlar (A. K. Walker ve ark., 2015; L. C. Walker, Diamond, Duff, & Hyman,
2013).

En yaygn in vivo modeller kemirgenler ve primatlardir. Bununla birlikte, bu modeller dogal
olarak pahalidir, tiirler aras1 degiskenlik ve ayrica hayvandan hayvana spesifik
norotoksinlere ve kullanilan ilaglara karsi duyarlilik gosterebilmektedirler (Bove, Prou,
Perier, & Przedborski, 2005). Genel olarak bakildiginda insan norodejeneratif hastaliklarinin

fare modellerinden elde edilen sonuglarla hedefe yonelik tedavilere doniistiiriilmesinde
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sinirl sayida basari elde edilmistir. Bugiine kadar, bir hayvan modelinde basar1 gosteren
terapotiklere dayanan Alzheimer hastaligi, ALS hstaligi, Frontotemporal Demans hastaligi
ve PH'daki klinik ¢alismalar biiyiik 6l¢ilide basarisiz olmustur. Bu basarisizlik 6zellikle altta
yatan patolojileri hedefleyen veya norodejeneratif degisiklikleri yavaslatmaya calisan
hastalig1 modifiye edici tedaviler igin gegerlidir (Dawson, Golde, & Lagier-Tourenne, 2018).
Ayrica hayvan modelleme ¢aligsmalar1 oldukca pahali pre-klinik caligmalardir. Bu agidan ele
alindiginda hiicre Kkiiltiiri modelleri en basit modeller olmalarina karsin, ndrobilim

calismalarindaki 6nemleri yadsinamaz (Kasap ve ark., 2017).
1.8. Norodejeneratif Hastaliklarda Kullanilan Hiicre Modelleri

Noronal hiicre fizyolojisini anlayabilmek i¢in hayvan modellerinin yan1 sira hiicre kiiltiirii
modellerinden de ciddi anlamda faydalanilmaktadir. Hiicre kiiltiirii modelleri ¢ogunlukla
molekiiler yolaklar arasindaki etkilesimlerin ¢alisilmasi amaci ile kullanilmaktadirlar.
Hiicresel modeller, hayvan modelleri ile mukayese edildiginde, daha kolay temin
edilebildikleri i¢in daha ¢ok tercih edilmektedirler. Ayrica, hiicresel modeller ile yapilan
calismalar maliyetleri diisiik calismalar olup bu calismalar i¢in etik onay da
gerekmemektedir. Asagidaki tabloda (Tablo 1.3) bazi norodejeneratif hastaliklar ve

kullanilan baz1 hiicre tipleri 6zet olarak verilmistir.

Tablo 1.3. Norodejeneratif hastaliklarin modelleme ¢aligmalarinda kullanilan hiicre tipleri.

Norodejeneratif Hastalik Kullamlan Hiicre Tipleri
e Oliimsiizlestirilmis sigan
feokromositoma (PC12)
e insan embryonik bobrek 293
hiicreleri (HEK293)
Alzheimer Hastalig1 e Oliimsiizlestirilmis insan

noroblastoma hiicre hatt1 (SH-
SY5Y)
e Primer kortikal ve hipokampal

kiltirler

12



Mikroglial hiicreler

Astrosit hiicreleri

Amyotrofik Lateral Skleroz Hastaligi

Fare noronal hibrid hiicre hatti1 (MN-
1)

Fare motor noron hibridoma hatti
(NSC-34)

Noroblastoma hiicreleri ile farelerin
omurilik hiicrelerinin fiizyonundan
tiiretilen hibridoma hiicre hatti

Farelerin primer omurilik hiicre

kiiltiirlerine ~ benzeyen  primer
kiiltiirler
Mikroglial hiicreler

Astrosit hiicreleri

Frontotemporal Demans Hastaligi

Genellikle Indiiklenmis pluripotent

Huntington Hastalig1

kok hiicreler (IPSCs)

PC12

IPSCs

Fare Neuro2A (N2A)

SH-SY5Y

ST14A hiicreleri

Fare-sican ~ ndroblastoma-glioma

hibrid hiicre hatt1 (NG108-15)
Oliimsiizlestirilmis sigan
hipokampal noronal hiicre hatt1
(HN33)

hastas1

Huntington transgenik

farelerden izole edilen primer

noronlar
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HeLa hiicreleri

Insan embryonik bébrek hiicre hatti
(HEK?293T)

Maymun bdbrek hiicre hatti (COS-
7)

Parkinson Hastalig1

SH-SY5Y

PC12

HEK293

Insan embriyonal tetrakarsinom
hiicre hatlar1 (NT2, hNT)

H4 insan noroglioma hiicre hatti
Oliimsiizlestirilmis ~ fare  hibrit

mezensefalik hiicreleri (MN9D)

Oliimsiizlestirilmis Sican
Embriyonal Mezensefalon
(CSM14.1)

Oliimsiizlestirilmis 8 haftalik insan
mezensefalonu (MESC2.10)
Oliimsiizlestirilmis Lund insan
Mezensefalik Hiicreleri (LUHMES;
MESC2.10 hiicrelerinin alt klonu)
Primer orta beyin kiiltiirleri
Embriyonik kok hiicreler

Noronal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler
IPSC’lerden tiiretilen dopaminerjik
noronlar

Mikroglial hiicreler

Astrosit hiicreleri
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Tablo 1.3’te de goriildiigli gibi norodejeneratif hastaliklarin in vitro modelleme
calismalarinda pek ¢ok farkl: tip hiicre hatlari kullanilmaktadir. Bu hiicre hatlarinin da kendi
iclerinde birbirlerine kars1 avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Oregin; PH icin in vitro
modelleme caligmalar1 ele alindiginda insan fibroblast hiicrelerinden yonlendirilmis olan
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden tiiretilen dopaminerjik néronlar ideal hiicre modeli
olarak goriinse de bu hiicrelerin eldesi maliyetlidir ve ¢ok emek ister. (Takahashi &
Yamanaka, 2006). Beynin orta kisminda bulunan dopaminerjik néronlardan primer hiicreleri
kiiltiire etmek oldukga zor, zaman alan ve maliyetli bir istir. Diger taraftan HEK293, Insan
embryonik bobrek 293 hiicreleri, hiicre hatti kolay transfekte edilebilmektedir ve alfa
siniiklein (a-SYN) ve diger PH ile alakali mutasyon ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir
(Tabrizi ve ark., 2000). Ancak bu hiicre hattinin dezavantaji ise ndronal kokenli hiicrelerden
olusmamasidir. Insan embriyonal tetrakarsinom hiicre hatlari (NT2, hNT) da in vitro
modelleme c¢aligmalarinda kullanilmalarina ragmen kisith seviyede noronal fenotip
gosterebilmektedirler (Podrygajlo, Song, Schlesinger, Krampfl, & Bicker, 2010). Bir baska
secenek olarak LUHMES oliimsiizlestirilmis hiicre hatt1 karsimiza ¢ikmaktadir ve bu
hiicrelerin pek c¢ok ag¢idan PH calismalart i¢in uygun oldugu bilinmektedir. LUHMES
hiicreleri glial hiicre hattidan tiliretilen norotrofik faktor (GDNF) ve cAMP ile
indiiklendiklerinde dopaminerjik noron benzeri hiicre tipine farklilagabilen hiicrelerdir
(Lotharius ve ark., 2005). Farklilagtirllan LUHMES hiicreleri noronal elektrik aktivitesi ve
dopamin salmimi gibi Ozellikler sergileyerek yiiksek ol¢tide dopaminerjik bir fenotip
olusturabilmektedirler. Bu nedenle dopamin ile iligkili hiicre 6lim mekanizmalarini
calismak i¢in kullanilmaktadirlar (Schildknecht ve ark., 2009). Yukaridaki avantajlara
ragmen bu hiicrelere gen transfekte etmekte yasanan zorluklar nedeni ile bu hiicrelerin
kullaniminda da smirlamalar yasanmaktadir. Ayrica Oliimsiizlestirilen hiicre hatlarinin
cabuk replike olmalar1 avantaj gibi goziikse de kronik bir model olusturmak icin elverisli
degildirler. Benzer sekilde primer hiicre hatlariyla da kronik hastalik modeli olusturmak
imkansizdir ¢iinkii primer hiicreler de pasaja maruz birakildiklarinda replikatif yaslanma
problemi ile kars1 karsiya kalirlar ve uzun siire kiiltiire edilemezler (Blander, de Oliveira,
Conboy, Haigis, & Guarente, 2003). Ayrica, insan primer noronlarinin izole edilmesi ve
kiltirde cogaltilmas1 oldukg¢a zordur. Primer hiicreler izole edilseler bile calisma

yapilmadan 6nce mutlaka karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amacla kullanilan GFAP
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ve Vimentin gibi proteinlerin ileri teknolojiler kullanilarak (Western Blotlama, qRT-PCR
ve akim sitometrisi) bu hiicre hatlarindaki diizeyleri tanimlanmalidir (Kimelberg, 2004).
Aksi takdirde karakterize edilmemis bir hiicre popiilasyonu ile ¢alismak durumunda
kalinacagi icin elde edilen verilerin yorumlanmasinda zorluklar yasanilacaktir. Tiim bu
bahsetmis oldugumuz hiicre hatlarimin yani sira literatiirde en sik kullanilan hiicre
hatlarindan biri olarak insan kokenli SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri karsimiza
cikmaktadir. Bu hiicreler 06zellikle PH’nin olusumunda rol oynayan molekiiler
mekanizmalarin agiga ¢ikartilmasinda oldukca faydali bir model hiicre tipi olmustur. SH-
SYS5Y hiicreleri de yukarida bahsedilen diger bazi hiicre tipleri gibi gerekli uyarici ajanlara
maruz birakilirsa noron benzeri hiicrelere doniisebilmektedirler. Bu hiicrelerin, 6zellikle,
post-mitotik olgun dopaminerjik néron benzeri hiicrelere farklilastirilabilme yetenekleri

calismalar i¢in tercih edilme sebeplerinden olmustur (Constantinescu ve ark., 2007).

Hiicresel modeller norodejeneratif hastaliklarin molekiiler mekanizmalarini incelemek igin
uygun ve bilgilendirici modellerdir. Bu nedenle de ilag tedavilerini gelistirebilmek i¢in bir
ara¢ olarak kullanilmaktadirlar. Bu tez kapsaminda yapilan deneylerde laboratuvarimizda

bulunan SH-SYS5Y noéroblastoma hiicre hatti model olarak kullanilmistir.
1.8.1. Insan Kokenli Noroblastoma Hiicre Hatti, SH-SY5Y

SH-SYS5Y hiicre hatti SK-N-SH parental noroblastoma hiicre hattindan kdken almistir. SK-
N-SH hiicreleri metastatik ndroblastoma hastast dort yasindaki kiz ¢ocugunun kemik
iliginden izole edilmistir. SK-N-SH hiicre hatt1 ii¢ farkli fenotipte hiicre icermektedir;
noronal (N-tip), Schwannian (S-tip) ve araci (I-tip) (Joshi, Guleria, Pan, DiPette, & Singh,
2006). SH-SY5Y hiicreleri daha ¢ok N-tip hiicrelerdir. SH-SYS5Y hiicreleri 47 kromozoma
sahip olmasina ragmen goreceli olarak stabil bir karyotipe sahiptirler (Xie, Hu, & Li, 2010).
SH-SYSY hiicre hatt1 tlimor kaynakli bir hiicre hatti1 oldugu igin siirekli bdliintirek farkl
deneyler icin yeterli miktarda ve kendi i¢inde biiylik varyasyonlar gdstermeyen hiicre
yogunluguna ulasabilmektedirler. SH-SY5Y hiicreleri orta derecede dopamin-B-hidroksilaz
aktivitesi; goz ardi edilebilecek derecede kolin asetil-transferaz, asetil-kolinesteraz ve
biitiril-kolinesteraz; bazal diizeyde ise nor-adrenalin salinimi ve tirozin hidroksilaz (TH)

aktivitesi gostermektedirler (Nagatsu, Levitt, & Udenfriend, 1964; Ross & Biedler, 1985).
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TH, katekolamin sentezinde hiz sinirlayici bir enzim olup tirozini dopamin 6nciilii olan L-
dopa’ya cevirmektedir (Sekil 1.3) (Levin, Levenberg, & Kaufman, 1960). L-dopa daha

sonrasinda dopamin-B-hidroksilaz enzimi araciliiyla nor-adrenaline doniistiiriilmektedir.

L-tyrosine
TH bee
L-Dopa i
1 AADC
Dopamine

Sekil 1.3. Dopaminerjik yolak (Kisaltmalar: AADC, Aromatik L-aminoasit dekarboksilaz;
AC, Adenilat siklaz; COMT, Katekol-O-metil-transferaz; DAT, Dopamin tasiyicisi; MAO-
B, Monoamin oksidaz B; TH, Tirozin hidroksilaz; VMAT-2, Vezikiiller monoamin
tastyicisi 2) (Cenci, 2014).

SH-SYS5Y hiicreleri dopamin ve nor-adrenalin sentezleyebilen yolaklara sahip olduklart igin
katekolaminerjik bir fenotip gostermektedirler. Ayrica, sadece merkezi sinir sistemindeki
dopaminerjik néronlarda eksprese olan dopamin transporter (DAT) ifadesi diisiik seviyede
de olsa bu hiicrelerde goriilmektedir. Tiim bu 6zelliklerine ragmen SH-SYSY hiicrelerini
dopaminerjik ndron benzeri hiicreler olarak siniflandirmak dogru degildir. Buna ragmen bu
hiicreler literatiirde en sik kullanilan PH hiicre modeli olarak dikkat ¢cekmektedirler (Kasap
ve ark., 2017). Bu hiicrelerde PH’nin patogenezinde etkili oldugu bilinen birgok gen ve yolak
bozulmamis durumdadir (Krishna ve ark., 2014). Dolayisiyla kismi katekolaminerjik
Ozelliklere sahip olan bu hiicre hattinin PH’da model olarak kullanildig1 ¢ok sayida ¢aligmay1

literatiirde bulmak miumkindir.

SH-SY5Y hiicrelerini hastalik modeli olarak kullanan bilim insanlarnn tarafindan bu

hiicrelerin gesitli kimyasal ajanlar yardimi ile néron benzeri hiicrelere farklilagtirilabilecegi
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anlagilmistir. Daha sonra, SH-SYSY hiicrelerinin néron benzeri hiicrelere farklilagtirilmis
hallerinin farklilagtirilmamis hallerine gore norodejeneratif hastaliklar i¢in daha iyi bir
model olup olmayacag: tartisilmistir. Bu amagla ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve SH-SY5Y
hiicrelerinin farklilagsmasini tetikleyen ajanlar bulunmustur. Bu ajanlardan bazilar1 ve
karakteristik 6zellikleri Tablo 1.4'te verilmistir. Yapilan ¢alismalarda SH-SYS5Y hiicrelerini
dopaminerjik ya da katekolaminerjik néronlara farklilastirmanin miimkiin oldugu
gosterilmistir. Dolayist ile kullanilan farklilagtirma ajanina gore istenilen hiicre tipini elde
etmek miimkiindiir. SH-SY5Y hiicreleri in vitro ortamda retinoik asit (RA), Beyin Kokenli
Norotrofik Faktor (BDNF) ya da folbiol ester (12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat, TPA)
gibi ajanlar aracilifiyla farklilasmaya tabi tutulduklarinda, ndéron benzeri bir fenotipin elde
edildigi gortlmistiir (Kovalevich & Langford, 2013; Pahlman, Ruusala, Abrahamsson,
Mattsson, & Esscher, 1984).

1.9. SH-SYS5Y Hiicre Hattinda Noronal Farkhlastirma Protokollerinde

Kullanilan Ajanlar

SH-SYS5Y hiicre hattinin noronal farklilastirmaya tabii tutularak norodejeneratif
hastaliklarin in vitro modelleme ¢alismalarinda kullanilmasi uzun yillardir arastirmacilarin
ilgi odag1 olmustur. Literatiirde ndroblastoma hiicrelerinin kiiltiirleriyle alakali oldukc¢a fazla
sayida yayinlamig makale bulunmaktadir. Bu calismalarda farklilastirilan ndroblastoma
hiicreleri de siklikla kullanilmistir. SH-SYSY hiicreleri birbirinden farkli noronal

farklilastirma ajanlari ile farklilastirma protokoliine tabii tutulabilmektedir (Tablo 1.4)

Tablo 1.4. Noronal farklilagtirma ajanlari

Farkhlastirma Ajam Tanim
Retinoik Asit, RA RA bir vitamin A metabolitidir. RA ajan1 néronal
farklilastirmay1 norotrofin reseptor genlerinin

transkripsiyonlarinin diizenlemesi ile Wnt sinyali yolag1 ve tip
I protein kinaz A (PKA)’y1 igeren yolaklar ile
indiikklemektedir (Xie ve ark.,, 2010). RA ile farklilagsan

hiicreler ~ genellikle  kolinerjik  bir  ndronal  fenotip
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sergilemektedirler (yiliksek kolin asetil transferaz, ChAT
ekspresyonu). RA, SH-SYSY hiicrelerinin ndrotoksinlere ve
noroprotektif ajanlara karsi duyarliligini  arttirmaktadir
Dolayisiyla RA ile farklilastinlan SH-SYS5Y hiicreleri
deneysel PH galismalarinda norotoksisite (6zellikle MPP™) ve
noroprotektivite calismak i¢cin ¢ok elverisli degildir
(Presgraves, Ahmed, Borwege, & Joyce, 2004). RA ayrica
dopaminerjik reseptorlerin  ekspresyonunu uyarmaktadir.
RA’ya maruz kalindik¢a hiicrelerde akson boyu uzamaktadir.
Ayrica, norospesifik enzimlerin (asetilkolinesteraz gibi),
norotransmitterlerin (dopamin gibi katekolaminler) sentezleri
artarken, hiicre iskeletinde degisiklikler (nérofilamentler) ile
normal noronlarda  gorildiigli gibi  elektrofizyolojik
modifikasyonlar gozlemlenmektedir (Melino, Thiele, Knight,
& Piacentini, 1997). RA ile farklilastirilan hiicreler, hiicre
dongiisiiniin Gl fazinda yakalanarak biiylime
durdurulmaktadir ve DNA sentezi inhibe edilmektedir. RA ile
muamele edilen hiicrelerde Tropomiyosin reseptoér kinaz B
(TrkB) ve B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) transkripsiyonlar1 aktif
hale gelmektedir (Jamsa, Hasslund, Cowburn, Backstrom, &
Vasange, 2004). Bu da hiicreleri BDNF’e kars1 duyarli hale
getirmektedir (Kaplan, Matsumoto, Lucarelli, & Thiele, 1993).
RA ve BDNF ile, sirastyla, ndronal farklilastirma protokoliine
tabii tutulan SH-SYS5Y hiicreleri yuvarlak morfolojilerinden
ziyade noron benzeri yapilar ve akson uzantilan
sergilemektedirler (Encinas ve ark., 2000). Ayrica, RA'nin
SH-SYS5Y hiicrelerini kismen proteazom inhibitdrlerine karsi

korudugu tespit edilmistir (B. Cheng ve ark., 2013).
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Tetradekanoilforbol asetat,
TPA (forbol-12-miristat-13-
asetat, PMA)

TPA, Protein kinaz C aracili yolaga (PKC) etki etmektedir.
TPA ile muamele edilen hiicrelerde ndrotransmitter sentezi
adrenerjiktir (Pahlman ve ark.,, 1984). RA’nin ardindan
TPA’ya maruz kalan hiicrelerde dopaminerjik noéronal bir
fenotip gozlenirken, norotoksinlere ve noroprotektif ajanlara
karst duyarliligin azaldigr goriilmektedir (Xie ve ark., 2010).
TPA ile muamele edilen SH-SY5Y hiicrelerinde, RA ile
muamele edilen hiicrelere kiyasla, nor-adrenalin seviyesi

oldukca fazladir.

Dibutiril siklik adenozin

monofosfat, dbcAMP

dbcAMP, cAMP’ye bagli PKA sinyal yolagimi etkileyerek
noronal farklilagtirmaya yardimer olmaktadir. dbcAMP,
adrenerjik fenotipe farklilastirmay1 saglayarak noradrenalin

iretimi ile TH ekspresyonunun artmasini saglamaktadir

(Kume ve ark., 2008).

Vanadat

Vanadat bir tirozin fosfataz inhibitoriidiir. Vanadat’in SH-
SYS5Y hiicrelerinde NGF gibi akson uzamasmi tetikledigi
saptanmistir (Rogers, Buensuceso, Montague, & Mahadevan,
1994). Vanadat maruziyeti ile birgok proteinde fosfotirozin
birikimi meydana gelmektedir. Bunun sonucu olarak da birgok
hiicre tipinde mitojenik ve farklilasma sinyalleri

etkilenmektedir (Gordon, 1991).

Storosporin

Storosporin secici olmayan protein kinaz inhibitoriidiir. SH-
SYSY hiicrelerinin noéronal farklilastirilmasinda kullanilan
giclii bir farklilastirma ajamidir. Storosporin ile muamele
edilen SH-SYSY hiicrelerinde katekolamin konsantrasyonu
artmaktadir. Storosporin olgun bir adrenerjik ndronal fenotipin
olusmasini indiiklerken TH ve DAT"n aktivitelerinin de arttig1
gozlemlenmektedir (Jalava, Heikkila, Lintunen, Akerman, &
Pahlman, 1992). Storosporin de TPA gibi Protein kinaz C
aracil1 yolaga (PKC) etki etmektedir. TPA bir PKC aktivatorii

iken, Storosporin giiclii bir PKC inhibitdriidiir ve ndronal
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farklilasma sirasinda farkli PKC izoformlart i¢in farkli roller

istlenmektedirler.  Storosporin, SH-SYS5Y hiicrelerinde
proliferasyon inhibisyonunda oldukga etkilidir (Filograna ve

ark., 2015).

Apoptoz iliskili Tirozin
Kinaz, AATYK

AATYK bir sitosolik kinazdir. Bilindigi iizere, IGF-I néronal
hayatta kalabilmede rol oynamaktadir. AATYK’nin da
Insiilin-benzeri biiyiime fakétiirii I (IGF-I) ve reseptorii (IGF-
IR) ile homolojisi bulunmaktadir. AATYK'nin da ilk kez
noronal farklilastirmay1 indiikledigi ve ayrica SH-SY5Y
hiicrelerinde diger ajanlar (RA ve TPA) tarafindan uyarilmis
farklilastirmay1 da tesvik ettigi gosterilmistir (Raghunath ve

ark., 2000).

Norotrofinler (NGF, BDNF,
Norotrofin 3 ve Norotrofin
4\5, temel fibroblast biiyiime
faktort (bFGF), instilin
benzeri biiytime faktori I
(IGF1), glial hiicre hattan
tiiretilen norotrofik faktor
(GDNF) ve siliyer norotrofik
faktor (CNTF) gibi)

Norotrofinler farkli tiirdeki ndronlarin in vivo ve in vitro
ortamlarda hayatta kalmalarini tesvik etmektedirler (Encinas
ve ark., 2000). Norotrofinler, tirozin kinaz reseptorlerine ve
ndrotrofin reseptdr p75 (NTR) baglanarak ve onlar1 aktive
ederek gorevlerini yapmaktadirlar (Kaplan & Miller, 2000).
RA ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinin besiyerine
BDNF eklendigi zaman, sirayla, fosfatidilinositol 3-kinaz
(P13-K) ve ekstraseliiler diizenlenmis kinaz (ERK) yolaklar1
aktive olarak hayatta kalma ve nuritogenezis tetiklenmektedir
(Encinas, Iglesias, Llecha, & Comella, 1999). In vitro ortamda
kiiltiir yapildiginda goriilmistiir ki; kullanilan nérotrofik
faktorlere bagl olarak noéronal hiicre tiplerinin hayatta kalma
cevaplart da degiskenlik gostermektedir. Bdylece hiicrenin
homeostaziyi saglamak normal altinda

i¢cin sartlar

gerceklestirdigi  ‘programlanmis hiicre Olimii’ konsepti,
norotrofik faktorlerin ortamdan c¢ekilmesi ile apoptozis
aracili@iyla gerceklestirilmektedir (Parrow, Nanberg, Heikkila,

Hammerling, & Pahlman, 1992).
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Kolesterol

Glia kokenli bir faktordiir. Sinaptik keseciklerin biogenezi i¢in
gereklidir. Kolesterol ve RA birlikte muamele edildiginde
akson uzamasinda ciddi bir artis ile dopaminerjik néronal bir
fenotip gozlemlenmektedir. Ayrica, RA ile birlikte muamele
edildiginde, sinaptik kesecikler agisindan oOnemli olan
Golgi’nin RA’e baglh fragmentasyonu kismen

engellenebilmektedir (Sarkanen ve ark., 2007).

Diger farklilagtirma ajanlart

e Guanosin ve Guanosin-5'-trifosfat da farklilasma
ajanlar1 olarak kullanilmaktadirlar. Her biri SH-SY5Y
hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin durmasini indiiklerken,
TH ve DAT seviyelerinde de giglii artist
tetiklemektedirler. Bu plrinlerle
dopaminerjik/adrenerjik  bir  fenotipin  olusmasi
uyarilmaktadir (Guarnieri ve ark., 2009).

e Diger bir segenek olarak; hipoksi de ndroblastoma
hiicreleride fenotipik degisikliklere neden
olabilmektedir. Hipoksik kosullar altinda néroblastoma
hiicreleri olgunlagmamis kok hiicrelere
benzemektedirler. Bu  farklilastirma  islemine,
digerlerinden farkli olarak, dediferansiyasyon adi
verilmektedir ve oldukc¢a karmasik bir olusumdur.
(Edsjo, Holmquist, & Pahlman, 2007).

o Ekstraseliiler matriks (ECM) de 3-D olarak hiicrelere
destek saglamaktadir. Igerigi dolayisiyla hiicreleri
noronal farklilasmaya tesvik ederek merkezi sinir
sisteminin gelismesini saglamaktadir (Hahn, Glass, &
Koke, 2000). Ayni1 ajanlar kullanilarak gergeklestirilen
farklilagtirma deneyinde, klasik kiiltiir tabaklarinda
biiyiitiilen hiicrelere oranla ECM’de biiyiitiilen
hiicrelerin daha gelismis noéron-benzeri  morfoloji

sergiledikleri gézlemlenmistir (Agholme, Lindstrom,
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Kagedal, Marcusson, & Hallbeck, 2010). Ayrica,
ECM, merkezi sinir sistemindeki glia ve oligodendrosit
gibi diger hiicrelerin de farklilasmasini tesvik
etmektedir (Innala ve ark., 2014).

e Norobazal besiyeri ve B-27 takviyesi de noron gelisimi
ve uzun siireli hayatta kalma agisindan Onem
tagsimaktadir (Shipley, Mangold, & Szpara, 2016).

e Son zamanlarda nanobiyoteknolojinin gelismesi ile de
noronal farklilasmay1r tesvik edebilecek nano
parcaciklar hazirlanmaktadir. Bunlara Ornek olarak
kiiresel glimiis nanoparcaciklari (AgNP)
verilebilmektedir. AgNP’ler; ROS’lar1, fosfatazlari ve
kinaz sinyal yollaklarim1 modiile ederek noronal

farklilasmay1 uyarmaktadirlar (Dayem ve ark., 2014).

SH-SYS5Y hiicrelerini ilk kez farklilagtiran arastirmacilar, farklilagtirmay: indiikleyebilmek
icin besi ortamina esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitleri eklemislerdir (Goldstein,
Burdman, & Journey, 1964). Ancak, bu farklilagtirma protokolii yeterli olmadigindan dolay1
bilim insanlar1 bu hiicreleri farklilastirabilmek i¢in farkli ajanlar denemislerdir. Bunlardan
ilki TPA'dir. TPA ile farklilagtirllan SH-SY5Y hiicrelerinde néron spesifik enolaz (NSE)
enzim aktivitesinin, noradrenalin ve adrenalin konsantrasyonlarinin arttig1 saptanmistir
(Pahlman, Odelstad, Larsson, Grotte, & Nilsson, 1981). Pdhlman ve ark. (1984) TPA’ya ek
olarak besiyerine RA de eklemis ve SH-SYS5Y hiicrelerini bu ajanlarin ortak etkisi ile
farklilagtirmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda RA ve TPA ajanlari ile hem tek tek hem de
beraber muamele edilen hiicrelerin olusturduklar1 fenoptiplerin birbirlerinden farkl
seyrettikleri gozlemlenmistir. SH-SYSY hiicreleri RA ile muamele edildiginde hiicre
biiylimesi inhibe olmakta ve noradrenalin iretim seviyesi artmaktadir (Encinas ve ark.,
2000). Bir baska farklilastirma ¢alismasinda SH-SY5Y hiicrelerini farklilastirmak i¢in TPA
ve db-cAMP kullanilmis ve db-cAMP tek basina uygulandiginda néronal farklilagtirmay1

baslatma kapasitesinin sinirli oldugu ancak TPA ile beraber uygulandiklarinda morfolojik

23




olarak farklilagsmanin gerceklestigi ve hiicre biiylimesinin inhibe oldugu goézlemlenmistir
(Ruusala ve ark., 1985). Bunun yani sira Perez-Polo ve ark. (1979) yaptiklar1 bir ¢alismada
Noron Biiyiime Faktorii (NGF) ile SH-SYS5Y hiicrelerini farklilastirdiklarin1 ve bu néronal
farklilasmanin NGF ortamdan ¢ekilse bile geri doniisiimsiiz oldugunu gostermislerdir
(Perez-Polo, Werbach-Perez, & Tiffany-Castiglioni, 1979). SH-SYS5Y hiicrelerinin, ayni
zamanda, biiylime faktorlerinin yoklugunda da biyiitiiliip farklilagtirilabilme gibi bir
avantaji da vardir (Nicolini ve ark., 1998). In vitro ve in vivo ortamlarda yapilan ¢alismalar
sonucunda NGF, BDNF, Norotrofin 3 ve Norotrofin 4\5 gibi norotrofik faktorlerin bazi
noron tiplerinin hayatta kalmasini pozitif yonde etkiledikleri belirlenmistir (Davies, 1994).
Bir diger noronal farklilagtirma ajani olarak Vanadat (protein fosfotaz inhibitorii) da
kullanilmaktadir. Vanadat’1 diger farklilagtirma ajanlarindan ayiran 6zellik bu maddenin
inorganik bir madde olmasi ve hiicre i¢i oksidasyon-rediiksiyon dengesini degistirmesidir
(Rogers ve ark., 1994). Storosporin de SH-SYSY hiicrelerini néronal olarak farklilastirmak
icin kullanilan gii¢lii bir ajandir. Yapilan bir ¢alismada RA, TPA ve Storosporin ajanlari
noronal farklilastirma protokolii agisindan karsilagtirilmis, elde edilen sonuglara gore
serumsuz ortamda Storosporin ile gergeklestirilen farklilastirmada hiicrelerin olgun néronal
fenotipe ulastiklari saptanmistir. Ayrica néronal fonksiyonu saptamak i¢in kullanilan voltaj-
kapili kalsiyum kanali hassasiyet 6l¢limiiniin de en yiiksek Storosporin ile muamele edilen
hiicrelerde oldugu gdzlemlenmistir (Prince & Oreland, 1997). Apoptoz Iliskili Tirozin Kinaz
(AATYK) bir aktif, reseptor olmayan, sitosolik kinazdir. 2000 yilinda yapilan bir caligmada,
AATYK'nin da ilk kez noronal farklilastirmay: indiikledigi ve ayrica SH-SY5Y
hiicrelerindeki diger ajanlar (RA ve TPA) tarafindan uyarilmis farklilastirmay1 da tesvik
ettigi gosterilmistir (Raghunath ve ark., 2000). Bir diger ¢caligmada ise glia kokenli bir faktor
olan kolesterol ve RA ile SH-SYS5Y hiicreleri noronal farklilagtirma prosediiriine tabii
tutularak ciddi anlamda akson uzamasi ve hiicreden hiicreye iletisim olusumu
gozlemlenmistir (Sarkanen ve ark., 2007). Bu olusum sinaptik keseciklerin kolesterolca

zengin membran yapilarindan meydana gelmesi ile de ortiismektedir.
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Y 10O RA ve

50 ngiml BDNF, 13
Billameyen, 19

10 pM RA ve

80 mM TPA. 15
Farkhlastirma, 159

Digerleri, 11

Sekil 1.4. SH-SYS5Y hiicre hattinin PH ¢alismalarinda farklilastirilarak ya da
farklilastirilmadan kullanildigi ¢alismalara iliskin dilim grafigi (Xicoy, Wieringa, &
Martens, 2017).

Goriildigu tizere pek ¢ok farkli ajan kullanilarak noronal farklilastirma protokolii
gerceklestirilebilmektedir (Sekil 1.4). Tim bu farklilagtirma protokollerinin detaylarina
literatiirden ulasilabilir olunmasina ragmen, SH-SYSY hiicreleri ile yapilan c¢aligmalarin
biiyiik ¢ogunlugunda (>%80) farklilastirilmamis hiicreler kullanilmistir (Xicoy ve ark.,
2017). Farklilastirma protokolleri arasinda en ¢ok tercih edilen yontem RA ile farklilagtirma
yontemidir. RA, konsantrasyon olarak 5 pM ile 100 uM arasinda, 1 ile 21 giin arasinda bir
siire boyunca ve bazi durumlarda ortamdaki serum konsantrasyonu kademeli olarak
azaltilarak uygulanmaktadir. RA ile farklilastirma yontemini ikinci sirada TPA ile
farklilagtirma yontemi takip etmektedir. Genellikle, 10 uM RA ile farklilagtirilan hiicreler
ardindan, 80 nM TPA ile muamele edilmektedir (Sekil 5). Ugiincii sirada ise 10 pM RA ile
siralt uygulama seklinde 10-100 ng/mL BDNF kullanim1 gelmektedir. Bunlarin yani sira,
yukarida bahsedilmis olan diger farklilagtirma ajanlar1 da birbirleriyle kombinasyon halinde

farklilastirma protokolleri icerisinde kullanilmaktadir.

Farklilastirma protokolii secilirken dikkat edilmesi gereken en 6nemli husus farklilagtirmay1
tetikleyecek dogru ajanin amaca uygun secilmesidir. Farklilagtirilan hiicrelerin ne tiir bir
fenotipe sahip olacagi ve ¢aligmanin sonucunu hangi yonde etkileyecegi iyi kavranmalidir.

Ozellikle farklhilastirilmis SH-SYS5Y hiicrelerinin hangi norodejeneratif hastalikta model
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olarak kullanilacagi mutlaka dikkate alimmmalidir. Ornegin, baz1 farklilastirma protokolleri
SH-SY5Y hiicrelerinin PH'da kullanilmak tizere farklilasmasini tetiklemektedir (Xie ve ark.,
2010). Cinkii PH'da kullanilacak hiicrelerin proliferasyonun durmasi, daha fazla
dopaminerjik noronal 6zellige sahip olmasi ve primer noronlar gibi norotoksinlere ve
noroprotektif ajanlara benzer duyarlilik gostermesi istenmektedir. Dolayisiyla hangi
farklilagtirma ajaninin segilecegi ¢alismanin en basinda planlanirken detaylica arastirma

yapilmalidir.
1.10. Noronal Markorler

SH-SYSY hiicrelerinin noronal olarak farklilagtirilmasinin bu hiicrelerin nérodejeneratif
hastaliklarin modellemesinde kullanilabilmesi agisindan gerekli oldugu yukaridaki
boliimlerde tartigilmistir. Cesitli farklilastirma ajanlar1 kullanilarak farkli fenotipte
noronlarin elde edildigi artik bilinmektedir. In vivo ortamda farklilasma esnasinda hiicresel
Ozellesme gerceklestigi i¢in pek ¢ok proteininin ekspresyonu regiilasyona ugramaktadir.
Dolayisiyla in vitro modelleme caligmalarinda bir sonraki adima gegilebilmesi i¢in elde
edilen ndronlarin ¢esitli néronal markdrler kullanilarak karakterize edilmesi gerekmektedir.
Istenilen noronal fenotipe uygun ndronal markorler segilerek farklilastirilan hiicreler ile
farklilastirilmayan hiicrelerin mukayese edilmesi sarttir. Tablo 1.5’te bazi néronal
farklilasma markdrleri verilmektedir. Bu tez c¢alismasinda daha c¢ok PH ile iliskili

dopaminerjik noron markorleri karakterizasyon amagh kullanilmistir.

Tablo 1.5. Bazi noronal farklilasma markorleri ve bu markorlerin hiicre igi gorevleri.

Noronal Farklilasma
Gorevleri Lokalizasyonlari
Markorleri

Nestin bir tip VI ara

_ filament proteinidir ve .
Nestin Sitoplazma
olgun hiicrelerde eksprese

olmaz.
Norojenik farklilagsma 1, NeuroD1, ‘heliks-halka-
Cekirdek
NeuroD1 heliks’ transkripsiyon
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faktoridiir ve noronal
olgunlagma ve norit
uzamasinda rol

oynamaktadir.

Noronal ¢ekirdekler, NeuN,
(RBFox3)

NeuN, bir noronal niikleer
proteindir ve olgun
noronlarda eksprese

olmaktadir.

Cekirdek

Dopamine Transporter,
DAT, (SLC6A3)

DAT, dopaminin hiicre zar1
boyunca taginmasinda rol
oynamaktadir ve yalnizca
dopaminerjik néronlarda

eksprese olmaktadir.

Hiicre zan

Tirozin Hidroksilaz, TH

TH, katekolaminerjik
yolakta hiz sinirlayict adimi
katalize etmektedir. Bu
durum TH’yi dopaminerjik

néron markorli yapmaktadir

Sitoplazma

Sinaptofizin, Sypl

Sypl, nérotransmitterleri
depolayan ve serbest
birakan sinaptik vezikiiller
i¢in kullanilan bir

markordr.

Hiicre Zan

Dopamin Reseptor D2,
DRD2

DRD2, katekolaminerjik

yolakta gorevlidir.

Hiicre Zan

Mikrotibiil ile iliskili
protein 2, MAP-2

MAP-2, bir néronal
sitoskeletal fosfoproteindir
ve ndronal polarite

markoriadir.

Sitoplazma
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Noron spesifik markor,

NSE

NSE, ¢ogunlukla néronal
sitoplazmada bulunan bir

glikolitik enzimdir.

Sitoplazma

Norogenin

Norogenin, bir
transkripsiyon faktoriidiir ve
sinir dokusunun olusumunu

induklemektedir.

Cekirdek

Niikleer reseptore bagl 1
protein, Nurrl, (NR4A2)

Nurrl, mezo-diensefalik
dopaminerjik (mdDA)
noronlarin farklilasmasi ve

siirdiiriilmesi i¢in onemlidir

Cekirdek

Tau

Tau, mikrotiibiil stabilitesini
arttirir ve noronal polarite

markoriadir.

Sitoplazma

Beta Tiibiilin III, BIII-

tiibiilin

BIII-tiibiilin, tiibiilinlerin
noronlara 6zel olan
grubudur ve noronal hiicre
farklilagsmasinin erken
evresi i¢cin markor olarak

kullanilmaktadir.

Sitoplazma

Laminin

Laminin, néronal hayatta
kalma, farklilagsma ve norit
biiyiimesinde rol

oynamaktadir

Bazal Membran

Biiyiimeye Bagli Protein
43, GAP-43,
(Neuromodulin)

GAP-43, bir presinaptik
fosfoproteindir ve néronal

gelisimde rol oynamaktadir.

Hiicre zan

Norofilamentler, NF

NF, noronlarin
sitoplazmasinda bulunan tip
IV ara filamentler olarak

siniflandirilmaktadirlar.

Sitoplazma
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Nestin bir tip VI ara filament proteinidir. Bu ara filament proteinleri ¢ogunlukla sinir
hiicrelerinde ifade edilerek aksonlarin radyal biiyiimesinde rol oynarlar (Michalczyk &
Ziman, 2005). Nestin esas olarak ndro epitel kok hiicrelerde (onciiler) eskprese edilmektedir.
Nestin olgun hiicrelerde eksprese olmaz ve terminal noronal hiicre farklilagmasi bu proteinin

ekspresyonunun azalmasi ile iligkilidir (Duggal & Hammond, 2002).

Norojenik farklilasma 1, NeuroD1, beyinin farkli boliimlerinde farkli diizeylerde ifade
edilen bir ‘sarmal-doéniis-sarmal’ transkripsiyon faktoriidiir. NeuroD1, noronal olgunlasma
ve norit uzamasinda rol oynamaktadir (Lai ve ark., 2020). NeuroD1 post mitotik hiicrelerde

eksprese olmaktadir (Lee ve ark., 1995). Ayrica ¢ekirdekte lokalize olmaktadir.

Noronal ¢ekirdekler, NeuN (RBFox3), proteini omurgalilar i¢in 6zgiin bir noronal niikleer
proteindir ve sinir dokusunda ifade edilmektedir. Yani, NeuN proteini olgun ndronlarda
eksprese olmaktadir (Gusel'nikova & Korzhevskiy, 2015). NeuN ayrica, adindan da

anlasilabildigi tizere, ¢cekirdekte lokalize olmaktadir.

Dopamine Transporter, DAT (SLC6A3), merkezi sinir sistemindeki dopamin homeostazini
korumaktadir. DAT sadece dopaminerjik néronlarda eksprese olmaktadir ve SNpC’da
ifadesi yiiksek seviyelerdedir (Storch, Ludolph, & Schwarz, 2004). DAT sinir
terminallerinin plazma membraninda bulunmaktadir Dolayisiyla, sinaptik dopamini
noronlara alarak dopaminin zar boyunca taginmasinda rol oynamaktadir (Chen & Reith,

2000).

Niikleer reseptore bagli 1 protein, Nurrl (NR4A2), cekirdek reseptor siiper ailesinde yer alan
bir ‘orphan’ reseptordiir. Ayrica orta beyin dopaminerjik noronlarinin spesifikasyonunda da
rol oynamaktadir (Sakurada, Ohshima-Sakurada, Palmer, & Gage, 1999). Nurrl ¢ekirdekte

lokalize olmaktadir.

Tirozin hidroksilaz, TH, dopamin ve diger katekolaminlerin sentezindeki hiz sinirlayici
adimi katalize etmektedir. Bu durum TH’y1 dopaminerjik ndéron markorii yapmaktadir
(Gates, Torres, White, Fricker-Gates, & Dunnett, 2006). Hiicreigi seviyede, TH, kiigiik ve
noktasal yapilarda bulunmaktadir (Hashemi, Li, Ahlman, & Dahlstrom, 2003).
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Sinaptofizin, Sypl, integral membran glikoproteindir. Norotransmitterleri depolayan ve
serbest birakan sinaptik vezikiiller i¢in kullanilan bir markordiir. Dolayisiyla varligi
noronlarin ve néroendokrin hiicrelerinin tipik salgi aktivitesini gostermektedir (Gaardsvoll,

Obendorf, Winkler, & Bock, 1988).

Dopamin Reseptér D2, DRD2, orta beyin, kaudat ve limbik sistemin néronlarinda eksprese

olmaktadir (Nestler & Aghajanian, 1997). Dopaminerjik yolak i¢in gereklidir.

Mikrotiibiil ile iligkili protein 2, MAP-2, bol miktarda bulunan bir ndronal sitoskeletal
fosfoproteindir. MAP-2 tiibiiline baglanmaktadir ve mikrotiibiilleri stabilize etmektedir.
MAP-2 ndronal morfolojinin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesi, hiicre iskeleti dinamigi ve
organeller arasi trafik i¢in gereklidir (Binder, Frankfurter, & Rebhun, 1985). MAP-2 bir

noronal polarite markoriidiir (Encinas ve ark., 2000).

Tau, cesitli hastaliklarla iligkili heterojen bir mikrotiibiil stabilize edici proteinler grubudur.
Normal bir beyinde Tau ndronlarin aksonlarinda lokalizedir (Wood, Mirra, Pollock, &
Binder, 1986). Tau da bir néronal polarite markdriidiir (Encinas ve ark., 2000).

Beta Tiibiilin III, BIII-tiibiilin, tiibiilinlerin ndéronlara 6zel olan bir grubudur. BIII-tiibiilin,

farklilagsma ve azalan proliferasyon markoriidiir (Katsetos, Legido, Perentes, & Mork, 2003).

Laminin, bazal membranin glikoprotein ana bilesenidir. Laminin; ndronal hayatta kalma,

farklilasma ve norit biiyiimesinde rol oynamaktadir (Timpl & Brown, 1994).

Norogenin bir transkripsiyon faktoriidiir. Norogenezi indiiklemektedir ve noral kok

hiicrelerin astrositlere farklilasmasini engellemektedir (Ma, Kintner, & Anderson, 1996).

Noron spesifik enolaz, NSE, ¢ogunlukla noronal sitoplazmada bulunan bir glikolitik
enzimdir. NSE, merkezi sinir sistemi noronlarmin genis spektrumunda norotrofik ve
noroprotektif ozelliklere sahiptir. NSE, kalsiyuma bagimli bir sekilde, kiiltiire edilmis
neokortikal noronlara baglanarak hayatta kalmalarimi tesvik etmektedir (Encinas ve ark.,
2000).
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Biiyiimeye Bagli Protein 43, GAP-43 (Neuromodulin), bir presinaptik fosfoproteindir. GAP-
43, norogelisim, plastisite ve yaralanma tepkisinde rol oynamaktadir. GAP-43, Protein kinaz
C (PKC) i¢in temel bir substrattir. Ayrica, kalmodulin ve GTP-baglayic1 proteinlerle

etkilesmesiyle birgok hiicre i¢i mesajlagsma sistemini etkilemektedir (Eastwood, 2004).

Norofilamentler (NF), ndronlarin sitoplazmasinda bulunan tip 1V ara filamentler olarak

siniflandirilmaktadirlar. Norofilamentlerin ifadeleri genellikle ndéronal markdr olarak

kullanilmaktadir (Chiu, Feng, Chan, Padin, & Federoff, 1995).

Gorildigii tizere pek c¢ok noéronal markér mevcuttur. Norodejeneratif hastaliklarin
modellemesi i¢in farklilagtirilarak ya da farklilastiriimadan kullanilacak olan hiicrelerin bu

markdrlerin gogunu miimkiin oldugunca eksprese ediyor olmalar1 beklenmektedir.

1.11. Farkhlastirilan SH-SYSY Hiicre Hatti ile Gerg¢eklestirilen Proteomik

Cahismalanr

Biyoteknoloji alaninda, gelisen teknoloji sayesinde, pek ¢ok hastalifin molekiiler
mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir. Bu baglamda ‘omiks’ ¢alismalari ile karmagsik

sistemleri biitlinciil bir bakis acistyla ele almak miimkiin olmaktadir.

Proteomik, proteinlerin hem yapisinin hem de islevinin ¢esitli yontemlerle incelenmesidir.
Baslangicta ‘genomik’in protein tamamlayicist olarak Onerilse de son zamanlarda
proteomun daha iglevsel bir 6nem tasidigi bilinmektedir (Blackstock & Weir, 1999; Tyers
& Mann, 2003). Proteomik, global bir bakis agisiyla proteinlerin arastirilmasini miimkiin
kilmaktadir. Bdylece yeni molekiiler mekanizmalar ve terapotik  stratejiler
belirlenebilmektedir. Ayrica, proteomik ¢alismalar1 fizyolojik ve/veya patolojik durumlari
bilinen ya da tahmin edilen genlerle iligskili yeni ve/veya hipotetik proteinlerle
bagdastirabilmektedirler ~ (Vercauteren, Arckens, & Quirion, 2007). Proteomik
arastirmalarindaki ilk basamak uygun bir modelin veya bir biyobelirte¢ kesif stratejisinin
belirlenmesidir. Ardindan, konuya uygun ornek segilerek protein oziitii elde edilir.
Proteinlerin ya da peptitlerin kiitle analizinden 6nce ayrima tabi tutulmalar1 gerekir. Bu
asamay1 kiitle spektrometresi takip eder. Son olarak, hipotez veri analizi degerlendirmesiyle

sonuglanir (Sekil 1.5). Proteomik ¢alismalari; genomik, transkriptomik, biyoinformatik ve
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biyoistatistik ile entegrasyon halinde modern molekiiler tip i¢in vazgegilmez bir arag haline

gelmistir (Ostrowski & Wyrwicz, 2009).

. .
Kiitle Spektrometresi
E——— |
Veri Analizi
Ayirma iyon Kaynag Kiitle Analizcisi Dedektéor Kiitle/Yiik Ve
g . . > kg Veri Bankasi
Taramasi
* SDS Jel * MALDI * Magnetic Sector Mass * SWISS PROT
*2D Jel (Matix Assisted Spectrometers * NCBInr
*HPLC Laser Desorption * Quadrupole Mass * COMET
* 1P Ionization) Spectrometers *MASCOT
*CEvs. *ESI * Time-of-Flight Mass * Sequest
Son iiriin: (Electrospray Analyzers (TOF) * UniPort
Protein Tonization) * Trapped-Ton Mass Analyzers: * TrEMBL vs.
Peptid * SELDI Quadrupole Ion Traps Fourier
(Surface- Transform Ion
Enhanced Laser Cyclootron Resonance (FTICR)
Desorption Orbitrap
Tonization) * Hybrid MS

Sekil 1.5. Kiitle spektrometresi ile protein analizi (Kisaltmalar: SDS; Sodyum Dedosil
Siilfat, 2D; Iki Boyutlu, HPLC; Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi, IP;
Immunopresipitasyon, CE; Kapiler Elektroforez, TOF; Ucus Zamani, MS; Kiitle
spektrometresi) (Kasap ve Akpinar, 2011).

Norodejeneratif hastaliklarin olusum mekanizmalarinin anlasilabilmesi, tant ve tedavide
kullanilabilecek aday molekiillerin kesfedilebilmesi i¢in proteomik yaklagimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle, norotoksisite ¢alismalar1 ile edilen deneysel hastalik
sendromlarindaki ve/veya hiicresel modellerdeki genetik modifikasyonlar sonucu olusan
proteom diizeylerindeki farkliliklar global olarak analiz edilmektedir. Farklilastirilan
noroblastoma hiicreleri, ozellikle SH-SY5Y hiicreleri, ile gerceklestirilen proteomik
caligmalarinin temeli 2007 yilina dayanmaktadir. SH-SYSY hiicreleri ile yapilan ¢aligmalar
norodejeneratif hastaliklarda, 6zellikle PH, norodejenerasyonla iliskili olabilecek farkl

proteinleri ve fonksiyonel kategorileri ortaya ¢ikartmistir.

Bir ¢alismada, SH-SY5Y hiicreleri kullanilarak rotenon kaynakli oksidatif stres ile PH
modeli olusturulmus ve bu hiicrelerden kapiller sivi kromatografisi tandem kiitle
spektrometrisi (LC/MS/MS) ile proteomik analizler yapilmistir (Bauereis, Haskins,
Lebaron, & Renthal, 2011). Bir baska calismada ise, 2-DE teknolojisinden yararlanilarak,

SH-SYS5Y hiicre hattinda bozulan dopamin hemostazisi ile DJ-1 izoformlar1 arasinda iliski
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olup olmadigi incelenmistir (Alberio, Colapinto, ve ark., 2010). Ayn1 grubun bir baska
calismasinda da bozulan dopamin homeostazisi modeli sergileyen SH-SYS5Y hiicrelerinde,
2-DE teknolojisinden yararlanilarak, yiiksek sitosolik dopamin yiiklemesi ve artmis o-
siniiklein ifadesi ile iliskili biyokimyasal farklilar saptanmistir (Alberio, Bossi, ve ark.,
2010). Dort farkli grup (a-siniiklein asirt ekprese eden/etmeyen hiicreler ve toksik
konsantrasyonda dopamine maruz birakilan/birakilmayan hiicreler) arasinda yapilan
karsilastirma sonucunda hiicre iskeleti yapis1 ve diizenlenmesi, mitokondriyal fonksiyon,
enerji metabolizmasi, protein sentezi ve ndronal plastisite gibi hiicreler olaylarla ilgili 23
farkli proteinde farklilar belirlenmistir. Norodejeneratif hastaliklarin mitokondri ile olan
iligki bilim insanlarin1 mitokondriyal proteom ¢alismalarina dogru yonlendirmistir. Yapilan
bir ¢alismada, SH-SYSY hiicreleri ve sican mitokondrisinde dopamin ve okside edilmis
formu olan ‘reaktif dopamin kuinon’ tarafindan kovalent olarak modifiye edilen spesifik
mitokondriyal proteinlerin proteomik analizi yapilmistir (Van Laar, Mishizen, Cascio, &
Hastings, 2009). Boylece ‘reaktif dopamin kuinon’un DJ-1"1 kovalent olarak modifiye ettigi
saptanmigtir. Bir diger ¢alismada ise SH-SY5Y hiicre modelinde mitokondriyal proteom ve
mitokondri ile yakindan iligkili proteinlerdeki ekspresyon farkliliklari, artmis yabanil tip ve
AS53T o-siniiklein seviyelerine istinaden, 2-DE teknolojisi ile belirlenmistir (Pennington,
Peng, Hung, Banks, & Robinson, 2010). Béylece a-siniiklein’in mitokondriyal fonksiyonun
diizenlenmesinde 6nemli bir etkisi oldugu saptanmistir. Bu ¢caligmalarin yan sira kullanilan
modeller ile potansiyel noroprotektif ajanlarin etkileri de arastirilabilmektedir. Proteomik
yaklasimlar global bir bakis agisina sahip olduklari i¢in yeni terapotik ajanlar tarafindan
modifiye edilen yolaklar hakkinda bize bilgi verebilmektedirler. Bu baglamda
gerceklestirilen c¢aligmalara Ornek olarak epigallokatesin 3-gallat (EGCC) ¢alismasi
gosterilebilmektedir. EGCC, bir demir selatoriidiir ve ndrodejeneratif hastaliklar i¢in aday
bir terapi ajani olarak gosterilmistir (Weinreb, Amit, & Youdim, 2008). SH-SY5Y hiicreleri
ile gerceklestirilen proteomik calismalari ile EGCC’nin mekanizmas1 hakkinda bilgi elde
edinilerek, EGCC’nin ndron kurtarma aktivitesinin altinda yatan ¢esitli molekiiler sinyal
yolaklar1 aydinlatilabilmistir. Literatiir taramasi yapildiginda ndronal olarak farklilastirilmis
olan SH-SYSY hiicreleriyle de proteom caligmalarinin yapildigi goéze carpmaktadir. Bu
dogrultuda gergeklestirilen biiyiik ¢apli ¢alismalardan birinde RA ve BDNF ile ndronal
olarak farklilastiritlan SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmistir. Gergeklestirilen ¢alismada
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farklilastirilmayan ve farklilagtirilan SH-SYSY hiicreleri iTRAQ (Goreli ve Mutlak Nicelik
icin Izobarik Etiket, Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation) tabanli LC-
MS/MS ve fosfopeptit zenginlestirme stratejileri kullanilarak mukayese edilmis ve
proteinlere ait farkli ekspresyon profilleri saptanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda; 366 tanesi
gorece bolluga sahip olan 5587 protein tanimlanmistir. Ayrica, farklilagtirilmis hiicrelerin
noronal gelisme ile ilgili proteinleri ifade ederken farklilasmamis hiicrelerin ise hiicre

proliferasyonunda yer alan proteinleri eksprese ettigi belirlenmistir (Murillo ve ark., 2017).

Sonu¢ olarak, SH-SYS5Y hiicreleri ile gerceklestirilen proteomik ¢aligmalarinin
norodejeneratif hastaliklar acisindan olduk¢a ©nemli oldugu anlasilmaktadir. Son
zamanlarda, noronal olarak farklilagtirllan  hiicrelerin -~ proteom  analizlerinin
gerceklestirilebilmesi sayesinde de noronal farklilasma mekanizmasinda rol oyanayan
proteinler saptanarak yeni terapdtik yaklasimlara 11k tutulmaktadir. Literatiirde var olan
calismalar detayli olarak incelendiginde SH-SYSY hiicrelerinin norojenik farklilagtirma
stirecinde PH ile iligkili protein ve gen seviyelerindeki degisikliklerin siire¢ boyunca nasil
degistiginin arastirilmadigr goriilmektedir. Bu tip bir bilginin agiga ¢ikartilmasi, SH-SY5Y
hiicre modelinin nérodejeneratif hastaliklar i¢in ne derece dogru bir model olup olmadiginin

anlasilmasina da yardimci olacaktir.
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2. AMAC

Norobilimle ugrasan bilim insanlarmin yasadigi en biiyiik zorluklardan birisi ¢alismak
istedikleri insan beyin dokusuna islevsel halde iken ulasamamalaridir. Bu nedenle insan
beynini veya hiicrelerini taklit edebilecek deneysel modellere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
modeller arasinda hayvan modelleri ve hiicre modelleri bast ¢ekmektedirler. Hiicre
kiltiiriinde biiytitiilen hiicreler en basit modeller olmalarina karsin hiicresel molekiiler
yolaklar arasindaki iligkilerin ortaya c¢ikartilmasi ve nodronal hiicre fizyolojisi hakkinda
bilgiler edinilmesi acisindan olduk¢a degerlidirler (Kasap vd., 2017). Ayrica hiicre
kiiltirinde yapilan deneylerin kontrollii olarak tekrar edilebilir olmas: ve elde edilen
verilerin yorumlanmasinin da goreceli olarak daha kolay olmasi bu model sistemlerini
onemli kilmaktadir. Bu agidan primer hiicre ve kok hiicre kiiltiirleri ile yapilan calismalar
dogrudan ilgili organizmalardan elde edildikleri i¢in 6nemlidirler. Ancak bu hiicrelerin elde
edilmelerindeki ve karakterizasyonlarindaki zorluklarin yaninda monoklonal bir
populasyondan gelmemeleri model olarak kullanimlarinmi kisitlamaktadir. Buna karsin,
kolay tiretilebilen ve ayni genetik altyapiya sahip monoklonal 6zellikler tagiyan kanserlesmis
hiicre modelleri ¢ok daha kullanislidirlar. Bu hiicreler arasinda, bu tez projesinin de konusu

ve hiicre modeli olan, SH-SYSY hiicreleri bir¢ok laboratuvar tarafindan kullanilmaktadir.

SH-SYS5Y hiicreleri 4 yasindaki bir kiz cocugunun kemik iligi dokusuna sigramis SK-N-SH
hiicrelerinden elde edilen bir alt klondur. Bu hiicrelerin en onemli 6zellikleri olgunlasmis
noron benzeri hiicre tiplerine farklilasabilme potansiyellerinin olmasidir. Hatta kullanilan
farklilagtirma ajanlarina gore adrenerjik, kolinerjik veya dopaminerjik noéronlara dahi
doniisebilmektedirler. Bu ve benzer 6zelliklerinden dolayr SH-SYSY hiicreleri nérobilim

caligmalarinin en sik tercih edilen hiicreleri olmuslardir.

Yapilan arastirmalarda bu hiicrelerin farklilasmis ve farklilasmamis halleri arasinda 6nemli
farkliliklar bulunmustur. Ornegin; farklilasmamis SH-SYSY hiicreleri hizla ¢ogalan ve
morfolojik olarak polarize olmayan, hiicre kiimeleri olusturan, olgunlasmamis ndron
markorleri ifade edebilen hiicreler iken, farklilasmis SH-SYS5Y hiicreleri ¢ogalma
kapasiteleri diisiik, polarize olan ve olgun noronlarda bulunan markérleri ifade eden (GAP-

43, NeuN, SYN, SV-2 ve NSE gibi) hiicrelerdir. Bu hiicreler ayrica, olgun dopaminerjik
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noronlardaki gibi, noronal farklilasma sonrasinda ATP ve plazma membran aktivite

seviyelerinde artis ile mitokondriyal zar potansiyelinde azalis sergilemektedirler.

Maalesef, SH-SY5Y hiicrelerinin PH modeli olarak kullanildigi ¢alismalarin ¢ogunda bu
hiicreler farklilastirilmadan dogrudan kullanilmistirlar. Laboratuvarimizda da daha once
yapilan ¢aligmalarda bu hiicreler farklilagtirilmadan PH modeli olarak kullanilmistir. Oysaki
PH’da bozulan dopaminerjik noronlarin 6zellikle artan enerji stresine karsi gostermis
olduklar1 duyarlilik diisiiniilecek olunursa, farklilagtirilarak kullanilacak olan SH-SY5Y
hiicrelerinin PH ¢aligmalarina uygunlugu bir kez daha anlasilmis olacaktir. Farklilagsmamis
hiicrelerin norojenik ¢aligmalarda kullanilmasinin en temel nedenlerinden birisi; basit bir
besiyerinde dahi kolaylikla ¢ogalabilmeleridir. Bunun yaninda, SH-SYS5Y hiicreleri ile
yapilan ¢ok sayida ¢alismanin olmasi elde edilen verilerin karsilastirmali analizine imkan
tanimaktadir. SH-SYSY hiicrelerine ait hem genomik hem de proteomik seviyede yeterli
miktarda detayi literatiirde bulmak miimkiindiir. Norojenik farklilastirmaya tabi tutulmus
SH-SYS5Y hiicrelerinde, farklilastirilmamais hiicrelere oranla (1) oksidatif strese cevap veren
gen ekspresyon seviyelerinde azalma (2) hiicre zar aktivitesinde artis (3) ATP seviyelerinde
yiikselis ve (4) mitokondriyal zar potansiyelinde diisiis gézlemlenmistir. Tiim bu farkliliklar
g6z Oniine alindiginda farklilagtirmanin oksidatif strese direngli bir hiicre tipini oksidatif
strese direngsiz ve asirt enerji ihtiyact olan ndron benzeri bir hiicre tipine g¢evirdigi

sOylenebilir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda farklilagsma siireci biyokimyasal diizeyde karakterize
edilmistir. Ozellikle hiicre morfolojisindeki degisimler ile mitokondriyal ve hiicre zar
potansiyellerindeki degisimler incelenmistir. Ancak bu c¢alismalarda farklilagma stireci
boyunca gen ve protein ifade seviyelerindeki degisimler belirlenmemis ve bu nedenle de

siirece ait global bir bilgi edinilememistir.
Kisaca ifade etmek gerekirse bu tez projesinin amact:

(1) Noronal farklilastirmaya tabi tutulmus SH-SYSY hiicrelerinde SNCA, PARK?2, DJ-1,
PINK-1 ve LRRK2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisikliklere hem mRNA hem de
protein diizeyinde bakmak ve (2) protein diizeyinde meydana gelen degisimleri daha genis

bir oOlcekte gorebilmek icin proteom analizleri yapmaktir. Bdylece farklilasmis ve
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farklilagsmamis SH-SY5Y hiicrelerinden hangisinin PH modeli olarak daha kullanisli olacagi
hem mRNA hem de protein seviyesinde ortaya konularak literatiire kazandirilmasi

hedeflenmistir.
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3. YONTEM

Noronal olarak farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerinde, SNCA, PARK2, DJ-1, PINK-1 ve

LRRK?2 genlerinin ifade seviyelerindeki degisikliklere hem mRNA hem de protein

diizeyinde bakmak ve protein diizeyinde meydana gelen degisimleri daha genis bir dlgekte

gorebilmek igin olusturmus oldugumuzu akis semasi asagida verilmistir (Sekil 3.1).

Farkhilasmanin
immunofloresan yéntemi
kullanilarak farkli nérojenik
markor ifade seviyelerine
bakilarak karakterize

SH-SY5Y
hiicrelerinin
kiiltiire
edilmesi

SH-SYSY hiicrelerinin norojenik

farklilasmaya tabi tutulmasi

Farklilasma siirecindeki
hiicrelerden mRNA izolasyonu
ve ¢cDNA sentezi

Farklilagma siirecindeki

hiicrelerden protein &ziitlerinin

hazirlanmasi

y

edilmesi

Real-time PCR kullanilarak
SNCA. PARK2. DJ-1.
PINK-1 ve LRRK2 gen
seviylerindeki degisimlerin
incelenmesi

¥

degisimlerin incelenmesi

‘ protein seviyelerindeki

‘ Western Blotlama yontemi
kullanilarak SNCA, PARK2.
DJ-1, PINK-1 ve LRRK2

2-D jel elektroforez yontemi
kullanilarak nérojenik
farklilagma siirecinin global
proteom diizeyinde takip
edilmesi

nHPLC-LC-MS/MS analiz
yontemi kullanilarak
norojenik farklilasma
siirecinin global proteom
diizeyinde takip edilmesi

Farklilagma siirecinde
seviyelerinde
regiilasyon goriilen
proteinlerin
MALDI-TOF/TOF
analizi yapilarak
belirlenmesi

.| Biyoinformatik
analizler

Sekil 3.1. Projede gerceklestirilen deneylere ait yontemsel akis semasi.

3.1. Noroblastoma Hiicrelerinin (SH-SYSY) Kiiltiire Edilmesi ve Dopaminerjik

Noronlara Farkhilastirilmasi

SH-SYSY hiicrelerini kiiltiire ederken ve farklilastirirken kullanilan kimyasal ajanlar

asagidaki tabloda verilmektedir (Tablo 3.1).

38




Tablo 3.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasal ajanlar.

Kimyasallar

Katalog Numarasi (Katalog No.)

DMEM Earle's

Biochrome, UK, Katalog No: FG 1445

DMEM (w\o sodyum piruvat)

Multicell, Katalog No: 319-015-CL

Norobazal Besiyeri

Life Technologies, Katalog No: 21103-
049

FBS

Capricorn Scientific FBS-11B

Penisilin/Streptomisin

Biochrome, Katalog No: A 2212

L-Glutamin

Biochrome, Katalog No: K 0282

Tripsin/ EDTA

GIBCO, Invitrogen, Katalog No: 25200-
072

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Applichem, Katalog No: A1584

Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Biochorome, Katalog No: L 1825

Ekstraseliiler Matriks (ECM)

Sigma-Aldrich, Katalog No: E0282

Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BDNF)

Cell Signaling Technology, Katalog No:
3897

All-trans-retinoik asit (RA)

Enzo-East Farmingdale, Katalog No:
BML-GR100

B-27

ThermoFisher Scientific, Katalog No:
17504-044

Glutamaxl

Life Technologies, Katalog No: 35050-
061

Dibitiril siklik adenozin monofosfat

(dbcAMP)

Sigma-Aldrich, Katalog No: D0627

3.1.1.

SH-SYSY Hiicrelerinin Coziilmesi ve Kiiltiire Edilmesi

SH-SYSY hiicreleri laboratuvarimizda rutin olarak kullanmakta oldugumuz hiicrelerdir. Bu

nedenle bu hiicrelerden stoklar halinde sivi azot tanklarimizda bulunmaktadir. SH-SY5Y
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kiiltiirlerini baslatabilmek i¢in azot tanklarindan aldigimiz hiicreler 37 oC’de bir su banyosu
icerisinde hizli bir sekilde ¢oziildiikten sonra 15 ml’lik bir falkon tiipte bulunan FBS’ce
zengin (%?20) besi ortami lizerine eklendi (EMEM) ve ardindan 4000 x g’de santrifuj
edilerek coktiiriildii. Coken hiicreler iizerine taze besi yeri ilave edilerek (EMEM, %10 1s1
ile inaktif hale getirilmis FBS, 1X Penisilin/Streptomisin, 2 mM Glutamin) hiicreler
stispanse edildi ve tiiplerden T-25 hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi. 37 oC ve %5’lik CO2’li
ortamda ¢ogalmaya birakilan hiicrelerin 3-5 giin igerisinde kendilerini toparlamalar1 ve

pasajlanmaya hazir hale gelmeleri beklenildi.
3.1.2.  SH-SYS5Y Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicreler %70-80 doluluk oranina (confluency) ulastiklart zaman pasajlandi. Hiicreleri
pasajlayabilmek i¢in besiyeri bosaltilip, hiicreler 10 ml 1X PBS (Phosphate Buffered Saline)
ile yikandi. Ardindan, PBS ortamdan uzaklastirilarak 2.5 ml %0.25 Tripsin/EDTA (1X)
ortama eklendi. 2-3 dakika Tripsin muamelesinin ardindan 10 ml Temel Biiyiitme Besiyeri
(EMEM, %15 1s1 ile inaktif hale getirilmis FBS, 1X Penisilin/Streptomisin, 2 mM Glutamin)
ortama eklendi. Daha sonra hiicreler 15 ml’lik tiiplerde toplanarak 2 dakika boyunca 1000 x
g’de santrifilyj edildi. Son olarak, {ist sivi kismi bosaltilmig olan hiicreler Temel Biiyiitme

Besiyeri ile karistirilarak, 1:3-1:5 dillisyon oranlari ile yeni T-75 kiiltiir kaplarina ekildi.
3.1.3. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Dondurulmasi

Hiicreler Temel Biiyiitme Besiyeri ve Dimetil siilfoksit (DMSO) icerisinde donduruldular.
PBS ile yikanan hiicrelere 2.5 ml %0.25 Tripsin/EDTA eklendi ve 2-3 dakika boyunca
37°C’de etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda ortama 10 ml PBS eklenerek kiiltiir
tabaklarindan ayristirtlan hiicreler steril 15 ml’lik tiiplere alind1 ve +4°C’de 1000 x g’de 10
dakika boyunca santrifuj edildi. Ust kism1 dékiilen hiicrelere 100 pl DMEM eklenerek
c¢oziildiikten sonra 1 ml ‘Dondurma Besiyeri’ eklendi. Ardindan kriyo tiiplerine alinmis olan
hiicreler ‘Mr. Frosty’ kabi igerisinde bir gece boyunca -80 °C’de bekletilerek sivi azot

tankina muhafaza edilmek tizere aktarildi.
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3.1.4. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Norojenik Farklilasma Islemine Tabi Tutulmasi

SH-SYS5Y hiicreleri, ilk olarak, Shipley, Mangold ve Szpara (2017) makalesinde

tanimlandig1 gibi néronal farklilasmaya tabi tutuldu. Ancak cesitli kisitlamalar dolayisi ile

farklilastirma protokolii revize edilmiye ¢alisildi (bu konunun detaylari ‘Bulgular’ kisminda

yer almaktadir, Bkz. 4.1). Encinas ve ark. (2000), Kovalevich ve ark. (2013), Shipley ve ark.

(2017) ve Forster, Koglsberger, Trefois, Boyd, Baumuratov, Buck, Balling ve Antony (2016)

makalelerinden gelistirilen yeni ve laboratuvarimiza ait bir farklilagtirma protokolii ile SH-

SYSY hiicreleri farklilasmaya tabi tutuldu. Farklilasma siirecinin 9 giin olarak belirlendigi

protokole ait kullanilan besiyerlerinin igerikleri (Tablo 3.2) ve asamalarin detaylar1 asagida

verilmektedir.

Tablo 3.2. Farklilagsma siirecinde kullanilan besiyerlerinin igerikleri.

BESIYERI

HACIM (5 ml)

Temel Biiyiime Besiyeri

4.75 ml, yiiksek glukoz igerikli
Sodyum Piruvatsiz DMEM

250 ul, %5 hiFBS (1s1 ile inaktive
edilmis)

100 pl, 1X Pen/Str.

100 pl, 2 mM Glutamin (eger
DMEM L-Glutamin igermiyorsa)

Farkhilasma Besiyeri #1

4.8 ml, yiksek glukoz icerikli
Sodyum Piruvatsiz DMEM

125 pl, %2.5 hiFBS (1s1 ile inaktive
edilmis)

50 pl, 1X Pen/Str.

10 pl, 10 uM RA (Retinoik Asit)
50 pl, 2 mM Glutamin (eger DMEM

L-Glutamin igermiyorsa)
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e 49 ml, yiksek glukoz igerikli
Sodyum Piruvatsiz DMEM

e 50 pl, %1 hiFBS (1s1 ile inaktive
edilmis)

e 50 pl, 1X Pen/Str.

e 10 pul, 10 uM RA (Retinoik Asit)

e 50 ul, 2 mM Glutamin (eger DMEM

Farkhlasma Besiyeri #2

L-Glutamin icermiyorsa)

e 4.7 ml, Norobazal Besiyeri
e 100 pul, 1X B-27

e 100 ul, 20 mM KCI
Farklilasma Besiyeri #3 (w/o RA) e 50 pl, 1X Pen/Str.

e 50 ul, 2 mM Glutamaxl

e 2.5 ul, 50 ng/ml BDNF

e 10 ul, 2 MM db-cAMP

0. Giin: SH-SYSY hiicreleri yaklasik %80 doluluk oranina erisinceye kadar biiyiitiildii. T-75
kiiltiir kaplarindaki hiicreleri pasajlamak icin yaklagik olarak 2.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA
(1X) kullanildi. Ardindan, hiicreler 2-3 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edildi. 10 ml Temel
Biiyltime Besiyeri tripsini inhibe etmek icin petrilere eklenerek siispanse edildi ve hiicreler 2
dakika boyunca 1000xg'de santrifiij edildi. Son olarak, pelletteki hiicreler 35 mm? petrilere
ekildi.

1. Giin: Farklilasma Besiyeri #1 kullanilarak dikkatlice hiicrelerin besiyeri degistirildi. Bu
asamada PBS kullanilmadi.

2. Giin: Noronal farklilagma i¢in beklenildi ve bagka bir islem yapilmadi.

3. Giin: Farklilasma Besiyeri #2 kullanilarak dikkatlice hiicrelerin besiyeri degistirildi. Bu
asamada PBS kullanilmadi.
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4. Glin: ECM kapli petriler hazirlandu.

5. Giin: Ilk olarak eski besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Bu asamada PBS kullanilmadi. 35

mm2 petriler i¢in yaklasik olarak 200 pl %0.05 Tripsin-EDTA (1X) kullanilarak hiicreler
pasajlanmak {izere kaldirildi. Ardindan, hiicreler 2-3 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi. 2 ml Farklilagma Besiyeri #2 kullanilarak tripsin inaktive edildi ve besiyeri
kalan noronal hiicreleri petriden toplamak i¢in kullanildi. Her bir petrideki besiyeri ve hiicre
stispansiyonlar1 50 ml'lik tiiplerde topland1 ve 10 ml'lik plastik pipet yardimi ile yavasca (bes

defay1 gegmeyecek sekilde) karistirildi. Bu asamada santrifiij kullanilmadi. Daha sonra, 2

2
ml hiicre siispansiyonlart ECM kapli 35 mm petrilere ekildi ve petriler inkiibatore kaldirildi.

6. Giin: Hiicrelerin ECM kapl1 kiiltiir kaplarina tutunmasi i¢in beklenildi ve bagka bir islem
yapilmadi.

7. Glin: Farklilagma Besiyeri #3 (Retinoik Asitsiz) kullanilarak dikkatlice hiicrelerin besiyeri
degistirildi. Bu asamada PBS kullanilmadi.

8. Giin: Noronal farklilasma i¢in beklenildi ve baska bir islem yapilmadi.

9. Giin: Farklilagsma protokolii sonucu ndronal kiiltiiriin hazir oldugundan emin olduktan

sonra hiicreler ¢alisilmak tizere hazirlandi.

3.2. Noroblastoma Hiicrelerinin (SH-SY5Y) Kiiltiire Edilmesi ve Dopaminerjik

Noronlara Farkhlastirilmasi

Norojenik farklilastirma siirecinin saglikli olarak takip edilebilmesi i¢in Tablo 3.3’te listesi
verilen markorler ile floresan boyamalar yapildi. Bu amacla farklilagtirmanin yapildig:
kiiltiir tabaklarina ‘cover slip’ ad1 verilen yuvarlak steril cam lameller konuldu. Hiicreler
cogalma ve farklilagma sirasinda bu cover slipler iizerinde de biiylyiip farklilasacagi i¢in
farklilasma siireci asagidaki floresan isaretleme protokolii kullanilarak Sekil 3.2.°de

gosterildigi ve agagida tarif edildigi gibi gergeklestirildi.
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Sekil 3.2. IF boyama protokoliine ait akis semasi.

[k olarak cover slipler iizerinde ¢ogalan hiicreler 20 dakika boyunca %3’liik
formaldehit ile fiske edildi.

Fiksasyonu takiben ii¢ kez PBS ile yikanan hiicreler, olusan radikal oksijen tiirlerinin
baskilanmasi i¢in 50 mM amonyum kloriir ¢6zeltisinde 5 dakika bekletildi, ardindan
PBS ile yikandi.

Bir sonraki asamada, fiske olmus hiicrelerin hiicre zarindan antikor girisi
gerceklesebilmesi i¢in hiicreler %0.5°1ik Triton X-100 ¢ozeltisinde 2 dakika siire ile
bekletildi ve PBS ile yikanarak Triton X-100 ¢ozeltisinin uzaklastirilmasi saglandi.
Ardindan, hiicreler arastirilmak istenen norojenik markore ait primer antikorla 45
dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler PBS ile 3 kere yikandi.
Daha sonra, hiicreler floresan boya ile isaretlenmis olan ilgili sekonder antikorla 1
saat boyunca karanlikta inkiibe edildi. Siire bitiminde hiicreler PBS ile yikandi.
Cekirdek boyamasi amaci ile hiicreler 10 dakika boyunca DAPI (4°,6-diamidino-2-
fenilindol) ile boyandi.

Son olarak, dnce PBS ardindan saf su ile yikanan hiicreler Mowiol araclig: ile
mikroskop lamina yapistirildi.

Uygun filtereler kullanilarak Olympus CKX41 mikroskobu ile ¢ekilen resimler

sayesinde norojenik markorlerin ifade edilip edimedikleri belirlendi.
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Tablo 3.3. Norojenik farklilagmayi takip etmek i¢in kullanilan markérlere ait primer ve
sekonder antikor bilgileri.

Kullanmilacak Olan Norojenik Markorlere

] ) Katalog Numarasi (Katalog No.)
Ait Antikorlar

Nestin (Primer Antikor) Novus Biologicals, NB300-266
NeuroD1 (Primer Antikor) Novus Biologicals, HO0004760-M01
NeuN (Primer Antikor) Novus Biologicals, NBP1-92693
Nurrl (Primer Antikor) ThermoFisher Scientific, #MA1-195

Novus Biologicals, NB300-109 ve

TH (Primer Antikor
( ) ThermoFisher Scientific, #701949

Texas Red Anti Mouse (Sekonder Antikor) Thermo Scientific, T-6390

Texas Red Anti Rabbit (Sekonder Antikor) Thermo Scientific, T-6391

3.3. Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden mRNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve
Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR Deneylerinin Yapilmasi

3.3.1. Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden mRNA izolasyonu ve cDNA
Sentezi

SH-SYS5Y insan kokenli noroblastoma hiicre hattindan farklilasma siireci boyunca RNeasy
Mini Kit (50), (Qiagen, ABD) kullanilarak 0., 3., 6., ve 9. giinlerde alinan 6rnekler ile RNA
izolasyonu yapildi. RNA izolatlarinin kalitesi %1 formaldehit agaroz jel dokiilerek 28S ve
18S bantlari ile elde edilen RNA’larin kalitesi kontrol edildi. Daha sonra ise RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 0., 3., 6., ve 9. giinlere

ait cDNA sentez reaksiyonlari1 kuruldu.
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3.3.2. gRT-PCR Yontemi Kullanilarak Nestin, Neun, NeuroD1, Nurrl, TH,
DDC, DRD1, DRD2, PARK2, PINK1, DJ-1, VPS35 ve Aktin Gen

Seviyelerindeki Degisimlerin Incelenmesi

gRT-PCR deneyleri SYBR™ Green PCR Master Mix, (ThermoFisher Scientific, ABD)
kullanilarak Roche Light Cycler 480 Sistemi (Roche, ABD) ile gerceklestirildi. SYBR™
Green PCR Master Mix kitinin igerisinde kullanima hazir bir ‘master mix’ karigimi
bulunmaktadir. Bu karisimin igerisinde bulunan floresan SYBR green I boyasi hedef genlere
ait cDNA‘larin goreceli kantitasyonunun saglikli bir sekilde yapilmasina yardimei
olmaktadir. Karigim igerisinde dengeli bir sekilde bulunan K* ve NH4" iyonlari non-spesifik
'annealing' olaylarini minimize ederek yiiksek duyarlilikta sonuglarin elde edilmesine olanak
saglamaktadir. Bu kit laboratuvarimizda rutin olarak kullanilmaktadir. Elde edilen sonuglar
‘REST’ (Rest, gene quantification) ad1 verilen gen kantifikasyon programi yardimi ile analiz
edilmistir. qRT-PCR deneylerinde kullanmis oldugumuz primer ¢iftleri Tablo 3.4’te verilen

optimize primer ciftleri olup Qiagen SABiosciences firmasindan temin edilmislerdir.

Tablo 3.4. gRT-PCR deneylerinde kullanilan primer g¢iftleri.

Genin Ad1 Qiagen SABiosciences RT> PCR™ Primerleri

Refseq No.: NM_000360

TH Katalog No. ve Adi: PPH02062E-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
TH (200 reaksiyon i¢in)

Refseq No.: NM_000790

DDC Katalog No. ve Adi: PPH19374B-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
DDC (200 reaksiyon i¢in)

Refseq No.: NM_004562

PARK2 Katalog No. ve Adi: PPH05959C-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
PARK?2 (200 reaksiyon i¢in)
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DJ-1

Refseq No.: NM_007262

Katalog No. ve Adi: PPH19854F-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
PARKY7 (200 reaksiyon i¢in)

PINK1

Refseq No.: NM_032409

Katalog No. ve Adi: PPH20890B-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
PINK1 (200 reaksiyon igin)

DRD1

Refseq No.: NM_000794

Katalog No. ve Adi: PPHO1857F-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
DRD1 (200 reaksiyon igin)

Nurrl

Refseq No.: NM_006186

Katalog No. ve Adi: PPH02082A-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
NR4A2 (200 reaksiyon i¢in)

VPS35

Refseq No.: NM_018206

Katalog No. ve Adi: PPH22095A-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
VPS35 (200 reaksiyon i¢in)

GAPDH

Refseq No.: NM_001256799

Katalog No. ve Adi: PPHO0150F-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
GAPDH (200 reaksiyon i¢in)

AKTIN

Refseq No.: (NM_001101)

Katalog No. ve Adi: PPH00073G-200: RT2 gPCR Primer Assay for Human
Actin (200 reaksiyon igin)

MAP2

Refseq No.: NM_001039538

Katalog No. ve Adi: PPH02419A-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
MAP2 (200 reaksiyon i¢in)
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Refseq No.: NM_001044

DAT Katalog No. ve Adi: PPH01449A-200: RT? qPCR Primer Assay for Human
SLC6AS3 (200 reaksiyon ig¢in)

Refseq No.: NM_006617
NESTIN | Katalog No. ve Adi: PPH02388A:

RT? gPCR Primer Assay for Human NESTIN (200 reaksiyon i¢in)

Refseq No.: NM_001025448

NEUN Katalog No. ve Adi: PPH21523B: RT? qPCR Primer Assay for Human
RBFOXS3 (200 reaksiyon icin)

Refseq No.: NM_002500

NEUROD1 Katalog No. ve Adi: PPHOOO39E: RT? qPCR Primer Assay for Human
NEUROD1 (200 reaksiyon i¢in)

3.4. Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi ve

Orneklerin Coktiiriilerek Temizlenmesi

3.4.1. Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden Protein Oziitlerinin

Hazirlanmasi

Kiiltiir tabaklarindan toplanan hiicreler protein izolasyonu oncesi li¢ kez soguk yikama
tamponu (10mM Tris, 250 mM siikroz) ile yikandi. 2-DE tamponunda (BioRad, ABD)
siispanse edilen hiicrelerin bulundugu ortama protein yikimini engellemek ic¢in proteaz
inhibitor (Sigma Aldrich) karisimi eklendi. Laboratuvarimizda bulunan Next Advance
Bullet Blender homojenizator cihazi yardimi ile 0.2 mikrometre ¢elik boncuklar kullanilarak

hiicreler homojenize edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Hiicrelerin Bullet Blender cihazinda +4°C"de ¢elik boncuklar ile par¢alanmas.

Homojenize edilen hiicrelerden proteinleri igeren sivi kismi elde edebilmek
icin +4°C”de 20.000xg’de 30 dakika santrifiigasyon islemi yapildi ve supernatant temiz bir
yeni tiipe aktarildi. Ardindan, protein O6rneklerinin konsantrasyonlari hazirlanan ‘Bovin
Serum Albumin’ (BSA) standartlari ve gerekli ornek diliisyonlar1 kullanilarak Bradford
Assay ile belirlendi (Bio-Rad, ABD). Sonrasinda, elde edilmis hiicre lizatlarina ait protein
profilini gérmek i¢in SDS-PAGE &n deneme calismasi yapildi. Ornekler sivi azotta hizh

dondurulduktan sonra -80°C"’de muhafaza edildi.
3.4.2. Protein Oziitlerinin Coktiiriillerek Temizlenmesi

2D jel elektroforezi ve nLC-MS/MS analizleri 6ncesi protein 6rneklerinin tuzlardan,
lipitlerden, deterjanlardan, niikleik asitlerden ve fenolik birlesikler gibi kirleticilerden
temizlenmesi gerekmektedir. izolasyon sonrasi elde edilen siipernatanda bulunan proteinleri
konsantre etmek ve temizlemek amaciyla Triklorasetik asit (TCA)/Sodyum deoksikolat
(DOC)/Aseton ile protein ¢oktiirme prosediirii uygulandi. Bu prosediir kapsaminda %0,2’lik
DOC birinci ¢oktiirme ajan1 olarak, %72’lik TCA ikinci ¢oktiirme ajani olarak, aseton ise
yikama soliisyonu olarak kullanildi. Protein izolasyon isleminden sonra elde edilen

siipernatan drneginden 500 pg alinarak temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine
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hacimce 1:1 oraninda %0.2°lik DOC eklendi. Tiip nazikce alt-list edildikten sonra buz
tizerinde 20 dakika inkiibe edildi. Sonra tiip icerisine hacimce 1:1 oraninda %72’lik TCA
ilave edildi ve nazikge alt-iist edildikten sonra buz iizerinde 20 dakika bekletildi. Siirenin
sonunda tiip +4°C’de 15,000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen
siipernatan dikkatlice ¢ekildi ve uzaklastirildi. Olusan pellet iizerine 1 ml soguk saf aseton
eklendi. Pellet iyice ¢oziilene kadar vorteks yapildi. Daha sonra tiip -20°C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Bu siire igerisinde her 10 dakikada bir vorteks islemi uygulandi. Inkiibasyon
stiresi sonrasinda tiip +4°C’de 15,000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatan
dikkatlice uzaklastirildi. Tiip oda 1sisinda 5 dakika kurumaya birakildi. Sonrasinda tiip
icindeki pellet 2D tamponu ile ¢oziildii.

3.5. Western Blotlama Yontemi Kullanilarak Nestin, Neun, NeuroD1, Nurrl,
TH, DDC, DRD1, DRD2, PARK?2, PINK1, DJ-1, SNCA, VPS35 ve Aktin

Protein Seviyelerindeki Degisimlerin incelenmesi

Western Blotlama (WB) deneyleri i¢in ilk olarak SDS-PAGE (%12 ve %8) yontemi
Laemmli metoduna gore uygulandi (Laemmli, 1970). Proteinler jellerden nitroseliiloz
membranlara (GE Healthcare, Chicago, IL, ABD) Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
(Bio-Rad, ABD) cihazi yardimi ile aktarildi. Membranlar %5 yagsiz siit tozu iceren TBS-T
(Tris tamponlu salin-Tween 20) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda bloklandi. Ardindan,
membranlar 3 defa TBS-T ile 10 dakika boyunca yikandi. Yikanan membranlar, TBS-T ile
uygun diliisyonlarda hazirlanan primer antikorlarla (Tablo 3.5) gece boyu +4°C”de inkiibe
edildi. Ikinci giin membranlar tekrar 3 defa TBS-T ile 10 dakika boyunca yikand.
Membranlar TBS-T ile uygun diliisyonlarda hazirlanan HRP-isaretli sekonder antikorlar
(Tablo 3.6) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Siirenin bitiminde membranlar tekrar 3
defa TBS-T ile 10 dakika boyunca yikandi. Son olarak, protein bantlar1 gelistirilmis
kemiliiminesans deteksiyon sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak goriintiilendi. Bdylece
norojenik farklilasma c¢esitli markorler kullanilarak karakterize edilmeye calisildi.
Deneylerde pozitif kontrol olmasi1 agisindan insan beynine ait, ticari olarak satin alinan, doku

lizat1 da kullanild1 (Novus Biologicals).
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Gerekli goriildiigii durumlarda (bantlar arasindaki varyasyonlar1 engellemek gibi),
membranlar Restore™ WB stripping buffer (#21059, Thermo Scientific, ABD) ile strip
edildi. Bant yogunluklarinin goéreceli kantitatif degerlendirmeleri i¢in QuantityOne (Bio-
Rad, ABD) ya da Image] (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) programlarindan

yararlanildi.

Tablo 3.5. WB deneylerinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar ile pozitif kontrol
bilgileri (Tiim primer antikorlar %1 yagsiz siit tozu iceren bloklama soliisyonu ile
hazirlanmstir).

WB Deneylerinde Kullanilan Primer
) Katalog Numarasi (Katalog No.)
ve Sekonder Antikorlar

Nestin (Primer Antikor) Novus Biologicals, NB300-266
NeuroD1 (Primer Antikor) Novus Biologicals, H00004760-M01

NeuN (Primer Antikor) Novus Biologicals, NBP1-92693
Dopamine Transporter (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-32258
Nurrl (Primer Antikor) ThermoFisher Scientific, #MA1-195
DRD1 (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-33660
DRD2 (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-5303

Novus Biologicals, NB300-109 ve

TH (Primer Antikor
( ) ThermoFisher Scientific, #701949

DDC (Primer Antikor) Cell Signaling Technology, #13561

DJ-1 (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-55572
Parkin (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-32282
B-Actin (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-69879
VPS35 (Primer Antikor) Santa Cruz Biotechnology, sc-374372
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PINK1

Santa Cruz Biotechnology, sc-517353 ve
Novus Biological, BC100-494

SNCA

Sigma Aldrich, #S5566

Goat IgG Anti-Mouse HRP Conjugate
(Sekonder Antikor)

Bio-Rad, #170-5047

Goat IgG Anti-Rabbit HRP Conjugate
(Sekonder Antikor)

Bio-Rad, #170-5046

Goat IgG Anti-Rat HRP Conjugate
(Sekonder Antikor)

Bio-Rad, 5204-2504

Insan Beynine Ait Biitiin Beyin Doku
Lizati, (Pozitif Kontrol)

Novus Biologicals, NB820-59177

3.6. iki Boyutlu Jel Elektroforezi, (2-DE)

Protein 6rnekleri ‘Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi ve
Orneklerin Coktiiriilerek Temizlenmesi’ béliimiinde anlatildign gibi hazirlandi1 (Bkz.3.4).
Elde edilen protein 6rnekleri (50 pg) IPG (immobilize pH gradyan) stripler (Bio-Rad, ABD)
tarafindan emilebilmeleri i¢in Protean® izoelektrik fokuslama (IEF) hiicresi (Bio-Rad,
ABD) ile pasif rehidrasyon iglemine tabi tutuldu. Deneylerde 7 cm’lik, pH 3-10, linear
olmayan (NL) IPG stripler kullanildi. Ornekler, rehidrasyona tabi tutulmadan &nce, toplam
hacimleri 125 pl olacak sekilde, 2-D 6rnek tamponu (8 M fire, 130 mM DTT, % 4 w/v
CHAPS, % 2 w/w Amfolit), %1 Tribiitilfosfin (TBP) ve %1 Amfolit ile karistirildi.
Rehidrasyon isleminden sonra IPG stripler IEF cihaz ile izoelektrik noktalarina gore birinci

boyutta ayristirildi. Proteinler adim adim akimi yiikselen ii¢ asamali bir program ile

+20°C’de fokusland1 (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. pH 3-10, NL, 7 cm’lik IPG stripler i¢in kullanilan fokuslama programi.

IPG strip | Voltaj Siire Volt-Saat | Ramp
Basamak 1 .
250 V 20 dakika - Linear
Basamak 2 | 4000 V 2 saat ; Linear
10000 ]
Basamak 3 | 4000 V - Rapid
Volt-saat
14000
Toplam 5 saat
Volt-saat

Fokuslama sonrasinda stripler dengeleme tamponu I (6M iire, 0.375M tris-HCI pH8.8, 2%
SDS, 20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve dengeleme tamponu II (6M iire, 0.375M tris-HCL
pHS8.8, 2% SDS, 20% gliserol, 2.5% (w/v) iodoasetamid) icerisinde 30 dakikalik siirelerle
yikandi. Stripler bu asamadan sonra hazirlanan keratinsiz (kera-free) poliakrilamid jellere
(Tablo 3.7) yerlestirilerek elektroforez yontemi ile molekiiler biiyiiklikklerine (MW) gore
ikinci boyutta ayrima tabi tutuldu. Her bir ornekten ii¢c adet jel yiiriitiildi ve bdylelikle

deneysel varyasyonlardan kaynakli hatalar elimine edilmeye ¢alisildi.

Tablo 3.7. Kera-free SDS-PAGE jel igerikleri.

Soliisyon %12 Ayirici (Separating) | %4 Yiikleme (Stacking)
jel (ml) jel (ml)
Distile su 3.3 2.72
1.5M Tris. HCI pH 8.8 25 -
0.5M Tris. HCI pH 6.8 - 0.5
37.5:1 Akrilamid/Bis 4 0.68
%10 SDS 0.1 0.04
%10 APS 0.1 0.04
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TEMED 0.004 0.004
Toplam (ml) 10 4
Soliisyon %38 Ayirici (Separating) %4 Yiikleme (Stacking)
jel (ml) jel (ml)
Distile su 4.63 2.72
1.5M Tris. HCI pH 8.8 2.5 -
0.5M Tris. HCI pH 6.8 - 0.5
37.5:1 Akrilamid/Bis 2.67 0.68
%210 SDS 0.1 0.04
%10 APS 0.1 0.04
TEMED 0.006 0.004
Toplam (ml) 10 4

Elektroforez sonrasinda jeller %40 metanol, %10 asetik asit i¢erisinde en az bir saat fikse
edildiler. Ardindan, Sypro Ruby (BioRad, ABD) boyasi igerisinde gece boyu boyandilar
(Tablo 3.8). Jellerin goriintiilenmesi i¢in VersaDoc MP4000 sistemi (BioRad, ABD);
analizleri icin ise PDQuest Advance (BioRad, ABD) programi kullanildi. Karsilastirilan
protein spotlarmin ekspresyonuda farklilasma siirecine gore bir ekol izlenerek artan ya da
azalan degisimi olan spotlar belirlendi. Goriintli analizinin istatistiksel dnemi ‘Student’s t-
testi’ ile belirlendi ve istatistiksel olarak p<0.05 anlamli kabul edildi. Protein spotlarinin
kiitle spektrometresi ile tanimlanmak iizere jelden kesilmesi amaci ile jeller tekrar fikse
edilip Coomassie Parlak Mavi G-250 boyasi (Bio-Rad, ABD) ile gece boyunca boyandi.
Ardindan, kesim islemi i¢in EX-Quest Spot-cutter robotu (BioRad, ABD) kullanild1.
Boylece farklilasma oncesi ve farklilasma sonrasi elde edilen hiicrelerden proteom analizi

yapildi.
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Tablo 3.8. Sypro Ruby ile jel boyama prosediirti.

SyroRuby ile Boyama
Soliisyonlar Muamele Siiresi
Basamaklar
_ %40 Metanol,
Basamak 1: Fiksasyon ) ) gece boyu
%10 Asetik Asit
Basamak 2: Yikama 100 ml Distile su 3 kere 10 dakika
Basamak 3: Boyama
Sypro Ruby boyasi 30 ml, gece boyu
(karanlikta)
Basamak 4: Boyay1 %10 Metanol, %7 Asetik )
) 30-60 dakika
uzaklastirma (karanlikta) Asit
Basamak 5: Yikama y )
100 ml Distile su 3 kere 10 dakika
(karanlikta)

3.7. Tandem Kiitle Spektrometresi (MS/MS) I¢in Ornek Hazirlama ve

Analizleri
3.7.1.  Jel-i¢i Triptik Kesim ve MALDI-TOF/TOF Analizi

3.7.1.1. Jel-i¢i Triptik Kesim

Jel-igi Triptik Kesim (In-gel Tryptic Digestion) islemi iiretici tarafindan (Thermo Fisher
Scientific, ABD) oOnerilen protokol izlenerek kit ile gergeklestirildi. Secilen protein
ornekleri, jel pargaciklari, renklerini kaybedinceye kadar %40 asetonitril ve 50 mM
amonyum bikarbonat ile yikanip boyadan arindirildi. Ardindan, 30 dakika boyunca 60 °C'de
10 mM DTT ile indirgenip karanlikta oda sicakliginda 50 mM iyodoasetamid (IAA) ile 30
dakika boyunca alkillendi. Jel pargaciklar1 calkalama ile 15 dakika boyunca 200 pl
asetonitril ile dehidre edildi. Dehidrasyon isleminden sonra asetonitril ortamdan
uzaklastirilarak jel pargaciklari oda sicakliginda kurutuldu. Triptik kesim, her bir jel
pargacigi i¢in 20 pul 40 mM NH4HCOs3 ¢ozeltisi icine 10 ng tripsin eklenecek sekilde 37°C'de
gece boyunca inkiibasyon ile gergeklestirildi. Triptik kesim isleminden sonra, peptitler

toplanip SpeedVac (Eppendorf, ABD) i¢inde buharlastirildi. Ardindan, peptitler 10 pl %0, 1
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trifluoroasetik asit (TFA) icerisinde ¢6ziildii. C18 ZipTip pipet uglar1 (Millipore, Burlington,
MA, ABD) peptitlerin, iireticinin talimatlarina gore, tuzunu gidermek/konsantre etmek igin
kullanildi. Konsantre peptitler 0.8 ul matrisle (%50 asetonitril, %0,1 trifloroasetik asit icinde
hazirlanmig 10 mg/ml a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (CHCA, Sigma—Aldrich, ABD) ile
eliit edilerek direkt olarak bir Matrix Destekli Lazer Desorption Iyonizasyon (MALDI)

numune plakasi lizerine aktarildi.
3.7.1.2. MALDI-TOF/TOF Analizi

MALDI-TOF/TOF bir kiitle spektrometresi olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi
peptitleri vakumlu bir tiip icereisinde ayristirdiktan sonra kiitle/yiik (m/z) oranlarina ve

peptitlerin aminoasit dizilimlerine gore isimlendirmeye yardimei olmaktadir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Laboratuvarimizdaki AB SCIEX TOF/TOF 5800 cihazi (AB Sciex,
Framingham, MA, ABD).

Protein spotlar1 laboratuvarimizda, yukaridaki boliimde de bahsedildigi iizere, Jel I¢i Triptik
Kesim (In-gel Tryptic Digestion) Kkiti ile kesildikten sonra elde edilen peptitler C18
ZipTip’leri ile temizlenereck MALDI-TOF/TOF cihazinda isimlendirildiler. Bagka bir
deyisle; Peptit-kiitle parmak izleri (PMF'ler) AB SCIEX TOF/TOF 5800 cihazi (AB Sciex,
Framingham, MA, ABD) ile toplandi. Bu asamada kiitle aralig1 400 ila 2000 Da arasinda
olan TOF spektrumlari pozitif iyon reflektor modunda kaydedildi. Her spektrum 200 lazer
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atisinin  toplam ortalamasiydi. Spot basma diisen MS spektrumlarinin en giiclii
‘peak’lerinden on tanesi MS/MS analizi i¢in se¢ildi. Daha sonra, cihazdan elde edilen veriler
ProteinPilot yazilimi 4.0.8085 revizyon 148085 (AB Sciex, Framingham, MA, ABD)
kullanilarak MASCOT veritabaninda (Matrix Science, Boston, MA, ABD) incelendi.

3.7.2.  Soliisyon I¢i Triptik Kesim ve nLC-MS/MS Cahsmasi

3.7.2.1. Soliisyon-ici Triptik Kesim

NnLC-MS/MS calismasi igin ‘Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden Protein Oziitlerinin
Hazirlanmasi ve Orneklerin Coktiiriilerek Temizlenmesi’ baslig1 altinda anlatildig1 sekilde
hazirlanmis olan protein 6ziitleri kullanildi. Protein 6rnekleri Soliisyon-i¢i triptik kesim (In-
solution tryptic digestion and guanidination kit, #89895, Thermo Fisher Scientific, ABD)
kitinin onerdigi protokol takip edilerek tripsin enzimiyle (Pierce, kat. No. 1862748)
peptitlerine parcalandi. Kisaca 6zetlemek gerekirse; 15 pl Ambic (50 mM) and 1.5 pl DTT
(100 mM) karisimina 0.025-10 pg protein drnegi eklendi. Karisimin toplam hacimi 27 pl’ye
tamamlandi ve 95°C°de 5 dakika inkiibe edildi. Son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde,
IAA protein orneklerine eklendi ve karisim karanlikta 20 dakika boyunca inkiibe edildi.
Ardindan, protein orneklerine 1 pl tripsin (100ng/ul) eklendi ve 3 saat boyunca karisim
37°C’de inkiibe edildi. Tekrar, 1 pl tripsin (100ng/pl) protein karigimina eklenerek 30°C’de
gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ¢6zelti kuruyana kadar vakumla konsantre

edildi ve peptitler NLC-MS/MS analizi i¢in %0,1 formik asit (FA) icerisinde ¢oziildii.
3.7.2.2. Hazirlanan Ornegin nLC-MS/MS Cihaz ile Analiz Edilmesi

Peptidlerin ayirimi Dionex Ultimate 3000 Series RSLC (Thermo Scientific, ABD) marka bir
nano-pompa ile gergeklestirildi. Bu nano pompa Ultimate 3000 Series TCC-3000RS
(Thermo Scientific, ABD) kolon kompartmanlari ile donatilmis olup yine Dionex UltiMate
3000 Series RS (Thermo Scientific, ABD) oto-6rnekleme iinitesine bagl bulunmaktadir.
Sistemin tamami Xcalibur 4.0 (Thermo Scientific, ABD) yazilimi ile kontrol edilmektedir.
Her bir analiz 6ncesinde &rnekler Smmx300 pm i.d., 5 um, 100 A boyutlarindaki bir C18
materyali iceren yakalama kolununa (Thermo Scientific, ABD) dakikada 5 pl hizla ve
yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) kalitesinde su ile hazirlanan %0,05 TFA
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ve %2 asetonitril igeren ¢ozelti yardimu ile yiiklendi. Boylece protein ile beraber gelen tuz
ve deterjan gibi kirlilikler uzaklastirilarak sisteme girmeleri engellendi. Bu siirenin sonunda
peptit eliisyonu iki farklt mobil faz (A ve B) kullanilarak yapildi. Mobil faz A HPLC
kalitesinde su ile hazirlanmis %0,1 (hacim/hacim)’lik formik asit icerirken, mobil faz B
HPLC kalitesinde asetonitril ile hazirlanmis %0,1 (hacim/hacim)’lik TFA igermektedir.
Ornekler, Tablo 3.9°da belirtilen gradiyent sartlar1 altinda yakalama kolonundan boyutlar:
15 cmx75 pm olan ve 2 um, 100 A capinda C18 materyali ile paketlenmis Acclaim PepMap
RSLC (Thermo Scientific, ABD) analitik kolonuna aktarildi. Peptidler 130 dakika stireyle
ve dakikada 0,3 pl akis hiziyla ayristirilarak Q-exactive kiitle spektrometresine (Thermo
Scientific, ABD) gonderildi.

Tablo 3.9. nHPLC’de analitik kolona uygulanan mobil fazlarin gradiyentleri.

Uygulama arahgi Mobil B faz1 Uygulanan Gradyan Tipi
(Dakika) yiizdesindeki artis
0-45 6-20 Lineer

45-75 40 Lineer

75-90 90 Lineer

90-120 90 Sabit
120-125 6 Hizh diisiis
125-130 94 A fazi ile yikama

Kolon sicakligi 40°C’de tutuldu ve her analizde 2 pl 6rnek enjeksiyonu yapildi. Peptitlerin
pozitif yiik okuma modunda iyonizasyonunu saglayabilmek i¢in Nanospray Flex™ (Thermo
Scientific, ABD) iyon kaynagi kullanildi. Cihaz parametreleri +2.3 kV voltaj ve 320°C
kapiler sicakligr olacak sekilde ayarlandi. Cihaz her analizden once standart bir pozitif
kalibrant (LTQ Velos ESI Pozitif Iyon Kalibrasyon C6zeltisi 88323, Pierce, ABD) ile kalibre
edildi.
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3.8. MS/MS Veri Analizi

3.8.1. MALDI-TOF/TOF Veri Analizi

Protein tanimlama deneyleri Kocaeli Universitesi DEKART proteomik laboratuvarinda
(http://kabiproteomics.kocaeli.edu.tr/) ABSCIEX MALDI-TOF/TOF 5800 sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Veriler MASCOT veritaban1 (Matrix Science, Boston, MA,
ABD) ve ProteinPilot yazilimi 4.0.8085 revizyon 148085 (AB Sciex, Framingham, MA,

ABD) ile analiz edildi. Arastirmanin parametreleri ise; tripsin enzimleri, bir hatali kesim
bolgesi, karbamidometilin sabit modifikasyonlar1 (C), oksidasyonun degisken
modifikasyonlar1 (M), peptit kiitle tolerans1 (50 ppm), fragman kiitle tolerans1 (+ 0.2 Da),
peptit yiikii 1+ ve monoizotopik olarak belirlendi. MASCOT analizinde protein tayini i¢in

yalnizca p<0.05 tarafindan tanimlanan ‘hit’ler kabul edildi.

Maldi-TOF/TOF ile tanimlanan ve farkli sekilde diizenlenmis olan proteinlerin UniProt
erisim numaralar1 kullanilarak STRING analizi (https://string-db.org) yapildi. Arama
motoru segenegi ‘isimler/tanimlayicilara’ gore ‘coklu proteinler’ olarak ayarlandi ve
organizma olarak ‘Homo sapiens’ se¢ildi. STRING analizindeki parametreler; orta diizeyde
giiven etkilesimi (interaction score of medium confidence), 1. ve 2. kabuklar i¢in segilen
maksimum etkilesim sayisinin 5'ten fazla olmamasi, aktif etkilesim kaynaklari (deneyler,
veritabanlari, ortak ifade, komsuluk, gen fiizyonu ve birlikte meydana gelme) olarak
belirlendi. Bu analizde ele alinan isabetler 1e-04'ten daha kiigiik ‘Yanlis Kesif Oranlarina’

(False Discovery Rates, FDR) sahipti.

3.8.2. nLC-MS/MS Veri Analizi

nLC-MS/MS calismasindan elde edilen ham veriler Proteom Discoverer 2.2 (Thermo
Scientific, ABD) yazilimi ile proteinleri tanimlamak {izere analiz edildi. Kullanilan
parametreler; peptit kiitle tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle dogrulugu
2 ppm, toleransli diisik 1, minimum peptit uzunlugu 6 amino asit, sistein
karbamidometilasyon sabit modifikasyonlari, oksidasyonun degisken modifikasyonlar1 ve

asparajin deaminasyonu seklinde oOzetlenebilmektedir. Her bir protein i¢in tanimlanan
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minimum peptit sayis1 2 olarak kabul edildi ve elde edilen veriler Uniprot/Swissprot

veritabaninda arastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. SH-SY5Y Hiicrelerinin Nérojenik Farklilasma Islemine Tabi Tutulmasi

Projenin ilk basamagi olan SH-SY5Y ndroblastoma hiicrelerine ait saklama kiiltiirlerinin siv1
azottan alinip kiiltiire edilmesinin ardindan bu hiicreler Shipley ve ark. (2017) makalesinde

tanimlandig1 protokole sadik kalinarak ndronal farklilasmaya tabi tutuldu (Sekil 4.1.).

18-Giinliik Farkhlastirma Protokolii

o Farklilastirma Besiyeri #3
Temel Byt o Norobazal Besiyen

1 27
0. Giin

. hiFBS %15 13. Giin
(Farklilastinimamis SH-SYSY Hocreleri) 8 X

Song/ml BDNF
2 mM db-cAMP
20 mMKCl
2 mM Glutamax]
IXPS
110 M RA

3.Giin i, 14. Giin

Sintamin 2
10 uM RA

5. Giin 16. Giin

* 17. Giin

Farkhilagtirma Besiyeri #2
EMEM
iFBS %1 s
’N P 18. Giin
M

7. Giin

8. Giin Naronal Kaltir Kullanima Hazr

Glutamin 2m!
10 uMRA

10. Giin

Farkhlastirma Besiyeri #3
Norobazal Besiyen
1XB-27
SOng/ml BONF
2 mM db-cAMP
20 mM KC1
2 mM Glutamax]
IXPS
110 uM RA

11. Giin

Sekil 4.1. SH-SY5Y hiicrelerinin Shipley ve ark. (2017)'nin olusturdugu protokole sadik
kalinarak uygulanan dopaminerjik néronlara farklilagsma siirecinin inverted mikroskop ile
takip edilmesi.
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Toplamda on sekiz giin siiren ndronal farklilasma siirecinde hiicrelerin kadameli olarak
gerceklesen farklilagmasi adim adim takip edildi ve ara noktalarda 6rnekler alinarak hem
protein hem de RNA diizeyinde ¢alismalar yapildi. Ancak bu asamada ¢alisma kapsaminda
ciddi sorunlar yasandi. Yasanan en biiyiik sorun; hiicrelerin farklilasma siirecinde sayisal
olarak azalmasi, bircogunun 6lmesi ve neticede farklilagma siirecini tamamlamakta c¢ekilen
problemlerdi. Farklilastirma deneyi 3 kez tekrarlanmasina ragmen hep ayni sorunlarla kars1
karstya kalindi. Calisma kapsaminda hiicre farklilasmasi hem protein hem de transkriptom
diizeyinde farkl1 agilardan ¢alisildigi i¢in, farklilasma sonunda elde edilen hiicre sayilari hem
RNA izolasyonu hem protein izolasyonu hem de IF caligmalari igin yeterli miktarda elde
edilemiyordu. Yapilan proje toplantilari ile bu problemin laboratuvarda rutin olarak
kullanilmakta olan SH-SYS5Y hiicrelerinin asir1 sayida pasaj gormiis ve yaslanmis olmalari
probleminden kaynaklanabilecegi kanisina varildi. Bu sebeple Istanbul Teknik Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimiinden erken pasaj (P=20) SH-SYSY hiicreleri temin
edildi. Yeni SH-SYS5Y hiicreleri ile farklilastirma deneyleri tekrar gerceklestirildi ve on
sekiz giinliik siire¢ icerisinde basarili bir sekilde farklilasabilen SH-SY5Y hiicreleri elde
edildi. Ancak on sekiz giinliik uzun siirecin sonunda hiicrelere asir1 miidahale edilmesi
sebebi ile hiicre 6liim oranlarinin beklenilenden fazla oldugu goriildii. Literatiirde SH-SYS5Y
hiicrelerinin noérojenik farklilastirilmasi i¢in kullanilan ¢esitli protokoller mevcuttur ve bu

protokollerin her birinde farkli zaman stireleri kullanilmaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. SH-SYS5Y hiicrelerini farklilastirmak i¢in kullanilan ¢esitli néronal
farklilagtirma protokolleri ve ilgili makaleler.

Farkhlastirma Kullamilan
Makaleler
Siireci Farkhlastirma Ajam
Encinas M, Iglesias M, Liu Y, Wang H, RA ve BDNE
Muhaisen A, Cena V, Gallego C, ComellaJX.
sirasiyla

Sequential treatment of SH-SY5Y cells with 10-12 giin uygulanmistir. BDNF

retinoic acid and brain-derived wullanilirken hiFBS

neurotrophic factor gives rise to fully ve RA eklenmemistir

differentiated, neurotrophic factor-
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dependent, human neuron-like cells. J
Neurochem. 2000 Sep;75(3):991-1003.
PubMed PMID: 10936180.

Shipley MM, Mangold CA, Szpara ML.
Differentiation of the SH-SY5Y
HumanNeuroblastoma Cell Line.J Vis Exp.
2016 Feb 17;(108):53193. doi: 10.3791/53193.
PubMed PMID: 26967710; PubMed Central
PMCID: PMC4828168.

18 giin

Norobazal Besiyeri,
RA, BDNF, B-27 ve
db-cAMP iig farkli
besiyeri halinde farkli
zaman araliklarinda

kullanilmistir.

Kovalevich J, Langford D. Considerations for
the use of SH-SY5Y neuroblastoma cells in
neurobiology. Methods Mol Biol. 2013;
1078:9-21. d0i:10.1007/978-1-62703-640-5_2.
PubMed PMID: 23975817; PubMed Central
PMCID: PMC5127451.

3-5 giin

Norobazal Besiyeri,
RA ve B-27

kullanilmastir.

Forster JI, Koglsberger S, Trefois C, Boyd O,
Baumuratov AS, Buck L, BallingR, Antony
PM. Characterization of Differentiated SH-
SY5Y as Neuronal ScreeningModel Reveals
Increased Oxidative Vulnerability. J Biomol

Screen. 2016 Jun;21(5):496-509. doi:

PubMed PMID: 26738520; PubMed Central
PMCID: PMC4904349.

10.1177/1087057115625190. Epub 2016 Jan 6.

6 glin

DMEM (sodyum
piriivatsiz) ve RA
birinci besiyerinde,
Norobazal Besiyeri
(fenol kirmizisiz), N2
takviyesi ve BDNF
ise ikinci besiyerinde

kullanilmastir.

Tablo 4.1°deki protokollerden yola ¢ikilarak laboratuvarimizda yeni bir protokol gelistirildi.

Gelistirilen yeni protokol ile dokuz giinliik bir siire icerisinde SH-SYSY hiicrelerinin ¢ok

daha basarili bir sekilde nérojenik olarak farklilasmasi saglandi (Sekil 4.2).
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Farklilagma stireci igerisinde drnek toplanilabilmesi igin ara-zaman (time-point) noktalarinin
belirlenmesi gerekmekteydi. Bu sebeple farklilasma siirecinde dort ara-zaman noktasi
belirlendi. Bu ara-zaman noktalari, kisaca, ‘0. Gln’, ‘3. Giun’, ‘6. Gin’ ve ‘9. Giin’ olarak
calisildi. 0. Giin; hiicrelerin farklilasmaya baslamadan 6nceki, yani protokole baslamak i¢in
pasajlandiktan hemen sonraki, hallerini temsil etmesi i¢in se¢ildi. Bu agamada hiicreler %5
1st ile inaktif hale getirilen FBS (hiFBS) iceren DMEM besiyerinde kiiltiire edildiler.
Hiicreler bir giin boyunca bu besiyerinde birakildiktan sonra farklilagsmanin tetiklenmesi i¢in
‘farklilastirma besiyeri 1’in icerisine alindilar. Bu besiyeri %2,5 hiFBS ve 10 uM RA
icermekte idi. Iki giin siiresince bu besiyerinde birakilan hiicrelerin morfolojilerinde asir1 bir
degisim gozlemlenmedi. Bazi hiicrelerde akson uzantilar1 benzeri uzantilarin olugmaya
basladig1 goriildii. Bu besiyerinde iki giin boyunca birakilan hiicrelerden, besiyeri degisimi
oncesinde, 3. giin’ii temsilen 6rnek alindi. Daha sonra, besiyeri degistirilerek kalan hiicreler
%1 hiFBS ve 10 pM RA igeren yeni besiyerine (farklilastirma besiyeri 2) alindi ve
inkiibasyona birakildi. 5. giin’de kiiltiir tabaklarindan kaldirilan hiicreler ECM ile kaplanmig
olan yeni kiiltiir tabaklarina ekildi ve bu tabaklar icerisinde inkiibasyona devam edildi. Bir
giin boyunca hiicrelerin ECM ile kaplh kiiltiir tabaklarina tutunmalar i¢in beklenildi. Bu

hiicrelerden, 7. giin’de besiyeri degisiminden dnce, 6. glin’ii temsilen drnekler alindi.
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9-Giinliik Farkhlastirma Protokolii

Temel Biiyiime Besiyeri
. DMEM (Sodyum Piruvatsiz)
0. Giin ; LiFBS %5
(Farklilagtinlmanus SH-SYSY Hiicreleri) @ 1XPSS
Glutamin 2mM
Farkhlastirma Besiyeri #1
DMEM (Sodyum Piruvatsiz)
. hiFBS %2.5
1. Giin IXP/S
Glutamin 2mM
10uMRA
2. Giin
Farkhlastirma Besiyeri #2
DMEM (Sodyum Piruvatsiz)
3. Giin hiFBS %1
IXP/S
Glutamin 2mM
10uMRA
4. Giin
Petrileri ECM ile kaplama
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Farkhlagtirma Besiyeri #2
DMEM (Sodyum Piruvatsiz)
hiFBS %1
IXP/S
Glutamin 2mM
10 pMRA

5. Giin

6. Giin

Farkhlagtirma Besiyeri #3
Norobazal Besiyeri
1XB-27
SOng/ml BDNF
2 mM db-cAMP
20mM KCl
2 mM Glutamax]
IXPS
110 uMRA

7. Giin

9. Giin

Noronal Kiiltiir Kullanima Hazir

Sekil 4.2. SH-SYS5Y hiicrelerinin dokuz giinliik iyilestirilmis protokol uygulanarak néron-
benzeri hiicrelere farklilastirilma stireci.

7. giin’de hiicreler ‘farklilastirma besiyeri 3’ icerisine alindi. Farklilagtirma besiyeri 3’iin
noronal farklilagmay1 ve biiylimeyi tetikleyeci igerigi ‘Yontem’ boliimiinde detayli bir
sekilde verilmektedir (Bkz.3.1.4). Bu besiyeri FBS icermedigi icin hiicrelerin biiylimesi
tamamiyla durdu ve hizli bir farklilagma siireci basladi. Bu asamada hiicrelerde norojenik
farklilagsma belirtileri daha net bir sekilde goriilebiliyordu. Ancak hiicrelerin ECM ile kapli
kiiltiir tabaklarina transfer edilmeleri sirasinda hiicre kaybinin yasandigi da belirtilmelidir.
Baz1 hiicrelerin ECM ile kapl kiiltiir tabaklarina yapigsmakta sorun yasadig1 gézlemlendi.
Buna ragmen 6. giin’lin sonunda hem protein hem de RNA diizeyinde ¢aligmalar yapabilmek

icin yeterince hiicre sayisina ulasilabildi. Bu nedenle yapismayan hiicreler protokoliin



basarisini etkilemedi. 8. giin’e gelindiginde hiicrelerin inkiibe edildigi besiyeri, opsiyonel
olarak, bir kez daha ‘farklilastirma besiyeri 3’ ile degistirildi ve hiicreler taze, kompleks
norojenik farklilastirma besiyerine alinarak farklilagmanin tamamlanmasi i¢in inkiibasyona
devam edildi. 9. giin’in sonunda hiicrelerin farklilagsma siirecini tamamladigr ve

olusturduklar1 aksonal yapilar ile norona benzedikleri goriildii (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Norojenik farklilagmanin 9. giiniinde néron benzeri yapilar olusturan SH-SY5Y
hiicrelerinin inverted mikrokop altindaki goriintiisii.

4.2. Norojenik Farklilasmanin IF Yontemi fle Analiz Edilmesi

Calisma kapsaminda norojenik farklilasma siirecini takip edebilmek i¢in farklilasmanin 0.
ve 9. giinlerinde secilmis olan ndronal markdr proteinler i¢in IF boyama deneyleri yapildi.
Bu amagla kullandigimiz markor proteinler sirasi ile Nestin, NeuroD1, Neun, Nurrl ve TH
oldu. Bu markdrlerin 6zellikleri ve neden kullanildiklar1 ‘Giris’ bolimiinde detayli olarak

verilmistir (Bkz.1.10).

Bu markérlere ilaveten 9. giin deneylerinde alfa-tubulin de hiicre morfolojisinin
goriintiilenmesi amaci ile kullanilmistir (Sekil 4.4). 0. giin boyamalarinda hiicrelerin Nestin
ve NeuroD1 boyamalar: pozitif sinyaller verirken, Neun, Nurrl ve TH boyamalar1 negatif
sonuglar vermis ve bu boyamalardan sinyal alinamamistir. Alinan sinyallerin floresan

intensiteleri olduke¢a diistiktiir. Buna karsin, 9. giin [F boyamalari ise her bir néron markdéri
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icin pozitif olarak goézlemlendi ve floresan intensiteleri oldukg¢a yiiksekti (Tablo 4.2).

Ozellikle Nurrl floresan intensitesinde ciddi artis gdzlemlendi.

Tablo 4.2. IF yonteminde kullanilan norojenik farklilasma markorlerine ait parametreler ve

elde edilen sonuglar

Noronal Marker

Beklenilen

Lokalizasyon

Gozlemlenen

Lokalizasyon

Floresan Yogunlugu

Nestin Sitoplazmik Sitoplazmik +++
Cekirdek (%90) +
Neun Cekirdek ) ) ++
Sitoplazmik (%10)
Cekirdek (%90) +
NeuroD1 Cekirdek ] ) +++
Sitoplazmik (%10)
Sitoplazmik (%70) +
Nurrl Cekirdek ++
Cekirdek (9%30)
) Cekirdek (%80) +
TH Sitoplazma ) ) +
Sitoplazmik (%20)
Alfa-Tubulin Sitoplazma Sitoplazmik (%2100) +++
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0. Giin 9. Giin

DAPI Texas-Red Superposed DAPI Texas-Red Superposed
Konfokal Mikroskopi Gériintiisit
Nurrl
Nurrl
alfa-
Tubulin
NESTIN

Sekil 4.4. SH-SYSY hiicrelerinin nérojenik farklilagsma siirecinin IF yaklasimi ile analiz edilmesi.

(o2}
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4.3. Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden mRNA Izolasyonu, cDNA Sentezi ve
Kantitatif Ger¢ek Zamanh PCR Deneylerinin Yapilmasi

4.3.1. Farklilasma Siirecindeki Hiicrelerden mRNA izolasyonu ve cDNA

Sentezi

Farklilasma siireci sirasinda toplanan 0., 3., 6. ve 9. giin Orneklerinden total RNA
izolasyonlar1 yapildi ve izole edilen RNA’larin kalitesi %1°lik formaldehit agaroz jel ile

kontrol edildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Norojenik farklilasma siirecinde 9. giiniin sonunda izole edilen RNA’nin %1'lik
formaldehit RNA agaroz jel elektroforezi ile analizi.

Jel izerinde 18S ve 28S rRNA iirlinlerinin net bir sekilde goriilmiis olmast RNA izolasyonun
dogru bir sekilde yapildigin1 kanitlamaktadir. Bu nedenle qRT-PCR ¢alismalarinin
yapilabilmesi i¢in cDNA sentezleri ‘Yontem’ kisminda anlatildig: gibi gerceklestirildi (Bkz.
3.3.1) ve elde edilen cDNA o6rnekleri qRT-PCR analizlerinde kullanildi.

4.3.2. Kantitatif Gercek Zamanh PCR (QRT-PCR) Yoéntemi Kullamlarak
Nestin, Neun, NeuroD1, Nurrl, TH, DDC, DRD1, DRD2, PARK2, PINK1,
DJ-1, VPS35 ve Aktin Gen Seviyelerindeki Degisimlerin Incelenmesi

Projenin qRT-PCR deneylerine baslamadan once, Onciil deneylerde, qRT-PCR deney
sartlar1 optimize edilmeye c¢alisildi. Bu deneylerde Aktin ekspresyonundaki degisimin
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‘internal kontrol’ olarak kullanilmasi planlanmaktaydi. Bunun en temel nedeni; WB
caligmalarinda Aktin seviyelerinin farklilagsma siirecinde kayda deger bir degisim
sergilememesiydi. Ancak yapilan qRT-PCR analizlerinde Aktin ekspresyonunun mRNA
diizeyinde Ornekler arasinda farkliliklar gosterdigi ve bu nedenle de farklilagma stirecinde
seviyelerinde degisiklik olmayacak farkli bir internal kontrol genine ihtiya¢ oldugu saptandi.
Bu baglamda yapilan literatiir arastirmalarinda tavsiye edilen internal kontrol geninin
GAPDH oldugu belirlendi ve qRT-PCR ¢alismalarinda internal kontrol olarak Aktin yerine
GAPDH tercih edildi. DDC, Park2, TH, DJ-1, DRD1, PINK1, VPS35, Neun, Aktin,
NeuroD1, Nurrl, Nestin ve DAT genlerine ait gRT-PCR primerleri kullanilarak qRT-PCR
calismalar1 gerceklestirildi (Tablo 4.3). Her bir gen i¢in yapilan qRT-PCR c¢aligmasi
sonucunda elde edilen ifade diizeylerine ait grafikler ve giinlere gore standart hatalar (SE)
Sekil 4.6’da verilmektedir. Bunlarin yani sira, nLC-MS/MS verilerini dogrulamak i¢in
calisma kapsaminda olmayan ve yalnizca 9. Giin’de tanimlanan MAP2 genine ait optimize
primer siparis edilerek qRT-PCR ¢alismasinda MAP?2 ifade seviyesi de takip edildi. Elde

edilen verilere ait hesaplamalar Ek-1’de sunulmaktadir.

Tablo 4.3. gRT-PCR ¢aligmasi sonucu elde edilen regiilasyon oranlari.

Gen Ad1 3. Giin/0. Giin | 6. Giin/0. Giin | 9. Giin/0. Giin
DDC 1,991 4,377 2,276
Park?2 2,124 1,226 4,757

TH 24,590 5,884 45,360
DJ-1 1,060 3,539 2,061
DRD1 2,052 0,305 1,741
PINK1 3,053 1,640 3,074
VPS35 1,323 3,325 1,094
Neun 29,310 11,366 19,293
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Aktin 0,935 3,715 1,392

NeuroD1 24,590 5,884 45,360

Nurrl 0,375 0,781 2,579

Nestin 3,564 2,888 2,695

DAT 1,012 2,131 2,508

MAP2 4,879 1,640 2,109
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Sekil 4.6. Her bir gen i¢cin yapilan qRT-PCR ¢aligsmas1 sonucunda elde edilen ifade
diizeylerine ait grafikler ve giinlere gére SE dagilimlari (internal kontrol: GAPDH).

gRT-PCR ¢alismasindan sonra her bir gene ait amplifiye olan iiriinleri gérebilmek amaci ile
%?2’lik agaroz jel yiiriitiildii (Sekil 4.7). Boylece biitiin gen amplifikasyonlarinin dogru
biiytikliikte oldugu dogrulanmis oldu.

Jel-1 Jel-2

Sekil 4.7. qRT-PCR ¢alismas1 sonucunda her bir gene ait amplifikasyon {iriinlerinin
biiyiikliiklerini belirlemek i¢in yiiriitiilen %2’lik agaroz jele ait goriintii. Jel goriintiisiiniin
renkleri yazilim yardimi ile kolaylik olmasi amaciyla ters ¢evrilmistir (inverted). (Jel-1
sirasiyla; Marker, DDC, Park2, TH, DJ-1, DRD1, PINK1, VPS35 ve GAPDH. Jel-2
sirastyla; Marker, NeuN, Aktin, NeuroD1, Nurrl, Nestin, MAP2, DAT ve GAPDH).
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4.4. Norojenik Farklilasma Sirasinda Markor Proteinlerin ifade Diizeylerinde

Meydana Gelen Degisimlerin WB Yontemi Kullamlarak Takip Edilmesi

Norojenik farklilagsma siirecinde markor proteinlerin ifade diizeylerinde meydana gelen

degisimler WB yontemi kullanilarak takip edildi (Tablo 4.4). Segilen markor proteinlere ek

olarak PH ile iligkili oldugu bilinen diger bazi proteinlerin de miktarlarindaki degisiklikler

incelendi. Aktin ifadesi ise o6rnekler arasinda herhangi bir yiikleme hatasinin yapilmadigini

gostermek amaciyla ¢alisildi. Deneylerde pozitif kontrol olmasi agisindan insan beynine ait,

ticari olarak satin alinan, doku lizat1 da kullanildi.

Tablo 4.4. Noronal farklilasma siirecinde kullanilan nérojenik markor proteinlerin ve PH
ile iligkili proteinlerin ifade diizeylerindeki degisimlerin WB ile analizi. (Jel yiikleme
sirasi; soldan saga dogru: 0. giin, 3. giin, 6. giin, 9. giin ve pozitif kontrol).

idi.

Farklilasma

Farkhlasma

Sonrasi
Noronal Sonrasi
Literatiirde WB Film Goriintiisii
Markor Regiilasyon
Beklenen
(WB)
Regiilasyon
Mevcut Ifade
antikorlar ile seviyesinin e Primer Antikor:1/500 (Novus
TH optimize bir artmast Biologicals, NB300-109 ve
sonug elde beklenilmekte ThermoFisher Scientific #701949)
edilemedi. idi. e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Goat IgG
Anti-Rabbit HRP Conjugate)
Ifade
bDC seviyesinin v P,
DDC ekspresyon artmasi
Seviyesinin beklenilmekte | ® Primer Antikor:1/500 (Cell Signaling
arttig1 Technology, #13561)
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gozlemlenmistir

e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Goat IgG
Anti-Rabbit HRP Conjugate)

i

DRD1 ,
Ifade
ekspresyon L
seviyesinin 0. seviyesinin e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
DRDI giine gore artt1g1 artmast Biotechnology, sc-33660)
beklenilmekte . .
gozlemlenmistir o e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
1l Goat 1gG Anti-Mouse HRP
Conjugate)
DRD2 , - .- e -
Ifade ’
ekspresyon |
seviyesinin seviyesinin e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
DRD2 arttig1 ArES Biotechnology, sc-5303)
beklenilmekte . .
gozlemlenmistir e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
idi. _
! Goat 1gG Anti-Mouse HRP
Conjugate)
Parkin
ekspresyonunun
3. giin
orneklerinde > .
Literatiirde
arttig1 Hen '
gOriilmiistiir. enuz yeter! e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
Parkin Ancak kadar Biotechnology, sc-32282)
ligal t . :
sonrasinda calisfinamistit | Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,

normal diizeye
dondiigii

gozlemlenmisgtir

Goat IgG Anti-Mouse HRP
Conjugate)
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DJ-1 Ifade
ekspresyonu seviyesinin e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
DJ-1 tiim Orneklerde artmast Biotechnology, sc-55572)
gozlemlenmistir beklefu!mekte e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
i Goat IgG Anti-Mouse HRP
Conjugate)
3" e
el ‘
PINK - '
ekspresyonunun Literatiirde ) ]
e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
farklilasma heniiz yeteri ]
_ Biotechnology, sc-517353 ve Novus
PINK1 | siireci boyunca kadar ; ]
Biologicals, BC100-494)
eksprese oldugu | calisilmamistir _ _
. o e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
gbzlemlenmistir _ _
Goat 1gG Anti-Mouse HRP Conjugate
ve Goat IgG Anti-Rabbit HRP
Conjugate)
VPS35
ekspresyonunda
ozellikle 3.
glinde artig RE =TI
Literatiirde e Oy
oldugu .
heniiz yeteri . .
gozlemlenmisgtir e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
VPS35 kadar _
. Daha Biotechnology, sc-374372)
calisilmamistir ] )
sonrasinda e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
ekspresyon Goat 1gG Anti-Mouse HRP
seviyesinin Conjugate)
azaldigi
gorilmiistiir.
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e
Ekspresyon [fade ‘
seviyesinin seviyesinin e Primer Antikor:1/500 (Novus
Nestin azaldig azalmast Biologicals, NB300-266)
gdzlemlenmistir | beklenilmekte | | Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
idi. Goat 1gG Anti-Mouse HRP
Conjugate)
NeuN
ekspresyonunun _
0. ve 3. glin . -
: ifade W -- .
orneklerinde .
seviyesinin ) _
yiiksek iken 6. e Primer Antikor:1/500 (Novus
NeuN artmasi . .
ve. 9. giin Biologicals, NBP1-92693)
beklenilmekte y ]
orneklerinde # e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
idi.
azaldig1 Goat 1gG Anti-Mouse HRP
gozlemlenmistir Conjugate)
DAT ) - .
Ifade .
ekspresyon o
. seviyesinin
seviyesinin i _
DAT artmast e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
arttigi
s beklenilmekte Biotechnology, sc-32258)
gdzlemlenmigtir o ) ]
idi. e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
Goat 1gG Anti-Rat HRP Conjugate)
NeuroD1 [fade
seviyesinin
Neurop | CKPresyont Y _
1 tiim orneklerde artmasi

gbzlemlendi.
Ilging bir
sekilde wb

beklenilmekte

idi.

e Primer Antikor:1/500 (Novus
Biologicals, HO0004760-M01)
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protein lizatinda

gbzlemlenemedi

e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
Goat 1gG Anti-Mouse HRP
Conjugate)

Ilging bir
sekilde sadece

Literatiirde

heniiz yeteri

e Primer Antikor:1/500 (Sigma Aldrich,

SNCA | wh protein kadar #55566)

: lig1l t : .
lizatinda CAlSTMAmISHT | o sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
gozlemlendi. Goat IgG Anti-Mouse HRP

Conjugate)
» ~
Nurrl Ifade Sics .
ekspresyonu seviyesinin
' y e Primer Antikor:1/500 (ThermoFisher
Nurrl | WB yontemi ile artmast h, X
Scientific, #MA1-195)
hicbir 6rnekte | beklenilmekte ) ]
o e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
goriilemedi. idi. ]
Goat IgG Anti-Mouse HRP
Conjugate)
Aktin ifadesinin
farklilagsma . . ]
Internal e Primer Antikor:1/500 (Santa Cruz
Aktin sliresince .
Kontrol Biotechnology, sc-69879)
degismeden ) )
e Sekonder Antikor: 1/10.000 (Bio-Rad,
kaldig1 goriildii.

Goat IgG Anti-Mouse HRP
Conjugate)

SH-SYSY hiicrelerinin néronal farklilasma siirecinde IF deneylerinde ifade diizeylerinde

artis gozlemlenen Nestin, Neun, NeuroD1 ve Nurrl proteinlerinin diizeylerindeki degisimler

WB deneyleri ile de teyit edilmeye calisildi. Deneyler en az 3 kez tekrarlandi. Ayrica

sonuclar, baz1 proteinler (TH, Neun, NeuroD1 ve PINK1) icin farkl iki firma tarafindan
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tiretilen antikorlar (ThermoFisher Scientific ve Novus Biologicals) kullanilarak da teyit
edildi. Ancak arzu edilen nitelikte sonuglar elde edilemedi. Buna ragmen elde edilen

imajlardan asagidaki sonuglar ¢ikartilabilmektedir.

(1) Nestin ekspresyonunun ndrojenik farklilagma siireci boyunca azaldigi gézlemlendi. En
yiiksek Nestin diizeyi 0. giin 6rneklerinde goriildii. Pozitif kontrol olarak kullanilan doku

lizatinda beklenildigi tizere Nestin ifadesi gézlemlenmedi.

(2) Neun ifadesi 0. ve 3. giin orneklerinde yiiksek iken 6. ve. 9. giin 6rneklerinde azaldu.
Ayrica, pozitif kontrol olarak kullanilan doku lizatinda ¢ok giiclii bir Neun bandi

gbzlemlendi.

(3) NeuroD1 protein ifadesi beklenildigi iizere tiim &rneklerde gériildii. Ilging bir sekilde

pozitif kontrol olarak kullanilan doku lizatinda goriilmedi.
(4) Nurrl ifadesi WB yontemi ile hi¢bir 6rnekte goriilemedi.

Bu norojenik markor proteinlerine ek olarak asagidaki proteinlerin de seviyelerindeki

degisimler norojenik farklilagma siireci ile iligkili oldugu i¢in incelendi.

(1) D1DR dopamin reseptdr ifadesi 0.giin hari¢ tim Orneklerde diisiik seviyede de olsa

goriildii.

(2) D2DR dopamin reseptor ifadesi tiim orneklerde goriildii. En yiiksek D2DR ifadesi 9. giin

orneklerinde goriildii.

(3) DAT dopamin transporter protein ifadesi tiim 6rneklerde goriildii. Farklilasma siirecinde

miktarinda artis tespit edildi. En yiiksek DAT ifadesi 9. giin 6rneklerinde goriildii.

(4) DDC dopamin metabolizmasinda gorev alan bir dekarboksilaz olmakla beraber ifadesi

tiim orneklerde gozlemlendi. En yiiksek ifade seviyesi 9. Giin 6rneklerinde goriildii.

(5) Literatiire gore TH ifade seviyesinde farklilagsma siireci sonucunda artis beklenilmesine
ragmen iki farkli markadan temin edilen antikorlar ile yapilan WB deneyleri ile optimize bir

sonu¢ elde edilemedi.
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Bu proteinlerin seviyelerindeki degisimlere ek olarak PH ile iligkisi bilinen Parkin, DJ-1,

PINK1, SNCA ve VPS35 diizeylerine de bakildi.

(1) DJ-1, saperon bir protein olup ifadesi tiim orneklerde gortildii. Farklilasma siirecinde

miktarinda artig tespit edilmedi.

(2) Parkin diizeyinin 3. giin 6rneklerinde artis gésterdigi saptandi. Ancak sonrasinda normal

diizeye dondiigii goriildii.

(3) PINK1 ifade diizeyi iki farkli markadan temin edilen antikorlar ile ¢alisildi. Sadece Santa
Cruz Biotechnology firmasindan temin edilen antikor ile yapilan WB deneyi sonucu
optimize bir sonug elde edilebildi. PINK ifadesi farklilagma siireci boyunca tiim 6rneklerde

goriildil.

(4) SNCA ekspresyonu yalnizca pozitif kontrol olarak kullanilan doku lizatinda

gbzlemlenebildi.

(5) VPS35 ifade diizeyinin 6zellikle 3. giinde arttig1 ve daha sonrasinda ifade seviyesinin

azaldig1 goriildii.

Ayrica ‘housekeeping’ gen olan B-Aktin tim WB deneylerinde internal kontrol olarak
kullanild1. Tiim membranlar strip edilerek, WB deneyleri B-Aktin antikoru ile tekrarlandi.

Boylece tiim kuyulara esit protein yiiklenmis oldugu gorildii.
4.5. Farklilagsma Siirecinin Protein/Proteom Diizeyinde Incelenmesi

45.1. 2-DE Calismasi ve 2-DE’den Elde Edilen Protein Spotlarinin MALDI-
TOF/TOF Kiitle Spektrometresi ile Tanimlanmasi

Farklilagma siirecinde toplanan hiicrelerden ‘Yontem’ kisminda anlatildig: sekilde protein
ornekleri hazirlandi (Bkz.3.4). Hazirlanan protein 6rneklerinin konsantrasyonlar belirlendi
ve protein kaliteleri SDS-PAGE analizi ile teyit edildi (Sekil 4.8). SDS-PAGE jeli tizerindeki
temiz ve keskin bantlar sayesinde protein orneklerinin WB, 2-DE ve LC-MS/MS
deneylerinde kullanilabilecegi ongoriildii. Bu baglamda yapilan ilk deneyde; farklilasma
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stirecinde hiicre proteomunda meydana gelen degisiklikler 2-DE yapilarak takip edildi.
Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen protein konsantrasyonlarinin diisiik olmasi sebebi ile

ornekler 7 cm’lik jeller kullanilarak izoelektrik noktalarina gore fokuslamaya tabi tutuldu.

0. Giin
3. Gii
6. Giin
9, Gilin

Sekil 4.8. Noronal farklilastirmaya tabi tutulan SH-SYSY hiicrelerinden elde edilen protein

oOziitlerinin protein profillerine ait goriintii.

Ardindan ikinci boyutta ayristirilan proteinler SYPRO Ruby boyasti ile boyanarak resimleri

cekildi (Sekil 4.9).

80



kia

116
6
45

s

28

0. GUN 3.GUN 6. GUN 9. GUN

pH

Kesilen Spotlar

Sekil 4.9. Norojenik farklilasma siirecinde SH-SY5Y proteomunda meydana gelen degisikliklerin proteom diizeyinde 2-DE kullanilarak takip
edilmesi. Sekilde; Sypro Ruby floresan boyasi ile boyanmus jellere ait imajlar goriillmektedir.
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Sonrasinda yapilan analizlerde jeller lizerinde bulunan 167 spot eslestirilmis ve jeller arasi

ortalama CV (varyasyon katsayisi) degerinin 41,23 oldugu goriilmiistiir. CV degeri; jeller

arasindaki spot dagiliminin benzerligini géstermektedir. Diisiik CV degeri (%20 nin altinda)

jellerin birbirine yiiksek derecede benzedigini, yliksek CV degeri ise jeller aras1 benzerlikte

sapmalarin oldugunu ifade etmektedir.

Ornekler arasi regiilasyona ugrayan proteinler

jellerden kesilerek “Yontem’ kisminda anlatildig: gibi tanimlanmistir (Bkz. 3.6). Kesilen 29

spottan sadece 13 tanesi yiiksek MALDI skoru ile tanimlanabilmistir (Tablo 4.5). Diger

spotlarin MALDI-TOF/TOF skorlar1 diisiik oldugu i¢in degerlendirmeye alinmamaislardir.

Tablo 4.5. Seviyelerinde farklilasma goriilen protein spotlarina ait MALDI-TOF/TOF
analiz sonuglari.

Protein ) ]
Protein | Protein )
Erisim Protein Ad1 Protein Tanimi Beklenilen
Kiitlesi | Skoru
Numarasi
Heat shock protein HSP
P08238 | HS90B_HUMAN | 83212 133 90-beta (Is1 sok proteini 1e-009
HSP 90-beta)
60 kDa heat shock protein,
mitochondrial (60 kDa 1s1
P10809 CH60_HUMAN | 61016 145 6.4e-011
sok proteini,
mitokondriyal)
Keratin, type Il
P04264 K2C1_HUMAN | 65999 72 cytoskeletal 1 (Keratin, tip 0.0011
IT hiicre iskeleti 1)
Protein disulfide-isomerase
P30101 | PDIA3_ HUMAN | 56747 228 A3 (Protein disiilfiir- 3.2e-019

izomeraz A3)
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T-complex protein 1

P40227 TCPZ_HUMAN | 57988 93 subunit zeta (T-kompleks 9.9e-006
protein 1 alt birim zeta)
Keratin, type Il
P04264 K2C1 HUMAN | 65999 69 cytoskeletal 1 (Keratin, tip 0.0028
IT hiicre iskeleti 1)
Aldose reductase (Aldoz
P15121 | ALDR_HUMAN | 35830 87 4.4e-005
rediiktaz)
Phosphoglycerate mutase 1
P18669 | PGAM1 _HUMAN | 28786 85 ] 6.9e-005
(Fosfogliserat mutaz 1)
Triosephosphate isomerase
P60174 TPIS_ HUMAN 26653 392 1.3e-035
(Triosefosfat izomerazi)
Alpha-enolase (Alfa
P06733 ENOA_HUMAN | 47139 133 1e-009
enolaz)
GTP-binding nuclear
P62826 | RAN_HUMAN | 24408 188 protein (GTP baglayici 3.2e-015
niikleer protein)
Alpha-enolase (Alfa
P06733 ENOA_HUMAN | 47139 370 2e-033
enolaz)
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L
P14866 | HNRPL_HUMAN | 64092 64 0,0084

(Heterojen niikleer

riboniikleoprotein L)

MALDI-TOF/TOF ile tanimlanmis olan, yukarida verilen, proteinlerin yakin g¢ekimleri
QuantityOne (Bio-Rad, ABD) yazilimi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.10). Tanimlanan

proteinlerin 0. giin’e gore regiilasyon oranlar1 saptanmistir (Tablo 4.6). ‘p’ degeri 1’den

biiyiik oldugu i¢in K2C1 ve PDIA3 proteinleri degerlendirmeye alinmamislardir.
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Sekil 4.10. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin yakin ¢ekimlerinin QuantityOne
(Bio-Rad, ABD) yazilimi ile degerlendirilmesi.
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Tablo 4.6. MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin 0. giin’e gore regiilasyon oranlari
(Agiklamalar: NR, Regiilasyon yok (Not regulated); Up regiilasyon>2.0).

Regiilasyon
_ _ Day0/Day0 | Day3/Day0 | Day6/Day0 | Day9/Day0

Protein Accession Egilim

Oram Orani Oram Oram ]

Paterni
HS90B_HUMAN 1 NR NR 6,25 !

CH60_HUMAN 1 NR 2.4 NR

TCPZ_HUMAN 1 NR 2 2 !
ALDR_HUMAN 1 2,63 2,86 NR !
PGAM1 HUMAN 1 2,78 12,5 2,22 !
TPIS_HUMAN 1 2 3,13 NR !
RAN_HUMAN 1 2,17 2 2,17 !
ENOA HUMAN 1 NR 5 5,56 !
HNRPL_HUMAN 1 2,38 2,70 4,17 !

2-DE deneylerinde tanimlanan ve farkli sekilde regiilasyona ugrayan proteinler STRING

analizine tabi tutuldu (Sekil 4.11). 1. ve 2. kabuklar i¢in secilen maksimum etkilesim

sayisinin S'ten fazla olmamasi durumunda gergeklestirilen STRING analizi sonucunda,

ozellikle, protein katlanmasi (Yanlis Kesif Oran1 (FDR): 2.41e-20), saperon aracili protein

katlanmasi (FDR: 9.91¢-20) ve ‘de novo’ protein katlanmasi (FDR: 2.56e-19) ile iliskili

yolaklara sebebiyet veren bir etkilesimin olustugu gdzlemlendi.
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Sekil 4.11. 2-DE ile tanimlanan ve farkl sekilde regiilasyona ugrayan proteinlerin
STRING analizlerine ait vektor grafigi (Pembe nodlar 2-DE ile tanimlanan proteinleri
gostermektedir).

45.2. Farklilagma Siirecinde Toplanan Protein Orneklerinden nLC-MS/MS

Kiitle Spektrometresi ile Proteinlerin Tanimlanmasi

2-DE deneylerinde asir1 miktarda proteine ihtiya¢ duyuldugu i¢in bir sonraki asamada, 2-
DE deneyleri ile 6rnekleri analiz etmek yerine, nLC-MS/MS Kkiitle spektrometresi ile
orneklerin analizi yapildi. ‘Etiketsiz kantifikasyon’ (Label-free quantification) yapilarak
elde edilen regiilasyon oranlarina bakildi. Yapilan Temel Bilesen Analizi (Principal
Component Analysis, PCA) ile drnekler arasinda ciddi farkliliklar oldugu ve birbirlerinden
ayirt edilebildikleri tespit edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. nLC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen verilerin siniflandirilmasi igin
yapilan PCA analizi.

Yapilan analizlerde farklilasma siireci hakkinda ciddi bilgiler verebilecek proteinlerin
tanimlanmis oldugu gorildi (Ek-2). nLC-MS/MS analizi sonucunda toplamda tim
orneklere ait (Master ve Aday proteinlerin hepsi) 2773 farkli protein tanimlandi (Sekil 4.13).
Bunun yani sira, 0. Giin’e ait 340 adet, 3. Giin’e ait 283 adet, 6. Glin’e ait 280 adet ve 9.
Giin’e ait 271 adet ‘Master Protein’ tanimlandi (Tablo 4.7). ‘Master Protein’ler arasinda 123
adet proteinin tiim gruplar arasinda ortak oldugu belirlendi. Yalnizca 0. giin’e ait 77 adet
‘Master Protein’ tanimladi. Buna karsin yalnizca 9. giin’e ait 36 adet ‘Master Protein’
belirlendi. Ara zaman noktalar1 i¢in gerceklestirilen yalnizca 3. ve 6. giin analizlerinde,
sirasiyla, 30 ve 60 adet ‘Master Protein’ tanimlandi. Tiim gruplarda tanimlanan ‘Master
Proteinler’in en ¢ok 0. giin’de tanimlananlar ile ortak proteinlere sahip olduklar1 dikkat gekti.

Ozellikle 3. giin ve 0. giin’{in 35 adet ortak ‘Master Protein’e sahip olduklar1 gézlemlendi.
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Tablo 4.7. Ara zaman noktalarina gére nLC-MS/MS analizi ile tanimlanan proteinler.

. Tammmlanan Proteinler Tammlanan Proteinler
Ornek (Master) (Master ve Aday)

0. Giin 340 1590

3. Giin 283 1539

6. Giin 280 1479

9. Giin 271 1542

Giinlere Gore Tanimlanan Toplam Proteinler
(Master ve Aday Proteinler)

Giinlere Gore Tanimlanan Toplam Proteinler
(Sadece Master Proteinler)

Sekil 4.13. nLC-MS/MS analizi sonucunda ara zaman noktalarina gore tanimlanan

proteinlere ait Venn semalari.
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nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerin erisim numaralar1 Uniprot Protein veritabanindan
teyit edilerek yeni bir liste olusturuldu. Ardindan, tanimlanan proteinlerin analizlerini
gergeklestirmek icin gruplar arasi diizenli bir artis ya da azalis sergileyen proteinler saptandi.
Ayrica, her bir grup i¢inde (0. Giin, 3. Giin, 6. Giin ve 9. Giin) tanimlanan proteinlere tek
tek ‘PANTHER’ yolak analizi uygulanarak ilgili yolaklar hakkinda bilgiler edinildi.
Ozellikle 0. Giin (farklilastinlmadan 6nce) analizinde G protein ve G protein kenetli
reseptorler ile ilgili yolaklara rastlanirken, 9. Giin (farklilastirilmis) analizinde ise ndéronal

yolaklara rastlandi. Bu yolaklarin detaylar1 Ek-2’de verilmektedir.
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5. TARTISMA

Norobilim ¢alismalarinin en zor kisimlarindan bir tanesi bu ¢alismalarda kullanilacak olan
biyolojik materyallerin ulasiminda yasanilan ciddi zorluklarin olmasidir (Kasap ve ark.,
2017). Calisilacak olan biyolojik materyalin kokeni ve islevini kaybetmeden Once temin
edilebilmesi gibi zorluklarla karsi karsiya kalinmaktadir. Hali hazirda kullanilabilen en
temel modelleme sistemleri arasinda hiicre kiiltiirleri, beyin doku ornekleri ve hayvan
modelleri yer almaktadir. Bu modellerin yami1 sira C. elegans ve D. melanogaster gibi
modeller ile son donemde kok hiicrelerin model olarak kullanimi da ndrobilim
calismalarinda  yerlerini almistir. Ozellikle kok hiicre ¢alismalarinda norojenik
farklilagtirmaya tabi tutulmus olan pluripotent mezenkimal ya da iPS kdkenli kok hiicrelerin
kullanimi bu alanda yerlerini almistir. Ancak kok hiicre kiiltiirlerinin pahaliya mal olusu, 1yi
karakterize edilmelerinde yasanilan zorluklar ve farklilastirma c¢alismalarinda kiiltiir
icerisindeki hiicrelerin %100 farklilagamamalar1 gibi nedenlerden dolayr kok hiicre
calismalarinda da sikintilarla kars1 karsiya kalinmaktadir. SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri
bu baglamda kok hiicrelerde yasanan sikintilarm agilmast adina ideal hiicrelerdir. Ozellikle
bu hiicrelerin karakterizasyonlarinin genom diizeyinde iyi calisilmis olmasi ve kiiltiir
ortaminda homojen bir davranig sergilemeleri nérodejeneratif hastaliklarin hiicre kiiltiiri
diizeyinde modellenmesine imkan tanimaktadir (Krishna ve ark., 2014). Ayrica, SH-SY5Y
hiicreleri ile farkli laboratuvarlarda gercgeklestirilen deneylerin tekrar edilebilir olmasi da

ciddi bir avantaj saglamaktadir.

SH-SYSY hiicre hatt1 ndroblastoma kdkenli hiicreler olup, 4 yasindaki bir kiz ¢cocugunun
kemik iliginden izole edilen SK-N-SH hiicre hattindan ‘subklonlama’ yontemi ile elde
edilmistir. Bu hiicrelerin en 6nemli 6zellikleri arasinda norojenik farklilastirmaya tabi
tutulabilmeleri ve noéronal olarak farklilasabilme yetenekleri yer almaktadir. Gegmis
donemlerde yapilan ¢aligmalar bu hiicrelerin db-cAMP (Kuramoto, Werrbach-Perez, Perez-
Polo, & Haber, 1981; Tojima, Kobayashi, & Ito, 2003), TPA (Guarneri, Cascio, Piccoli,
Piccoli, & Guarneri, 2000; Jalonen & Akerman, 1988; Pahlman ve ark., 1981; Presgraves ve
ark., 2004), RA (Pahlman ve ark., 1984), BDNF (Spina, Squinto, Miller, Lindsay, & Hyman,
1992), vanadat (Rogers ve ark., 1994), NGF (Lavenius, Gestblom, Johansson, Nanberg, &
Pahlman, 1995; Oe ve ark., 2005), kolesterol (Sarkanen ve ark., 2007), estradiol E2
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(Teppola, Sarkanen, Jalonen, & Linne, 2016) ve nérogulin (Agholme ve ark., 2010) gibi
ajanlarla noronal farklilastirmaya tabi tutulabildiklerini gostermistir. Kullanilan
farklilastirma ajanlar1 arasinda ozellikle RA’in en c¢ok tercih edilen ajan oldugu
goriilmektedir. RA ve BDNF en etkili noronal farklilasmay1 saglamis ve son donemde
yapilan farklilastirma calismalarinda ya tek tek ya da ardasik olarak farklilagtirma
deneylerinde kullanilmislardir (Encinas ve ark., 2000; Forster ve ark., 2016; Shipley ve ark.,
2016; Teppola ve ark., 2016). Bu calismada gergeklestirilen noérojenik farklilagtirma
deneylerinde de RA, BDNF, db-cAMP ve B-27 kullanilmistir. Ayrica farklilastirma
stirecinde ‘sodyum piruvat’ igermeyen DMEM besiyeri kullanilarak SH-SY5Y hiicrelerinin
S-tip yani epitel benzeri hiicrelerden ziyade N-tip yani ndron benzeri hiicrelere
farklilastirllma ihtimali kuvvetlendirilmistir (Forster ve ark., 2016). RA’nin hiicre
proliferasyonunu etkiledigi ve noritlerin biliylimesini tetikledigi daha once gosterilmistir
(Nicolini ve ark., 1998; Pahlman ve ark., 1984). BDNF’in néronlarin hayatta kalmasini
arttirdigl, yeni ndronlarin farklilasarak olusmasini tetikledigi yayinlarda rapor edilmistir
(Encinas ve ark., 2000; Goldie, Barnett, & Cairns, 2014). db-cAMP’nin ise farklilasan
hiicrelerin dopaminerjik noron benzeri hiicrelere dogru yonelmesine yardimer olmakla
beraber dopaminerjik néronlar i¢in anahtar bir enzim olan TH’nin aktivitesinde artisa neden
oldugu bilinmektedir (Kume ve ark., 2008). Norobazal besiyeri ile birlikte kullanilan B-27
takviyesinin de noron gelisiminde ve ndronlarin uzun siireli hayatta kalmalarinda rol

oynadig@1 belirtilmektedir (Shipley ve ark., 2016).

Calisma kapsaminda kullanilmasi planlanan farklilastirma protokolii Shipley ve ark.
tarafindan 2016 yilinda yayinlanmig olan protokoldii (Shipley ve ark., 2016). Ancak
baslangi¢ doneminde gergeklestirilen ndrojenik farklilastirma deneylerinde ciddi problemler
ile kars1 karsiya kalind1 ve yaklasik 4 ay siiren bir vakit kayb1 yasandi. Farklilastirmaya tabi
tutulan SH-SYSY hiicrelerinin, protokoliin onuncu giiniinde, ECM ile kaph kiiltiir
tabaklara alinirken kiiltlir tabaklarina tutunmakta zorluk ¢ektikleri gozlemlendi. Ayrica,
noronal farklilagtirma protokolii boyunca da hiicrelerin 6liim oraninin yiiksek oldugu ve
noronal farklilastirmaya direng gosterdikleri saptandi. Yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda bazi makalelerde farklilastirma deneylerinde kullanilacak olan hiicrelerin, 6n sart
olarak, asir1 pasaja maruz kalmamalar1 gerektigi belirtilmekteydi. Clinkii pasaj sayis1 arttik¢a

hiicre hatlarinda ‘replicative senescence’ yani replikatif hiicre yaglanmasi goriilebilmekteydi
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(Falkenburger & Schulz, 2006). Bu baglamda, yasanilan sorunlarin kaynaginin
laboratuvarimizda rutin olarak kullanilan SH-SY5Y hiicrelerinin uzun siiredir pasajlaniyor
olmasma dayanabilecegi diistiniildii. Bu nedenle mevcut hiicreleri kullanmak yerine
‘American Type Culture Collection’ dan (ATCC, ABD) yeni bir SH-SYSY hiicre hattinin
satin alinmasi planlandi. Bu tez ¢alismasi {iniversitemizin ‘Bilimsel Arastirmalar Projesi’
(BAP) birimi tarafindan desteklenmektedir. Ancak onaylanan proje biit¢elerinin doktora
tezlerini yonetebilmek acisindan yetersiz kalmasi sebebi ile proje siireclerinde bazi mali
kisitlamalar yasanabilmektedir. Bu yilizden de proje i¢in gerekli olan yeni SH-SY5Y
hiicreleri dogrudan ATCC’den alinamadi. Diger {iniversitelerdeki laboratuvarlar ile yapilan
goriismeler sonucunda Istanbul Teknik Universitesi (ITU)’de pasaj sayis1 20 (P=20) olan
SH-SYSY hiicrelerinin bulundugu ve bu hiicreleri laboratuvarimizla paylasabilecekleri
ogrenildi. Bu hiicreler ITU’den laboratuvarimiza transfer edildi. Ardindan, hiicreler
cogaltilarak stok kiiltiirleri yapildi ve saklamalari alindi. Sonrasinda ise ¢alismalara bu
hiicreler ile devam edildi. Yapilan ilk deneylerde basarili sonuglar elde edildi ve hiicrelerin
morfolojilerinde noronal farklilagsma gozlemlendi. Ancak Shipley ve ark. (2016) tarafindan
onerilen protokoliin olduk¢a uzun bir protokol olmasi nedeni ile protokol sonunda elde
edilen hiicre sayilarmin hem protein hem IF hem de RNA calismalarini yiiriitebilecek
diizeyde olmadig: fark edildi. Tekrar yapilan literatiir taramas1 sonucunda, farkli yayinlarda
farkli noronal farklilastirma protokollerinin kullanildigi ve farklilasgtirmanin daha kisa
slirede basarilabildigi tespit edildi (Encinas ve ark., 2000; Forster ve ark., 2016; Kovalevich
& Langford, 2013; Shipley ve ark., 2016). Sonug olarak; bu yayinlardan yola ¢ikilarak dokuz
giinliik ve iyilestirilmis bir optimize protokol olusturuldu. Yapilan 6n deneme ¢aligmalarinda
kullanilan optimize farklilastirma protokolii ile SH-SYS5Y hiicrelerinin dokuz giin gibi kisa
bir siire i¢erisinde morfolojik olarak ndron-benzeri hiicrelere yliksek oranda farklilastiklar
gozlemlendi. Ayrica, farklilagsma kiiltlirtindeki 6liim oraninin dnceki protokole gore daha
diisiik seyrettigi goriildii. Bu asamadan sonra projede yeni gelistirilen farklilastirma

protokoliiniin uygulanmasina karar verildi.

Proje kapsaminda Onerildigi iizere noronal farklilagsma siirecini karakterize etmek i¢in IF
boyama caligmalar1 gergeklestirildi. Bu amacgla kullanilan bazi markér proteinlerin
ekspresyonlar1 farklilagtirmaya tabi tutulmamis hiicrelerde de gézlemlenmekteydi. Ancak

test edilen tiim markorlerin ifade miktarlarinda farklilasma siireci boyunca ciddi artiglar
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gozlemlendi. Ozellikle NeuroD1 ve Neun diizeylerindeki artiglar dikkat cekiciydi.
Literatiirde bahsedilenin aksine 0. ve 9. glin boyamalarinda TH pozitivitesi gozlemlenemedi.
Bu deney iki farkli markadan temin edilen antikorlar ile tekrar edilmesine ragmen ayni
sonuglar elde edildi. Bu bulgu farklilasan hiicrelerin dopaminerjik néron benzeri hiicrelerden
ziyade diger noron benzeri hiicrelere farklilasabilme ihtimallerine isaret ediyordu. 9. giin
deneylerinde, tiim markor proteinlere ek olarak, alfa-tubulin de hiicre morfolojisinin
goriintiilenmesi amaci ile ¢alisildi. SH-SYSY hiicrelerinin basarili bir sekilde néronal olarak
farklilastiklarinin gostergelerinden olan uzamis noritlerin varligi, dallanma ve hiicreler arasi

ag olusumu ise oldukc¢a goze carpan bir durumdaydi.

IF boyamalarina ek olarak, noronal farklilasmay1 karakterize etmek amaciyla
gerceklestirilen WB deneyleri proje kapsaminda en ¢ok zaman ve kaynak harcayip en zor
sonu¢ alan kismi olusturdu. Bu amagla Western BLoT Immuno Booster ve Western BLoT
Blocking Buffer (Takara Bio Inc., Japonya), Signal Enhancer HIKARI (Nacalai Tesque Inc.,
ABD) gibi kimyasal ve SNAP i.d. 2.0 Protein Detection System (Merck Millipore, Almanya)
gibi teknik ekipmanlar ile tiim WB deneyleri optimize edilmeye c¢alisildi. Tekrarlanan
deneyler sonucunda, nonspesifik bantlardan olabildiginde uzaklasmak adina, tiim primer
antikorlar %1 yagsiz siit tozu igeren bloklama solisyonu ile hazirlandi. IF mikrokopi
caligmalarinda gdzlemlenebilmesine ragmen orta beyin dopaminerjik ndronlarinin
spesifikasyonunda rol oynayan Nurrl ndronal markér proteininin ifade seviyesi WB
yontemi ile gozlemlenemedi. Oysaki literatiirde noronal farklilasma esnasinda artmasi
beklenilmekte idi (Sakurada ve ark., 1999). Diger taraftan, diger noérojenik markor
proteinlerine ait ilgili protein bantlar1 arzu edilen kalite ve seviyede olmasa da (Nestin,
NeuroD1 ve NeuN) WB yontemi ile tayin edilebildi. En yiiksek Nestin seviyesi 0. giin’de
yani farklilagsmayan hiicrelere ait 6rneklerde goriildii. Literatiir taramas1 yapildiginda da
Nestin proteininin seviyesinin terminal noronal hiicre farklilasmasi sirasinda azalmasi
beklenilmekte idi (Duggal & Hammond, 2002). ilging bir sekilde Neun proteininin olgun
noronlarda eksprese olmasi beklenilmekteyken (Gusel'nikova & Korzhevskiy, 2015),
yapilan WB ¢alismalarinda Neun proteininin ifade seviyesinde zamanla azalma goriildii.
Noronal farklilasma sirasinda TH diizeylerindeki degisimler WB yontemi ile incelenmesine
ragmen gozlemlenemedi. Hatta bu amagla yapilan deneylerde iki farkli TH epitopunu

tantyan iki farkli TH antikoru kullanildi. Bu bulgu TH ifadesinin IF mikroskopi ile
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goriilememesini de agiklamaktaydi. Oysaki TH’nin katekolaminerjik yolakta hiz sinirlayici
enzim olarak rol oynadigi bilindigi i¢in farklilagma siireci sonunda ekspresyonunun artmasi
beklenilmekte idi (Gates ve ark., 2006). Yapilan WB deneyleri sonucunda TH
diizeylerindeki degisimlerin belirlenememesi, farklilasan hiicrelerin dopaminerjik néron-
benzeri hiicrelerden ziyade diger noronal hiicre tiplerine dogru farklilasmis olabilecekleri
sorusunu akla getirdi. Bu soruya cevap verebilmek i¢in D1IDR, D2DR, DAT ve DDC
proteinlerindeki degisimlere bakildi. Bu proteinlerin dopamin sentezi ve homeostazinda
gorev alan diger proteinler olmalarindan dolay:1 ifade seviyelerinin farklilagsma siirecinde
artmasi beklenilmekte idi (Nestler & Aghajanian, 1997; Storch ve ark., 2004). Yapilan WB
deneyleri sonucunda bu proteinlerin ekspresyon seviyelerindeki goriilen artig hiicrelerin
dopaminerjik noron-benzeri hiicrelere farklilastigina isaret etmektedir. WB caligmalar
sirasinda PH’nin olusumunda rol oynadiklari bilinen DJ-1, PINK1, VPS35, SNCA ve Parkin
(Scott ve ark., 2017) proteinlerinin seviyelerindeki degisimler de incelendi. DJ-1 ifade
seviyelerinin farklilagma siiresince degismedigi gozlemlendi. Oysaki DJ-1 proteininin
farklilastirma siirecinde ndroprotektif etkisinden dolayr ifade seviyesinde artis
beklenmekteydi (Lopes ve ark., 2010). Parkin diizeyleri 3. Giin 6rneklerinde az bir artig
gostererek farklilasma siiresince zayif seyretti. PINK1 ifade diizeyi iki farkli PINK1
epitopunu taniyan iki farkli antikor ile ¢alisildi ve farklilasma siireci boyunca tiim 6rneklerde
goriildi. SNCA ifade diizeyi, ilging bir sekilde, sadece pozitif kontrol doku lizatinda
gozlemlenebildi. Oysaki Insan Protein Atlast (The Human Protein Atlas, Isvec)
veritabaninda farklilastirllmamis SH-SYS5Y hiicrelerinde SNCA ekspresyonunun varligi
belirtilmektedir. VPS35 ifade diizeyinin ise 6zellikle 3. giin 6rneginde arttigi, sonrasinda
ifade diizeyinin azaldig1 goriildii. Noronal farklilastirma siireci sonrasinda bu proteinlerden
beklenilen ekspresyon profilleri hakkinda detayl bilgi heniiz literatiirde yer almamaktadir.
Burada sunulan verilerin bu alanda yapilacak olan c¢alismalara 151k tutmasi
hedeflenmektedir. Yapilan her deneyden sonra strip edilen membranlar ‘internal kontrol’
olarak kullanilan Aktin antikoru ile tekrar blotlanarak kontrol edildi. Aktin ifadesinin

farklilagma stiresince degismeden kaldig1 goriildii.

IF ve WB ¢aligmalar1 sonucunda takip edilen markorlerin ifade diizeylerinin bazi noktalarda
literatiir ile uyusmadigi goriildii. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, farkli ¢aligmalar

arasinda yasanan bu varyasyonlarin sebeplerinin her laboratuvar i¢in kullanilan
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farklilagtirma yontemlerinin (farklilastirma ajanlari, besiyerleri, farklilagtirma siireci gibi)
farkli olmasi, hiicre kaynaklarinin farkli olmasi ve kullanilan hiicrelerin epigenetik

karakterleri ile ilgili olabilecegi anlasilmistir (Xicoy ve ark., 2017).

Farklilasma siirecini daha iyi degerlendirebilmek ve elde edilen verileri kendi iclerinde
dogrulayabilmek i¢in qRT-PCR ¢alismalar1 yapildi. qRT-PCR deneylerinde gerekli olan
primerlerin temin edilebilmesi i¢in sahip olunan mali imkanlarin yetersizligi sonucunda
proje kapsamindaki SNCA ve LRRK2 genlerine ait qRT-PCR primerleri siparis edilemedigi
icin calisilamadi. Farklilagma siirecinde SH-SYSY hiicrelerinden izole edilen RNA’larin
yuritildigli formaldehit-agaroz jeller RNA’larin  kalitesinin ve bu RNA’lardan
sentezlenecek olan cDNA’larin ¢alisma i¢in uygun olduklarini gosterdi. DDC, Park2, TH,
DJ1, DRD1, PINK1, VPS35, NeuN, Aktin, NeuroD1, Nurrl, Nestin ve DAT genlerine ait
primerler kullanilarak qRT-PCR  c¢alismalar1  gergeklestirildi.  Ayrica, literatiir
arastirmalarinda ‘internal kontrol” olarak GAPDH geninin tavsiye edildigi goriildi. Cilinki
Aktin gen seviyesi farklilagsma siireci boyunca stabil kalamiyordu. Bu durum yapilan 6n
deneme gRT-PCR c¢alismalarinda da gézlemlendi. Dolayisiyla Aktin yerine GAPDH geni
‘internal kontrol’ olarak belirlenerek qRT-PCR c¢alismalarina devam edildi. qRT-PCR
caligmalar1 sonucunda elde edilen gen ekspresyonlarinin regiilasyonlarina istinaden néronal
bir fenotipin olustugu gorildi. 0. ve 9. gin’lerdeki genlerin ifade seviyeleri
karsilagtirildiginda, 9. giin’deki genlerin ekspresyonlarinda 0. giin’e oranla artis oldugu tayin
edildi. Farklilasma siirecinin ara zaman noktalar1 olan 3. ve 6. giinler’deki ekspresyon
dalgalanmalar1 her bir geninin farklilastirma ajanlarina karsi olan tepkileri ile iliskilendirildi.
6. giin’de, muhtemelen BDNF’in besiyerine eklenmesi ile, bakilan genlerin ifade

seviyelerinde belirgin farkliliklar goriildii.

Calismanin bir diger basamaginda, ndéronal farklilagma siirecinin protein/proteom diizeyinde
incelenebilmesi igin 2-DE ve nLC-MS/MS calismalar1 yapildi. lyilestirilen farklilastirma
protokoliine ragmen 6zellikle 9. giin’e dogru, hiicreler néronal olarak farklilastik¢a, hayatta
kalma seviyelerinin az da olsa diistiigli goriildii. Hiicre kiiltiirii deneylerinin planlanmasi
WB, 2-DE ve nLC-MS/MS c¢aligmalariin yiiriitiilebilecegi miktarda protein elde etmek
lizere tasarlanmisti. Ancak Ozellikle WB c¢alismasinda beklenilen sonuglarin elde

edilememesinden dolayi tekrar edilen deneylerde projenin WB basamag icin ayrilan protein
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miktarlarindan daha fazlasi kullanildi. Bu nedenle 2-DE deneylerinde daha az protein
miktarma ihtiya¢ duyan 7 cm IPG stripler tercih edildi. ilk olarak 7 cm, pH 3-10, NL IPG
stripler kullanilarak protein 6rnekleri birinci boyutta izoelektrik noktalarina gore fokuslandi.
Ardindan, ikinci boyutta ayrim gergeklestirilerek regiilasyon paterni goriilen protein spotlari
belirlendi ve jellerden kesildi. Kesilen protein spotlar1 tayin edilmek tizere MALDI-
TOF/TOF cihazina verildi. Bu noktada kesilen 29 spottan 13 tanesi yiiksek MALDI skoru
ile tanimlanabilmistir. Diger spotlarin MALDI-TOF/TOF skorlar1 diisiik oldugu ig¢in
degerlendirmeye alinmamislardir. Tanimlanan proteinlerin PANTHER yolak analizi
yapildiginda ilging bir sekilde sadece ‘glikoliz’ yolag1 (P00024) ile karsilasildi. Ozellikle,
MALDI-TOF/TOF c¢alismasi sonucunda tanimlanan ‘Enolaz’ ve ‘Triosefosfat izomeraz’
glikolitik enzimlerinin varlig1 ‘glikoliz’ yolagmin elde edilmesini anlamli kilmistir.
Tanimlanan proteinler ile gerceklestirilen STRING analizi sonucunda heksoz olusumuna yol
acan yolaklarla iligkili 4 adet protein (ENOA, PGAM1, TPIS ve ALDR) belirlendi. ENOA,
PGAMI1 ve TPIS proteinlerinin ‘glukoneogenez’ yolagiyla da etkilesim iginde oldugu
gbzlemlenmistir. Bunlarin yani sira ‘glikoliz’ ve ‘karbonhidrat metabolizmasi’ da etkilesim
icinde olunan yolaklar arasinda yer almaktadir. Noronal farklilagma siirecinde hiicresel
homeostazi saglamak i¢in enerji metabolizmasinin aktif oldugu, 6zellikle, mitokondrinin
noronal gelisimin diizenlenmesinde rol oynadigi literatiirde yer almaktadir (Maffezzini,
Calvo-Garrido, Wredenberg, & Freyer, 2020). 1. ve 2. kabuklar i¢in se¢ilen maksimum
etkilesim sayisinin 5'ten fazla olmamasi durumunda gergeklestirilen STRING analizi
sonucunda, Ozellikle, protein katlanmasi, saperon aracili protein katlanmasi ve ‘de novo’
protein katlanmasi ile iliskili yolaklara sebebiyet veren bir etkilesimin olustugu gézlemlendi.
Boylece noronal farklilagma siirecinde protein katlanmasi ile iligkili proteinlerin
sentezlenmeye basladigi anlasildi. Farklilasmis ve stres altindaki hiicrelerin protein
katlanma islemlerinde, farklilasmayan hiicrelere oranla, degisimlerin oldugu ve hiicresel
ortamdaki degisikliklerin morfolojik, proteazomal ya da post translasyonel modifikasyonlar
(PTM) gibi etkilere yol actig1 bilinmektedir (Gnutt, Sistemich, & Ebbinghaus, 2019).

Dolayistyla, STRING analizi ile elde edilen bulgularn literatiir ile de ortlistiigii goriilmiistiir.

nLC-MS/MS tandem kiitle spektrometre sistemi ile tanimlanan proteinlerin analizlerinde
gruplar aras1 diizenli bir artis ya da azalis sergileyen proteinler saptandi. Tanimlanan

proteinler arasinda, ndronal farklilasma sirasinda, ‘Hiicresel retinoik asit baglayici protein
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2’nin  (P29373) azalan bir profil sergilemesinin farklilasma siirecinde kullanilan
besiyerlerinin igerikleri ile dogru orantili olabilecegi kanisina varildi. 2-DE ¢aligmasi ile
onceden tanimlanmis olan ‘GTP baglayici niikleer protein Ran’ (BSMDF5) nLC-MS/MS ile
de azalan bir profil sergileyerek tanimlandi. Diger taraftan, nérotrofik faktér gérevi goren
ve norogenezi tesvik edici 6zelligi ile bilinen ‘Neudesin’ proteini (QI9UMX5) de farkilasma
stirecinde artan bir profil sergileyerek tanimlandi (Moutaoufik ve ark., 2019). Ayrica,
norogenezde rol oynayan ‘Norosekretuar protein VGF’ (015240) de farklilasma siirecinde
artan bir profil sergileyerek nLC-MS/MS ile tayin edildi. Yalnizca 9. giin’de tanimlanan
proteinler incelendiginde, dopaminin noradrenaline doniisiimiinde rol oynadigi bilinen
‘Dopamin beta-hidroksilaz’ proteini (P09172) ile karsilasildi (Lamouroux ve ark., 1987).
Tanimlanan bu protein ile farklilasma siireci sonucunda katekolaminerjik 6zelliklere sahip
bir fenotipin olustugu desteklenmektedir. Noronal gelisimde rol oynayan MAP2 proteini
(AO0A024R3Z1) de yalnizca 9. giin’de tanimlandi. Noronal fenotipi destekleyen proteinlerin
yani sira ‘Tubulin alfa-1B zinciri (P68363), Tubulin'e 6zgii saperon A (ES5RJD8) ve
Sitoplazmik dinein 1 ara zincir 2 (Q13409)’ gibi hiicre iskeleti ile iliskili proteinler ve
ndrotransmitter saliniminda rol oynayan ‘Sinaptozomal iliskili protein 25 protein (P60880)
de yalnizca farklilasan hiicrelerde tanimlanmistir. NLC-MS/MS tandem kiitle spektrometresi
ile gerceklestirilen proteom ¢alismasinda, yalnizca 0. giin PANTHER yolak analizinden elde
edilen verilere gore; 0. giin’de daha ¢ok G protein ve G protein kenetli reseptorler ile ilgili
yolaklara rastlanmistir. Yalnizca 3. giin PANTHER yolak analizinden elde edilen verilere
gore; anjiyogenez, sinyal transdiiksiyon ve apoptozis ile ilgili yolaklar saptandi. Devaminda,
yalnizca 6. giin i¢in yapilan PANTHER yolak analizinde enerji metabolizmasi ile ilgili
yolaklara rastlandi. Yalnizca 9. giin igin yapilan PANTHER yolak analizinde ise ndronal
depolarizasyon ve katekolamin sentezi ile ilgili yolaklar tayin edildi. Ilgingtir ki 0. giin, 3.
giin ve 9. giin PANTHER yolak analizlerinin kesisiminde sadece ‘Dopamin reseptorii aracilt
sinyal yolagi’ (P05912) saptandi. 0. giin, 6. giin ve 9. giin PANTHER yolak analizlerinin
kesisiminde ise sadece ‘Gonadotropin salgilatict hormon reseptor yolagi’ (P06664) tayin
edildi. nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerin PANTHER yolak analizi sonucunda tahmin
edilen bu yolaklarin enerji metabolizmasina bagimli yolaklar olmalart ile MALDI-TOF/TOF
yontemi ile tanimlanan proteinlerin PANTHER yolak analizi sonucunda ‘glikoliz’ yolag: ile

karsilagilmasi arasinda uyumlu bir baglantinin oldugu gézlemlenmistir.
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Calismanin son asamasinda nLC-MS/MS deneyleri sonucunda yalnizca 9. giin’de
tanimlanan MAP2 proteinini dogrulamak amaci ile MAP2 qRT-PCR primeri de siparis
edildi ve ardindan MAP2 genine ait gRT-PCR c¢aligsmasi da yapildi. qRT-PCR ¢alismasindan
elde edilen verilere gére MAP2 geninin ekspresyon seviyesinin 0. giin’e oranla 9. giin’de
artig gosterdigi belirlenmistir. Bu baglamda, nLC-MS/MS ve qRT-PCR verileri birbirlerini
dogrulayici nitelik tasimaktadir. Ancak zamansal ve tez caligsmasinin biitgesel durumu goz
Oniinde bulunduruldugunda, 2-DE ve nLC-MS/MS c¢alismalarindan elde edilen verilerin WB
ve gRT-PCR yontemleri kullanilarak dogrulanabilmesi i¢in yeterli zaman ve kaynaga sahip

olunamadig dikkate alinmalidir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug olarak, bu tez projesi ile SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri laboratuvarimizda kendi
gelistirmis oldugumuz, dokuz giinliik, optimize bir protokol ile nérojenik farklilasmaya tabi

tutularak ytiksek oranda noronal olarak farklilasmis hiicre elde edilmistir.

IF ¢alismalar1 tamamlanarak norojenik farklilagsma markorlerinin (Nestin, Neun, NeuroD1
ve Nurrl) farklilagma stirecindeki ifade seviyelerinde meydana gelen degisimler
belirlenmistir. Literatliirde ndronal markorlerin ifade diizeyleri ile ilgili ¢eliskili sonuglarin
bulunmasina ragmen yapilan IF ¢aligmasi sonucunda SH-SYS5Y hiicrelerinin ndronal olarak
farklilastiklarinin gostergeleri olan uzamis noritlerin varligi, dallanma ve hiicreler arasi ag

olusumu gozlemlenmistir. Yapilan hiicre kiiltiirii ile IF ¢aligmasi birbirlerini dogrulamustir.

WB deneyleri yapilarak nérojenik farklilasma (Nestin, Neun, NeuroD1, Nurrl, TH, DDC,
DRDI, DAT) ve PH ile iliskili (PARK2, DJ-1, PINK1, SNCA ve VPS35) markorlerin
farklilagma stirecindeki ifade seviyelerinde meydana gelen degisimler belirlenmistir. Elde
edilen ekspresyon profilleri sonucunda, bu hiicrelerin dopaminerjik ndron benzeri hiicrelere
farklilastiklar1 saptanmustir.  Yapilan hiicre kiiltiirii ile WB deneyleri birbirlerini

dogrulamistir.

2-DE ve nLC-MS/MS deneyleri yapilarak norojenik farklilagsma stirecinde dort farkli ara
zaman noktasina ait protein profilleri, iligkili protein regiilasyonlar1 ve yolaklari
belirlenmistir. Yapilan biyoinformatik analizlerin yardimi ile enerji metabolizmasi ve

katekolaminerjik yolaklara dair ip uglar1 elde edilmistir.

gRT-PCR deneyleri i¢in dort farkli ara zaman noktasindan RNA izolasyonlari ve cDNA
sentezleri yapilmistir. 14 farkli gene (Nestin, Neun, NeuroD1, Nurrl, TH, DDC, DRDI,
DAT, PARK2, PINK1, DJ-1, VPS35, MAP2 ve Aktin) ait ekspresyon profilleri saptanmustir.
Elde edilen verilere gore bu hiicrelerin ndronal olarak farklilastiklari, 6zellikle, dopaminerjik
ndron benzeri bir fenotipe dogru yonlenmis olduklari bir kez daha qRT-PCR deneyleri ile

dogrulanmustir.
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Bu tez c¢alismasi ile norojenik farklilagsmaya tabi tutulan SH-SYSY hiicrelerinin
dopaminerjik ndron benzeri bir fenotipe farklilagmis olduklar1 protein/proteom diizeyinde
teyit edilmistir. BOylece bu hiicrelerin in vitro PH modelleme ¢alismalarinda rahatlikla
kullanilabilecegi bir kez daha dogrulanmis ve gelistirilecek bir konu olarak bilim diinyasina

sunulmustur.
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9. EKLER

EK-1: gRT-PCR Calismasina Ait Sonuglar

Melting Peaks

15,946
14,446
12,946
11,446
9,946
8,446
6,946
5,446
3,946
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2,446
0,946

-0,554

60 65 70 75 g0 85 40
Temperature (*C)

Her bir gen i¢in yapilan qRT-PCR caligmast sonucunda elde edilen erime egrileri.

Amplificstion Carves.
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NeuN, Aktin, NeuroD1, Nurrl, Nestin, MAP2, DAT ve GAPDH Genlerine Ait Amplifikasyon Egrileri
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DDC, PARK2, TH, DJ-1, DRDI1, PINKI, VPS35 ve GAPDH Genlerine Ait Amplifikasyon Egrileri

Her bir gen icin yapilan qRT-PCR c¢aligsmas1 sonucunda elde edilen amplifikasyon egrileri.
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Her bir gen i¢in yapilan qRT-PCR calismasi sonucunda elde edilen regiilasyon oranlari
(internal kontrol: GAPDH)

REFCT
Gen A1 TargetCT ACT AACT 2N-AACT
(GAPDH)
DDC
. 17,52 12,28 5,25 0,00 1,00
0. GUN
DDC
. 16,58 12,33 425 -0,99 1,99
3. GUN
DDC
. 19,53 16,41 3,12 -2,13 4,38
6. GUN
DDC
. 16,03 11,97 4,06 -1,19 2,28
9. GUN
Park2
. 22,65 12,28 10,37 0,00 1,00
0. GUN
Park?2
. 21,62 12,33 9,29 -1,09 2,12
3. GUN
Park2
. 26,49 16,41 10,08 -0,29 1,23
6. GUN
Park?2
. 20,09 11,97 8,12 -2,25 476
9. GUN
TH
. 24,72 12,28 12,44 0,00 1,00
0. GUN
TH
. 20,15 12,33 7,82 -4.62 2459
3. GUN
TH
. 26,30 16,41 9,89 -2,56 5,88
6. GUN
TH
. 18,91 11,97 6,94 -5,50 45 36
9. GUN
DJ-1
. 15,41 12,28 3,13 0,00 1,00
0. GUN
DJ-1 15,38 12,33 3,05 -0,08 1,06
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3.GUN
DJ-1
6. GUN
DJ-1
9. GUN
DRD1
0. GUN
DRD1
3.GUN
DRD1
6. GUN
DRD1
9. GUN
PINK1
0. GON
PINK1
3.GUN
PINK1
6. GUN
PINK1
9. GUN
VPS35
0. GUN
VPS35
3.GUN
VPS35
6. GUN
VPS35
9. GUN
NeuN
0. GUN

17,72

14,06

27,59

26,61

33,44

26,49

19,62

18,06

23,04

17,69

16,94

16,59

19,34

16,50

31,79

16,41

11,97

12,28

12,33

16,41

11,97

12,28

12,33

16,41

11,97

12,28

12,33

16,41

11,97

11,86
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1,31

2,09

15,32

14,28

17,03

14,52

7,34

5,73

6,63

5,72

4,66

4,26

2,93

4,53

19,93

-1,82

-1,04

0,00

-1,04

1,71

-0,80

0,00

-1,61

-0,71

-1,62

0,00

-0,40

-1,73

-0,13

0,00

3,94

2,06

1,00

2,05

0,30

1,74

1,00

3,05

1,64

3,07

1,00

1,32

3,32

1,09

1,00



NeuN
3.GUN
NeuN
6. GUN
NeuN
9. GUN
Aktin
0. GUN
Aktin
3.GUN
Aktin
6. GUN
Aktin
9. GUN
NeuroD1
0. GUN
NeuroD1
3.GUN
NeuroD1
6. GUN
NeuroD1
9. GUN
Nurrl
0. GUN
Nurrl
3.GUN
Nurrl
6. GUN
Nurrl
9. GUN

Nestin

26,62

33,56

27,53

11,37

11,17

14,75

10,90

19,97

19,91

23,38

19,59

27,62

28,74

33,25

26,26

20,34

11,57

17,14

11,87

11,86

11,57

17,14

11,87

11,86

11,57

17,14

11,87

11,86

11,57

17,14

11,87

11,86
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15,06

16,42

15,66

-0,49

-0,39

-2,38

-0,97

8,11

8,34

6,25

7,72

15,76

17,17

16,11

14,39

8,48

-4,87

-3,51

-4,27

0,00

0,10

-1,89

-0,48

0,00

0,24

-1,86

-0,39

0,00

1,42

0,36

-1,37

0,00

29,31

11,37

19,29

1,00

0,94

3,71

1,39

1,00

0,85

3,63

1,31

1,00

0,37

0,78

2,58

1,00



0. GUN
Nestin
3.GUN
Nestin
6. GUN
Nestin
9. GUN
MAP2
0. GUN
MAP2
3. GUN
MAP2
6. GUN
MAP2
9. GUN
DAT
0. GUN
DAT
3.GUN
DAT
6. GUN
DAT
9. GUN

18,21

24,09

18,92

18,34

17,13

21,32

17,27

26,98

26,67

31,17

25,66

11,57

17,14

11,87

11,86

11,57

17,14

11,87

11,86

11,57

17,14

11,87

6,65

6,95

7,05

6,47

5,56

4,19

5,40

15,12

15,10

14,03

13,79

-1,83

-1,53

-1,43

0,00

-0,91

-2,29

-1,08

0,00

-0,02

-1,09

-1,33

3,56

2,89

2,69

1,00

1,88

4,88

2,11

1,00

1,01

2,13

2,51

gRT-PCR ¢alismasi sonucunda elde edilen verilerin 0. Giin’e kars1 yapilan REST analizi

sonuglart.

Gen Ad1

DDC (3. GUN)

Mutlak Gen

Regiilasyonu

1,99

(Mutlak Gen
Regiilasyonu)
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2log

0,99

Upregiilasyon

1,99

Down

Regiilasyon



DDC (6. GUN)
DDC (9. GUN)
PARK2 (3. GUN)
PARK?2 (6. GUN)
PARK2 (9. GUN)
TH (3. GUN)
TH (6. GUN)
TH (9. GUN)
DJ-1 (3. GUN)
DJ-1 (6. GUN)
DJ-1 (9. GUN)
DRDI1 (3. GUN)
DRD1 (6. GUN)
DRD1 (9. GUN)
PINK1 (3. GUN)
PINK1 (6. GUN)
PINK1 (9. GUN)
VPS35 3. GUN)
VPS35 (6. GUN)
VPS35 (9. GUN)
NeuN (3. GUN)
NeuN (6. GUN)
NeuN (9. GUN)
Aktin (3. GUN)
Aktin (6. GUN)
Aktin (9. GUN)
NeuroD1 (3. GUN)
NeuroD1 (6. GUN)
NeuroD1 (9. GUN)
Nurrl (3. GUN)
Nurrl (6. GUN)

4,37
2,28
2,12
1,23
4,76
24,59
5,88
45,35
1,06
3,54
2,06
2,05
0,30
1,74
3,05
1,64
3,07
1,32
3,32
1,09
29,32
11,37
19,29
0,94
3,72
1,39
0,85
3,63
1,31
0,38
0,78
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2,13
1,19
1,09
0,29
2,25
4,62
2,56
5,50
0,08
1,82
1,04
1,04
-1,71
0,80
1,61
0,71
1,62
0,40
1,73
0,13
4,87
3,51
4,27
-0,10
1,89
0,48
-0,24
1,86
0,39
-1,42
-0,36

4,37
2,28
2,12
1,23
4,76
24,59
5,88
45,35
1,06
3,94
2,06
2,05

1,74
3,05
1,64
3,07
1,32
3,32
1,09
29,32
11,37
19,29

3,72
1,39

3,63
1,31

3,28

1,07

1,18

2,67
1,28



Nurrl (9. GUN)
Nestin (3. GUN)
Nestin (6. GUN)
Nestin (9. GUN)
MAP2 (3. GUN)
MAP2 (6. GUN)
MAP2 (9. GUN)
DAT (3. GUN)

DAT (6. GUN)

DAT (9. GUN)

2,58
3,57
2,89
2,69
1,88
4,88
2,11
1,01
2,13
2,51
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1,37
1,83
1,53
1,43
0,91
2,29
1,08
0,02
1,09
1,33

2,58
3,57
2,89
2,69
1,88
4,88
2,11
1,01
2,13
2,51



EK-2: nLC-MS/MS Calismasina Ait Sonuglar

#
Coverage ]
Erisim No. Tamm Unique
[%0] :
Peptides

Thioredoxin domain-
095881 o ) 8 1
containing protein 12
Peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase FKBP3 OS=Homo

Q00688 _ 5 1
sapiens GN=FKBP3 PE=1
Sv=1
Protein S100-A6 OS=Homo
P06703 sapiens GN=S100A6 PE=1 9 1
Sv=1

cDNA FLJ77877, highly
similar to Human ENO2
A8K3B0 neuron specific (gamma) 6 1
enolase OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

[kDa]

124

MW

19,2

25,2

10,2

47,3

calc.

pl

5,4

9,28

5,48

5,03

Abundance
Ratio: (3. giin) /
(0. giin)

1000

1000

1000

1000

Abundance Abundance
Ratio: (6. giin)  Ratio: (9. giin) /
/ (0. giin) (0. giin)
1000 1000
1000
1000 1000
1000



P80723

E9KL44

AOA087X1IN7

Q13151

Q13315

P27695

Brain acid soluble protein 1
OS=Homo sapiens
GN=BASP1 PE=1 SV=2
Epididymis tissue sperm
binding protein Li 14m
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Nebulin OS=Homo sapiens
GN=NEB PE=4 SV=1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein AQ
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPAO PE=1 SV=1
Serine-protein kinase ATM
OS=Homo sapiens
GN=ATM PE=1 SV=4
DNA-(apurinic or

apyrimidinic site) lyase

22,7

82,9

990,2

30,8

350,5

355

125

4,63

9,04

9,01

9,29

6,81

8,12

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000



OS=Homo sapiens
GN=APEX1 PE=1 SV=2
Keratin, type | cuticular Hal
Q15323 OS=Homo sapiens
GN=KRT31 PE=2 SV=3
Guanine nucleotide binding
protein (G protein), beta
A0A024R056 polypeptide 1, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=GNB1 PE=4 SV=1
Isocitrate dehydrogenase
B2R5M8 [NADP] OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Keratin, type Il cuticular Hb1
Q14533 OS=Homo sapiens
GN=KRT81 PE=1 SV=3
SH3 domain binding
D3DPK5 glutamic acid-rich protein
like 3, isoform CRA a

126

47,2

37,4

46,6

54,9

26,8

4,88

7,01

5,47

8,38

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000

1000



P62917

P38159

Q15366

Q6DEN?2

K7ESO00

(Fragment) OS=Homo
sapiens GN=SH3BGRL3
PE=4 SV=1
60S ribosomal protein L8
OS=Homo sapiens
GN=RPL8 PE=1 SV=2
RNA-binding motif protein,
X chromosome OS=Homo
sapiens GN=RBMX PE=1
SVv=3
Poly(rC)-binding protein 2
OS=Homo sapiens
GN=PCBP2 PE=1 SV=1
DPYSL3 protein OS=Homo
sapiens GN=DPYSL3 PE=2
Sv=1
Histone H3.3 (Fragment)
OS=Homo sapiens
GN=H3F3B PE=1 SV=1

127

28

42,3

38,6

73,9

16,6

11,03

10,05

6,79

6,55

11,84

1000

1000

1000

35,754

1000

1000

1000

13,123

1000

1000

1000

1000

52,045



Nucleophosmin OS=Homo

P06748 sapiens GN=NPM1 PE=1
Sv=2
Myosin-10 OS=Homo
P35580 sapiens GN=MYH10 PE=1
SVv=3

Sodium/potassium-
N o transporting ATPase subunit
alpha-3 OS=Homo sapiens
GN=ATP1A3 PE=4 SV=1
Leucine-rich PPR-motif
containing OS=Homo
sapiens GN=LRPPRC PE=4
Sv=1
Tubulin-specific chaperone A
E5RJD8 OS=Homo sapiens

GN=TBCA PE=1 SV=1

ESKNY5

Hematological and
QIUKT76 _
neurological expressed 1

21

32,6

228,9

133,2

157,8

14,3

16

128

4,78

5,54

6,1

6,13

5,12

5,6

6,739

42,707

55,445

222,899

3,093

10,837

38,902

0,001

60,864

138,435

8,766

7,26

47,395

42,104

42,059

32,761

28,429

19,941



protein OS=Homo sapiens
GN=HN1 PE=1 SV=3
cDNA, FLJ92530, highly
similar to Homo sapiens
chromogranin B
(secretogranin 1) (CHGB),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

B2R5M3

Stomatin-like protein 2,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=STOML2 PE=1
Sv=1

QoUJZ1

Keratin, type I cuticular Ha3-
AOA087X216 I OS=Homo sapiens
GN=KRT33B PE=3 SV=1
Ribosomal protein S19
Q8WVX7 (Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

78,2 5,1

38,5 7,39
46,1 4,84
17,3 10,52

129

1,698

8,314

0,001

0,001

1,059

15,938

0,001

4,24

13,83

8,66

8,54

8,509



F1TOF7

Q32Q12

P13521

Q53F64

BOYIW?2

Cellular retinoic acid binding
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=CRABP1 PE=2 SV=1

Nucleoside diphosphate
kinase OS=Homo sapiens
GN=NME1-NME2 PE=2

Sv=1
Secretogranin-2 OS=Homo
sapiens GN=SCG2 PE=1
SvV=2

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein AB
isoform a variant (Fragment)

OS=Homo sapiens PE=2

Sv=1
Apolipoprotein C-I11
OS=Homo sapiens
GN=APOC3 PE=4 SV=1

9

8

14

15,6

32,6

70,9

36

12,8

130

5,38

8,48

4,75

7,42

8,18

1,154

10,418

3,294

6,224

1,768

0,001

5,839

2,801

3,808

1,79

8,221

8,046

7,554

6,852

6,336



14-3-3 protein zeta/delta
(Fragment) OS=Homo
E7EX29 \ 21
sapiens GN=YWHAZ PE=1
Sv=1
Putative RNA-binding
protein Luc7-like 2
AOAOQAGYYJS ) 3
OS=Homo sapiens
GN=LUC7L2 PE=4 SV=1
Neurosecretory protein VGF
015240 OS=Homo sapiens GN=VGF 52
PE=1SV=2
E3 ubiquitin-protein ligase
Q06587 RING1 OS=Homo sapiens 7
GN=RING1 PE=1 SV=2
Small ubiquitin-related
modifier 3 OS=Homo
A8MU27 ] 8
sapiens GN=SUMO3 PE=1

Sv=1

22

131

28

54,2

67,2

42,4

16,9

4,92

10,13

4,78

5,62

9,67

4,575

6,179

1,222

0,901

5,032

1,898

3,719

1,254

1,404

3,197

6,082

5,451

5,058

4,968

4,96



ESRJR5

B5BUB1

P68371

P13645

P29373

Q5U077

S-phase kinase-associated
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=SKP1 PE=1 SV=1
RuvB-like 1 (Fragment)
OS=Homo sapiens
GN=RUVBL1 PE=2 SV=1
Tubulin beta-4B chain
OS=Homo sapiens
GN=TUBB4B PE=1 SV=1
Keratin, type | cytoskeletal
10 OS=Homo sapiens
GN=KRT10 PE=1 SV=6
Cellular retinoic acid-binding
protein 2 OS=Homo sapiens
GN=CRABP2 PE=1 SV=2
L-lactate dehydrogenase
OS=Homo sapiens
GN=LDHB PE=2 SV=1

7

26

22

10

132

18,7

50,2

49,8

58,8

15,7

36,6

4,7

6,42

4,89

5,21

5,4

6,05

5,018

0,959

4,438

0,936

7,3

0,881

0,223

1,063

6,134

5,626

4,223

0,514

4,41

4,395

4,31

4,186

4,074

4,05



P35908

B1APY8

A0A024R0Q4

B2R5W3

P62263

Keratin, type Il cytoskeletal 2
epidermal OS=Homo sapiens
GN=KRT2 PE=1 SV=2
ELAV-like protein
OS=Homo sapiens
GN=ELAVL4 PE=3 SV=1
Phospholipase D family,
member 3, isoform CRA b
OS=Homo sapiens
GN=PLD3 PE=4 SV=1
cDNA, FLJ92658, highly
similar to Homo sapiens poly
(ADP-ribose) polymerase
family, member 1 (PARP1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
40S ribosomal protein S14
OS=Homo sapiens
GN=RPS14 PE=1 SV=3

14 3)
3 1
2 1
1 1

16 2

133

65,4

42,4

54,7

113

16,3

9,38

6,47

8,88

10,05

0,591

1,776

3,122

2,227

1,617

6,23

3,821

5,496

3,737

1,236

3,906

3,627

3,129

3,071

3,046



Q5JXB2

H3BN98

P13647

Q14108

H6VRG1

Q08211

Putative ubiquitin-
conjugating enzyme E2 N-
like OS=Homo sapiens
GN=UBE2NL PE=1 SVv=1
Uncharacterized protein
(Fragment) OS=Homo
sapiens PE=4 SV=2
Keratin, type Il cytoskeletal 5
OS=Homo sapiens
GN=KRT5 PE=1 SV=3
Lysosome membrane protein
2 OS=Homo sapiens
GN=SCARB2 PE=1 SV=2
Keratin 1 OS=Homo sapiens
GN=KRT1 PE=3 SV=1
ATP-dependent RNA
helicase A OS=Homo
sapiens GN=DHX9 PE=1
Sv=4

7 1 17,4
3 1 27,2
10 3 62,3
4 2 54,3
24 11 66,1
2 3 140,9

134

5,92

9,55

7,74

5,14

8,12

6,84

3,692

2,487

4,335

0,824

3,309

1,77

3,264

4,554

7,365

3,2

4,902

2,949

2,645

2,464

2,441

2,419

2,417



X5DNI1

AOA087X0X3

B3KN29

P23246

Collapsin response mediator
protein 1 isoform A
(Fragment) OS=Homo
sapiens GN=CRMP1 PE=2
Sv=1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein M
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPM PE=1 SV=1
cDNA FLJ13371 fis, clone
PLACE1000656, highly
similar to PRAL family
protein 2 OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Splicing factor, proline- and
glutamine-rich OS=Homo
sapiens GN=SFPQ PE=1
Sv=2

135

74,2

77,5

19,3

76,1

6,86

8,78

9,19

9,44

0,864

2,702

1,735

2,309

1,91

3,266

3,154

2,45

2,405

2,399

2,201

2,149



P11279

P48735

P55084

P27348

075947

Lysosome-associated
membrane glycoprotein 1
OS=Homo sapiens
GN=LAMP1 PE=1 SV=3
Isocitrate dehydrogenase
[NADP], mitochondrial
OS=Homo sapiens
GN=IDH2 PE=1 SV=2
Trifunctional enzyme subunit
beta, mitochondrial
OS=Homo sapiens
GN=HADHB PE=1 SV=3
14-3-3 protein theta
OS=Homo sapiens
GN=YWHAQ PE=1 Sv=1
ATP synthase subunit d,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=ATP5H PE=1
Sv=3

18

136

44,9

50,9

51,3

27,7

18,5

8,75

8,69

9,41

4,78

53

2,846

2,943

1,914

2,29

1,953

5,777

4,188

3,922

1,888

1,705

2,144

2,123

2,119

2,117

2,112



cDNA FLJ54371, highly
Sy similar to Serum albumin . A 703
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Protein disulfide isomerase
related protein (Calcium-
AOA090N8Y2 binding protein, intestinal- 9 5 72,9
related) OS=Homo sapiens
GN=ERP70 PE=4 SV=1
6-phosphogluconate
dehydrogenase,
P52209 decarboxylating OS=Homo 4 1 53,1
sapiens GN=PGD PE=1
Sv=3
Ubiquitin-activating enzyme
AOA024R1A3 E1 (A1S9T and BN?S 1 1 117,8
temperature sensitivity

complementing), isoform

137

6,09

5,07

7,23

5,76

0,489

0,681

1,233

2,224

0,604

1,779

2,393

2,304

2,104

1,99

1,976

1,949



P14625

VOHWB4

B4DES9

AO0A024R371

CRA_a OS=Homo sapiens
GN=UBE1 PE=3 SV=1
Endoplasmin OS=Homo

sapiens GN=HSP90B1 PE=1
Sv=1
Epididymis secretory sperm
binding protein Li 89n
OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-89n PE=2 SV=1
cDNA FLJ60424, highly
similar to Junction
plakoglobin OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
ADP-ribosylation-like factor
6 interacting protein 5,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=ARLG6IP5 PE=4
Sv=1

21

29

14

13

138

92,4

72,3

62,6

21,6

4,84

5,16

5,17

9,77

1,506

1,101

0,001

1,778

2,554

1,8

8,934

2,15

1,945

1,859

1,858

1,845



014828

P02545

P81605

B4DT31

B1AVUS8

Secretory carrier-associated
membrane protein 3
OS=Homo sapiens
GN=SCAMP3 PE=1 SV=3
Prelamin-A/C OS=Homo
sapiens GN=LMNA PE=1
Sv=1
Dermcidin OS=Homo
sapiens GN=DCD PE=1
Sv=2
cDNA FLJ53425, highly
similar to Far upstream
element-binding protein 1
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Saposin-D OS=Homo
sapiens GN=PSAP PE=1
Sv=1

20

10

139

38,3

74,1

11,3

69,8

61,7

7,64

7,02

6,54

7,36

5,22

1,622

0,963

0,486

5,911

0,862

1,751

0,669

2,245

0,737

0,741

1,745

1,742

1,71

1,694

1,675



ABKG6I16

Q6ZU64

B4DR52

P50454

VOHWSE0

cDNA FLJ75092, highly
similar to Homo sapiens
golgi associated, gamma
adaptin ear containing, ARF
binding protein 3 (GGA3),
transcript variant long,
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Coiled-coil domain-
containing protein 108
OS=Homo sapiens
GN=CCDC108 PE=2 S\VV=2
Histone H2B OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Serpin H1 OS=Homo sapiens
GN=SERPINH1 PE=1 SV=2
Epididymis luminal protein
220 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-70 PE=2 SV=1

78,2

217,1

18

46,4

89,3

140

5,72

6,51

10,32

8,69

5,26

0,555

1,414

1,158

1,554

1,788

0,598

1,803

13,63

2,189

1,253

1,666

1,661

1,661

1,634

1,63



QIUKOS

Q9BS26

AOA024R713

P27824

ABK3C3

Guanine nucleotide-binding
protein G(1)/G(S)/G(O)
subunit gamma-8 OS=Homo
sapiens GN=GNG8 PE=1
Sv=1
Endoplasmic reticulum
resident protein 44
OS=Homo sapiens
GN=ERP44 PE=1 SV=1
Dihydrolipoyl dehydrogenase
OS=Homo sapiens GN=DLD
PE=3 SV=1
Calnexin OS=Homo sapiens
GN=CANX PE=1 SV=2
T-complex protein 1 subunit
delta OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

23

141

7,8

46,9

54,1

67,5

57,9

7,14

5,26

7,85

4,6

7,83

1,733

1,37

1,182

1,085

1,858

2,037

3,54

2,324

2,285

2,215

1,612

1,598

1,587

1,583

1,485



B2RB70

QINQ39

QIBVAL

Q61BN6

P04406

P51991

Neurocalcin delta, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=NCALD PE=2 SV=1
Putative 40S ribosomal
protein S10-like OS=Homo
sapiens GN=RPS10P5 PE=5
Sv=1
Tubulin beta-2B chain
OS=Homo sapiens
GN=TUBB2B PE=1 SV=1
CBX1 protein OS=Homo
sapiens GN=CBX1 PE=2
Sv=1
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase OS=Homo
sapiens GN=GAPDH PE=1
Sv=3
Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein A3

36

22,2

20,1

49,9

21,4

36

39,6

142

5,35

10,13

4,89

4,93

8,46

9,01

0,676

0,92

1,067

1,623

1,59

1,374

1,667

1,235

1,992

0,846

1,991

1,637

1,484

1,478

1,474

1,473

1,462

1,46



OS=Homo sapiens
GN=HNRNPAS3 PE=1 SVV=2
Keratin, type | cytoskeletal 9
P35527 OS=Homo sapiens
GN=KRT9 PE=1 SV=3
Retinol binding protein 1,
AOAOAOMQTO  cellular OS=Homo sapiens
GN=RBP1 PE=4 SV=1
Protein disulfide-isomerase
P30101 A3 OS=Homo sapiens
GN=PDIA3 PE=1 SV=4
THO complex subunit 4
E9PB61 OS=Homo sapiens
GN=ALYREF PE=1 SV=1
Epididymis secretory protein
VIHW43 Li 102 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-102 PE=2 SV=1
Receptor protein-tyrosine

V5YQU3 ) )
kinase OS=Homo sapiens

16

15

18

62

22,3

56,7

27,5

22,8

172,6

143

5,24

6,13

6,35

11,05

6,4

8,07

1,066

1,302

1,12

1,058

0,807

2,095

3,182

1,13

1,574

0,366

0,754

2,792

1,404

1,387

1,385

1,384

1,367

1,366



GN=FGFR2-BICC1 PE=2
Sv=1
cDNA FLJ61290, highly
similar to Neutral alpha-
B4DJ30 6 5 1129 6,06 1,372 2,119 1,359
glucosidase AB OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Nesprin-1 OS=Homo sapiens
GN=SYNE1 PE=1 SV=4
cDNA FLJ77177, highly

similar to Homo sapiens

[EEN

Q8NF9I1 1010,5 5,53 0,759 1,182 1,355

arginine-rich, mutated in
ABK878 early stage tumors 5 1 21,1 8,92 0,596 0,861 1,284
(ARMET), mRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Voltage-dependent anion
AO0A024QZN9 channel 2, isoform -CRA_a 9 3 34,5 7,99 1,93 3,164 1,283
OS=Homo sapiens

GN=VDAC2 PE=4 SV=1

144



Q6FHX6

P63261

Q59G24

Q5U016

P62805

B3KNB4

Flap endonuclease 1
OS=Homo sapiens
GN=FEN1 PE=2 SV=1
Actin, cytoplasmic 2
OS=Homo sapiens
GN=ACTG1 PE=1 SV=1
Activated RNA polymerase
Il transcription cofactor 4
variant (Fragment)
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
H.sapiens ras-related HrablA
protein OS=Homo sapiens
GN=RAB1A PE=2 SV=1
Histone H4 OS=Homo
sapiens GN=HIST1H4A
PE=1 SV=2
cDNA FLJ14168 fis, clone
NT2RP2001440, highly

31

15

145

42,6

41,8

151

22,7

11,4

28,2

8,62

5,48

9,38

6,21

11,36

4,89

1,658

1,093

1,814

2,499

1,154

2,051

3,08

0,618

1,871

1,137

0,559

1,279

1,249

1,249

1,245

1,236

1,228



P62913

P23396

Q99714

P49411

P56385

similar to 14-3-3 protein
gamma OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
60S ribosomal protein L11
OS=Homo sapiens
GN=RPL11 PE=1 SV=2
40S ribosomal protein S3
OS=Homo sapiens
GN=RPS3 PE=1 SV=2
3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase type-2
OS=Homo sapiens

GN=HSD17B10 PE=1 SV=3

Elongation factor Tu,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=TUFM PE=1

SV=2
ATP synthase subunit e,

mitochondrial OS=Homo

18

11

17

25

146

20,2

26,7

26,9

49,5

7,9

9,6

9,66

7,78

7,61

9,35

1,317

1,148

1,959

1,891

1,194

2,247

1,712

2,602

2,221

1,227

1,216

1,214

1,191

1,183



QoY277

B2RBD5

P09382

P23284

sapiens GN=ATP5I PE=1
Sv=2
Voltage-dependent anion-
selective channel protein 3
OS=Homo sapiens
GN=VDAC3 PE=1 SV=1
cDNA, FLJ95457, highly
similar to Homo sapiens
tubulin, beta, 4 (TUBB4),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Galectin-1 OS=Homo
sapiens GN=LGALS1 PE=1
Sv=2
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B OS=Homo
sapiens GN=PPIB PE=1
Sv=2

16

30,6 8,66
50,4 4,93
14,7 5,5
23,7 9,41

147

1,85

1,053

0,319

1,135

2,268

1,699

0,233

1,447

1,179

1,177

1,171

1,164



cDNA, FLJ96792, highly
similar to Homo sapiens
calmodulin 2 (phosphorylase
kinase, delta) (CALM2),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Dihydropyrimidinase-like 2

B2RDWO

variant (Fragment)
Q59GB4 _
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Cytochrome c oxidase
subunit 4 isoform 1,
P13073 mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=COX4I1 PE=1
Sv=1
cDNA FLJ77680, highly
similar to Homo sapiens
AB8K3HS8 )
protein phosphatase 2

(formerly 2A), regulatory

148

16,8

68,1

19,6

65,3

4,22

6,24

9,51

5,11

0,743

0,976

1,554

1,434

0,54

1,171

2,136

1,834

1,156

1,154

1,149

1,148



Q9Y5B9

P31150

P68104

P99999

subunit A (PR 65), alpha
isoform (PPP2R1A), mRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
FACT complex subunit
SPT16 OS=Homo sapiens
GN=SUPT16H PE=1 SV=1
Rab GDP dissociation
inhibitor alpha OS=Homo
sapiens GN=GDI1 PE=1
Sv=2
Elongation factor 1-alpha 1
OS=Homo sapiens
GN=EEF1A1 PE=1 SV=1
Cytochrome ¢ OS=Homo
sapiens GN=CYCS PE=1
Sv=2

13

119,8

50,6

50,1

11,7

149

5,66

5,14

9,01

9,57

1,702

0,893

1,368

0,665

1,643

1,164

2,012

0,52

1,145

1,139

1,13

1,103



Core histone macro-H2A.1
075367 OS=Homo sapiens 2 1 39,6
GN=H2AFY PE=1 SV=4
DEAD/H (Asp-Glu-Ala-
Asp/His) box polypeptide 3

Q59GX6 variant (Fragment) 2 1 74,5
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Splicing factor 3B subunit 2
Q13435 OS=Homo sapiens 3 2 100,2

GN=SF3B2 PE=1 SV=2
ATP-dependent RNA
helicase DDX5 (Fragment)
B5BUEG ) 11 7 69,1
OS=Homo sapiens
GN=DDX5 PE=2 SV=1
Dolichyl-
diphosphooligosaccharide--
A0A024RAD5 _ 2 1 50,7
protein glycosyltransferase

48 kDa subunit OS=Homo

150

9,79

7,715

5,67

8,92

6.4

2,396

1,116

0,855

1,168

1,061

0,824

1,51

0,445

1,479

2,872

1,102

1,102

1,098

1,083

1,063



sapiens GN=DDOST PE=3
Sv=1

Annexin OS=Homo sapiens

GN=HEL-S-7 PE=2 SV=1

VIHWEO

Guanine nucleotide-binding
protein G(s) subunit alpha
Q5JWF2 isoforms XLas OS=Homo
sapiens GN=GNAS PE=1
Sv=2
Neural cell adhesion
molecule 1 OS=Homo
sapiens GN=NCAM1 PE=4
Sv=1
L-lactate dehydrogenase A
P00338 chain OS=Homo sapiens
GN=LDHA PE=1 SV=2
Reticulocalbin-2 OS=Homo
Q14257 sapiens GN=RCN2 PE=1
Sv=1

AOA087WWD4

151

35,9

111

97,3

36,7

36,9

5,05

5,03

4,93

8,27

4.4

1,285

0,957

1,165

1,883

1,149

1,776

1,31

1,296

0,585

1,58

1,06

1,05

1,048

1,041

1,037



P51149

P60866

VIHW26

AOA024R0OL6

P04843

Ras-related protein Rab-7a
OS=Homo sapiens
GN=RAB7A PE=1 SV=1
40S ribosomal protein S20
OS=Homo sapiens
GN=RPS20 PE=1 SV=1
ATP synthase subunit alpha
OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-123m PE=2
Sv=1
Platelet-activating factor
acetylhydrolase, isoform Ib,
gamma subunit 29kDa,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=PAFAH1B3
PE=4 SV=1
Dolichyl-
diphosphooligosaccharide--

protein glycosyltransferase

18

17

152

23,5

13,4

59,7

25,7

68,5

6,7

9,94

9,13

6,84

6,38

0,935

0,998

1,204

1,043

1,264

1,095

1,145

1,726

1,466

1,736

1,035

1,027

1,026

1,019

1,015



P62851

E9KL48

043175

A8K3Q7

B2RI9KS8

subunit 1 OS=Homo sapiens
GN=RPN1 PE=1 SV=1
40S ribosomal protein S25
OS=Homo sapiens
GN=RPS25 PE=1 SV=1
Epididymis tissue sperm
binding protein Li 18mP
OS=Homo sapiens
GN=GLUD1 PE=2 SV=1
D-3-phosphoglycerate
dehydrogenase OS=Homo
sapiens GN=PHGDH PE=1
Sv=4
Annexin OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
cDNA, FLJ94440, highly
similar to Homo sapiens
chaperonin containing TCP1,
subunit 6A (zeta 1)(CCT6A),

153

13,7

61,4

56,6

75,8

57,9

10,11

7,8

6,71

5,55

6,8

1,566

1,442

0,843

1,017

1,299

1,456

1,618

1,598

1,376

1,488

1,014

1,009

1,005

1,004

1,003



MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Neudesin OS=Homo sapiens
QI9UMX5 12 2 18,8 5,69 0,557 0,814 0,998
GN=NENF PE=1 SVv=1
Protein disulfide-isomerase

A3 (Fragment) OS=Homo

H7BZJ3 _ 38 1 13,5 7,3 0,717 0,972 0,995
sapiens GN=PDIA3 PE=1
Sv=1
RNA-binding protein EWS
Q01844 OS=Homo sapiens 4 2 68,4 9,33 0,931 0,709 0,993

GN=EWSR1 PE=1 SV=1
T-complex protein 1 subunit
P17987 alpha OS=Homo sapiens 10 5 60,3 6,11 1,371 1,55 0,993
GN=TCP1 PE=1 SV=1
Keratin, type Il cytoskeletal
P04259 6B OS=Homo sapiens 13 1 60 8 0,293 0,298 0,983
GN=KRT6B PE=1 SV=5
Ubiquitin carboxyl-terminal

P45974 4 2 95,7 5,03 1,527 1,017 0,976
hydrolase 5 OS=Homo

154



FAZ\W66

F5H5D3

F8BWARA4

Q00839

AO0A024RDS1

sapiens GN=USP5 PE=1
Sv=2
NF110b OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Tubulin alpha-1C chain
OS=Homo sapiens
GN=TUBAI1C PE=1 SV=1
MICOS complex subunit
MIC19 OS=Homo sapiens
GN=CHCHD3 PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein U
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPU PE=1 SV=6
Heat shock 105kDa/110kDa
protein 1, isoform CRA_c
OS=Homo sapiens
GN=HSPH1 PE=3 SV=1

25

155

95,7

S1,7

27,7

90,5

96,8

8,81

5,07

6,64

a0

1,183

1,06

1,14

1,371

1,722

1,532

1,415

0,972

1,591

1,32

0,97

0,97

0,969

0,968

0,952



Q6IPH7

Q16352

P21796

Q14204

A2A3R6

Q16658

RPL14 protein OS=Homo
sapiens GN=RPL14 PE=2
Sv=1
Alpha-internexin OS=Homo
sapiens GN=INA PE=1
Sv=2
Voltage-dependent anion-
selective channel protein 1
OS=Homo sapiens
GN=VDAC1 PE=1 SV=2
Cytoplasmic dynein 1 heavy
chain 1 OS=Homo sapiens
GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5
40S ribosomal protein S6
OS=Homo sapiens
GN=RPS6 PE=2 SV=1
Fascin OS=Homo sapiens
GN=FSCN1 PE=1 SV=3

5 1 23,8
6 2 55,4
20 4 30,8
1 2 532,1
5 1 28,7
11 5 54,5

156

10,93

5,4

8,54

6.4

10,84

7,24

0,001

0,789

1,627

0,957

1,45

1,218

2,804

1,14

2,297

1,453

2,429

1,592

0,95

0,948

0,946

0,942

0,913

0,908



Q99623

Q5SU16

Q71U36

P62269

H3BNX8

A8K401

Prohibitin-2 OS=Homo
sapiens GN=PHB2 PE=1 20 6
Sv=2
Beta 5-tubulin OS=Homo
sapiens GN=TUBB PE=2 33 2
Sv=1
Tubulin alpha-1A chain
OS=Homo sapiens 28 1
GN=TUBA1A PE=1 SVv=1
40S ribosomal protein S18
OS=Homo sapiens 13 2
GN=RPS18 PE=1 SV=3
Cytochrome c oxidase

subunit 5A, mitochondrial

OS=Homo sapiens ° :
GN=COX5A PE=1 SV=1
Prohibitin, isoform CRA _a

OS=Homo sapiens GN=PHB 42 10

PE=2 SV=1

157

33,3

49,6

50,1

17,7

17,2

29,8

9,83

4,89

5,06

10,99

5,76

1,64

0,855

1,489

2,076

0,842

1,496

2,335

1,824

0,485

0,421

0,973

1,95

0,898

0,897

0,885

0,872

0,871

0,862



I3LOAO

B2R7W4

PO7737

Q9Y2V2

B7Z268

HCG2044781 OS=Homo
sapiens GN=TMEM189-
UBE2V1 PE=4 SV=1
cDNA, FLJ93632, highly
similar to Homo sapiens
heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein R
(HNRPR), mRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Profilin-1 OS=Homo sapiens
GN=PFN1 PE=1 SV=2
Calcium-regulated heat stable
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=CARHSP1 PE=1 SV=2
Single-stranded DNA-
binding protein OS=Homo
sapiens GN=SSBP1 PE=2
Sv=1

42,2

70,9

15

15,9

18,5

158

6,71

7,74

8,27

8,21

10,1

1,035

1,182

0,834

0,294

1,457

0,001

1,2

0,494

0,471

0,872

0,862

0,86

0,86

0,859

0,857



ADP/ATP translocase 2
P05141 OS=Homo sapiens
GN=SLC25A5 PE=1 SV=7
Fatty acid synthase
P49327 OS=Homo sapiens
GN=FASN PE=1 SV=3
26S protease regulatory
P35998 subunit 7 OS=Homo sapiens
GN=PSMC2 PE=1 SV=3
Tumor protein D54
AOA087WYR3 OS=Homo sapiens
GN=TPD52L2 PE=1 SV=1
cDNA, FLJ96568, highly
similar to Homo sapiens
B2RDE1 tropomyosin 3 (TPM3),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1

16

27

32,8

273,3

48,6

23,8

29

159

9,69

6,44

5,95

6,55

4,75

1,265

0,961

1,181

0,932

0,542

1,534

0,938

2,503

0,687

0,24

0,855

0,845

0,844

0,834

0,83



Heat shock protein HSP 90-
P08238 beta OS=Homo sapiens
GN=HSP90AB1 PE=1 SV=4
Calreticulin, isoform CRA b
VOHWE8 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-99n PE=2 SV=1

Reticulon OS=Homo sapiens

A8K3B9
PE=2 SV=1
Microtubule-associated
protein 1B, isoform CRA _b
AO0A024RAMA4

OS=Homo sapiens
GN=MAP1B PE=4 SV=1
Epididymis luminal protein
VIOHW22 33 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-72p PE=2 SV=1
ADP,ATP carrier protein,
QS9EI9 liver isoform T2 variant
(Fragment) OS=Homo

sapiens PE=2 SV=1

26 7 83,2
9 2 48,1
9 2 23,5
2 2 270,5
23 7 70,9
12 1 35,4

160

5,03

4,44

8,91

4,81

5,52

9,85

1,019

0,865

1,597

0,884

0,863

0,784

0,962

0,83

1,709

0,7

0,881

1,378

0,828

0,827

0,824

0,82

0,815

0,814



P22626

G8JLB6

Q15084

P30050

H7C211

Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins A2/B1
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPA2B1 PE=1
Sv=2
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPH1 PE=1 SV=1
Protein disulfide-isomerase
A6 OS=Homo sapiens
GN=PDIA6 PE=1 SV=1
60S ribosomal protein L12
OS=Homo sapiens
GN=RPL12 PE=1 SV=1
Protein arginine N-
methyltransferase 1
OS=Homo sapiens
GN=PRMT1 PE=4 SV=1

28

18

15

161

37,4

51,2

48,1

17,8

42,4

8,95

6,8

5,08

9,42

5,35

0,962

1,042

1,008

0,766

2,142

0,803

1,463

1,293

0,648

2,306

0,811

0,805

0,803

0,802

0,799



YWHAE/FAM22A fusion
protein (Fragment)
G9K388 OS=Homo sapiens
GN=YWHAE/FAM22A
fusion PE=2 SV=1
X-ray repair complementing
defective repair in Chinese
AOAO24RINA hamster cells 6 (Ku
autoantigen, 70kDa), isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=XRCC6 PE=4 SV=1
Clathrin light chain A
F8WF69 OS=Homo sapiens
GN=CLTA PE=1SV=1
Parathymosin OS=Homo
F5GXR3 sapiens GN=PTMS PE=1
Sv=1
Exocyst complex component

Q17RC7 _ _
3-like protein 4 OS=Homo

14

10

162

41,2

69,8

27,8

12,1

79,8

4,97

6,64

4,91

11

6,32

1,035

1,302

0,621

1,388

2,519

0,747

0,965

0,325

0,826

1,032

0,79

0,788

0,786

0,782

0,78



E9KL35

Q06323

Q53GR?

Q53HB7

P10809

sapiens GN=EXOC3L4
PE=2 SV=2
Epididymis tissue sperm
binding protein Li 3a
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Proteasome activator
complex subunit 1
OS=Homo sapiens
GN=PSME1 PE=1 SV=1

Solute carrier family 25,

member 13 (Citrin) variant

(Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Diablo isoform 1 variant
(Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

60 kDa heat shock protein,

mitochondrial OS=Homo

351

28,7

74,1

27,1

61

7,69

6,02

8,38

6,4

5,87

1,575

0,775

1,644

0,993

1,334

1,467

0,324

1,972

0,579

1,618

0,774

0,772

0,772

0,77

0,768



sapiens GN=HSPD1 PE=1
Sv=2
Ubiquitin carboxyl-terminal
D6R956 hydrolase OS=Homo sapiens
GN=UCHL1 PE=1 SVv=1
Elongation factor 2
P13639 OS=Homo sapiens
GN=EEF2 PE=1 SV=4
cDNA FLJ50510, highly
BADH02 similar to Heat shock 70 kDa
protein 4 OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Heterogeneous nuclear
514866 ribonucleoprotein L
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPL PE=1 SV=2
Clathrin heavy chain
AOA087WVQ6 OS=Homo sapiens

GN=CLTC PE=3 SV=1

11

26,8

95,3

94,3

64,1

191,9

164

5,81

6,83

5,19

8,22

5,69

0,738

1,274

1,023

1,05

1,436

0,502

1,177

0,999

1,148

1,367

0,764

0,763

0,763

0,748

0,746



HSPAO protein (Fragment)
Q8N1C8 OS=Homo sapiens
GN=HSPA9 PE=2 SV=1
Pyruvate kinase OS=Homo
sapiens GN=PKM2 PE=3
Sv=1
Fructose-bisphosphate
J3KPS3 aldolase OS=Homo sapiens
GN=ALDOA PE=3 SV=1
cDNA FLJ60660, highly

similar to Hematological and

AOA024R5Z9

B4DL85 neurological expressedl-like
protein OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
cDNA FLJ59211, highly
similar to Glucosidase 2
B4DJQ5 _
subunit beta OS=Homo

sapiens PE=2 SV=1

165

73,8

58

39,8

22,1

60,1

6,37

7,71

8,09

9,31

4,42

0,94

0,954

0,781

0,328

0,866

1,018

1,038

0,699

0,281

1,202

0,745

0,745

0,742

0,741

0,736



Chromobox protein homolog
Q13185 3 OS=Homo sapiens
GN=CBX3 PE=1 SV=4
Heat shock protein HSP 90-
P07900 alpha OS=Homo sapiens
GN=HSP90AA1l PE=1 SV=5
cDNA, FLJ92164, highly
similar to Homo sapiens
B2R4P2 peroxiredoxin 1 (PRDX1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Epididymis luminal protein
VIHWT77 211 OS=Homo sapiens
GN=HEL-211 PE=2 SV=1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H3 (2H9),
AO0A024QZK8  isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=HNRPH3 PE=4
Sv=1

22

14

10

16

166

20,8

84,6

22,2

42,6

36,9

9,33

5,02

8,38

5,99

6,87

0,671

1,229

0,791

0,754

0,739

0,386

1,143

0,951

0,754

1,012

0,726

0,725

0,725

0,721

0,719



P30044

Q9H9B4

P30626

Q5EC54

ABKT7F6

Peroxiredoxin-5,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=PRDX5 PE=1
Sv=4
Sideroflexin-1 OS=Homo
sapiens GN=SFXN1 PE=1
Sv=4
Sorcin OS=Homo sapiens
GN=SRI PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K
transcript variant OS=Homo
sapiens GN=HNRPK PE=2
Sv=1
cDNA FLJ78244, highly
similar to Homo sapiens
eukaryotic translation
initiation factor 4A, isoform
1 (EIF4A1), mRNA

18

22,1

35,6

21,7

o1

46,1

167

8,7

9,07

5,99

SRS

5,48

0,71

1,207

0,688

1,066

1,526

0,469

0,001

0,358

1,149

1,48

0,716

0,713

0,708

0,703

0,699



OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
T-complex protein 1 subunit
Q50H77 gamma (Fragment)
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
High-mobility group box 1,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=HMGB1 PE=4
Sv=1
Pre-mRNA-processing factor
QIUMS4 19 OS=Homo sapiens
GN=PRPF19 PE=1 SV=1

Protein disulfide-isomerase

AO0A024RDRO

AOA024R8S5 OS=Homo sapiens
GN=P4HB PE=3 SV=1
T-complex protein 1 subunit

P50990 theta OS=Homo sapiens

GN=CCT8 PE=1 SV=4

4 2
6 1
4 1
12 6
11 5

168

63,5

24,9

55,1

57,1

59,6

6,43

5,74

6,61

4,87

5,6

1,033

0,768

0,669

0,802

1,18

1,104

0,674

1,031

0,853

1,101

0,697

0,694

0,691

0,684

0,68



P20700

P58546

JIM2B1

VIHW12

P12268

VOHW31

Lamin-B1 OS=Homo sapiens
GN=LMNB1 PE=1 SV=2
Myotrophin OS=Homo
sapiens GN=MTPN PE=1
Sv=2
Tyrosine-protein kinase
receptor OS=Homo sapiens
GN=EZR-ROS1 PE=2 SV=1
Epididymis secretory sperm
binding protein Li 2a
OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-2a PE=2 SV=1
Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase 2 OS=Homo
sapiens GN=IMPDH2 PE=1
Sv=2
ATP synthase subunit beta
OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-271 PE=2 SV=1

23

20

169

66,4

12,9

98,9

21,9

55,8

56,5

5,16

5,52

6,13

5,97

6,9

5,4

0,772

0,515

0,664

0,766

1,425

1,087

0,585

0,347

0,001

0,721

1,454

1,187

0,675

0,672

0,671

0,67

0,67

0,661



40S ribosomal protein SA
A0A024R2P0 OS=Homo sapiens
GN=RPSA PE=3 SVv=1
Adenylyl cyclase-associated
B2RDY9 protein OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Diazepam binding inhibitor,
splice form 1D(2) OS=Homo
sapiens GN=DBI PE=2
Sv=1
cDNA, FLJ94025, highly

similar to Homo sapiens

B8ZWD9

tripartite motif-containing 28
(TRIM28), mRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1

B2R8R5

GTP-binding nuclear protein
B5MDF5 Ran OS=Homo sapiens
GN=RAN PE=4 SV=1

19

170

32,8

51,6

16,1

88,5

26,2

4,87

8,22

5,05

5,77

7,01

1,155

0,645

0,569

0,906

1,758

0,821

0,468

0,44

0,97

1,197

0,661

0,657

0,657

0,648

0,644



ABKI9A4

Q14103

Q9Y230

P22234

P30040

cDNA FLJ75154, highly
similar to Homo sapiens

heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein C (C1/C2),

MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein DO
OS=Homo sapiens
GN=HNRNPD PE=1 SV=1
RuvB-like 2 0S=Homo
sapiens GN=RUVBL2 PE=1
Sv=3
Multifunctional protein
ADE2 OS=Homo sapiens
GN=PAICS PE=1 SV=3
Endoplasmic reticulum

resident protein 29

33,6

38,4

51,1

47

29

171

5,14

7,81

5,64

7,23

7,31

0,951

0,587

0,853

1,084

0,438

0,928

0,413

0,861

0,744

0,524

0,64

0,639

0,637

0,632

0,619



P78371

P00558

Q15717

P61604

P49321

OS=Homo sapiens
GN=ERP29 PE=1 SV=4
T-complex protein 1 subunit
beta OS=Homo sapiens
GN=CCT2 PE=1 SV=4
Phosphoglycerate kinase 1
OS=Homo sapiens
GN=PGK1 PE=1 SV=3
ELAV-like protein 1
OS=Homo sapiens
GN=ELAVL1 PE=1 SV=2
10 kDa heat shock protein,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=HSPE1 PE=1
Sv=2
Nuclear autoantigenic sperm
protein OS=Homo sapiens
GN=NASP PE=1 SV=2

172

57,5

44,6

36,1

10,9

85,2

6,46

8,1

9,17

8,92

4,3

0,897

0,718

0,812

0,397

1,28

0,661

0,663

0,245

0,345

0,746

0,615

0,614

0,61

0,609

0,608



Q15008

B5BUS83

000148

P10606

060925

P23528

26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 6
OS=Homo sapiens
GN=PSMD6 PE=1 SV=1
Stathmin OS=Homo sapiens
GN=STMN1 PE=2 SV=1
ATP-dependent RNA
helicase DDX39A OS=Homo
sapiens GN=DDX39A PE=1
Sv=2
Cytochrome c oxidase
subunit 5B, mitochondrial
OS=Homo sapiens
GN=COX5B PE=1 SV=2
Prefoldin subunit 1
OS=Homo sapiens
GN=PFDN1 PE=1 SV=2
Cofilin-1 OS=Homo sapiens
GN=CFL1 PE=1 SV=3

173

45,5

17,3

49,1

13,7

14,2

18,5

5,62

5,97

5,68

8,81

6,81

8,09

0,884

0,435

0,987

0,702

0,413

0,619

1,305

0,269

1,117

0,754

0,239

0,337

0,606

0,597

0,591

0,586

0,584

0,58



Copine-7 OS=Homo sapiens
GN=CPNE7 PE=2 SV=1
Alpha-enolase OS=Homo
P06733 sapiens GN=ENO1 PE=1
Sv=2
Ubiquitin-40S ribosomal

Q9UBL6

protein S27a OS=Homo
sapiens GN=RPS27A PE=1
Sv=2
Filamin-A OS=Homo sapiens
GN=FLNA PE=1 SV=4

P62979

P21333

60S ribosomal protein L10
P27635 OS=Homo sapiens
GN=RPL10 PE=1 SV=4
Transgelin-2 OS=Homo
P37802 sapiens GN=TAGLN2 PE=1
Sv=3
Heterogeneous nuclear

AO0A024RDF6
ribonucleoprotein D-like,

22

19

70,2

47,1

18

280,6

24,6

22,4

46,4

174

6,38

7,39

9,64

6,06

10,08

8,25

9,57

0,803

0,899

0,673

0,854

1,508

1,19

0,482

1,183

0,431

0,627

0,681

2,3

0,348

0,361

0,578

0,577

0,576

0,572

0,57

0,568

0,568



Q15019

B7Z525

Q5JR94

B4DI154

Q92804

isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=HNRPDL PE=4
Sv=1
Septin-2 OS=Homo sapiens
GN=SEPT2 PE=1 SV=1
cDNA FLJ55039, moderately
similar to Hepatoma-derived
growth factor OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
40S ribosomal protein S8
OS=Homo sapiens
GN=RPS8 PE=2 SV=1
cDNA FLJ56386, highly
similar to Heat shock 70 kDa
protein 1L OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
TATA-binding protein-

associated factor 2N

175

41,5

28,8

24,2

77,5

61,8

6,6

5,15

10,32

8,06

8,02

1,184

0,758

0,972

0,457

0,619

0,85

0,517

1,345

0,478

0,351

0,567

0,566

0,563

0,558

0,552



VOHWC7

Q16643

P25398

POCOS5

E9PRY8

OS=Homo sapiens
GN=TAF15 PE=1 SV=1
Epididymis secretory sperm
binding protein Li 128m
OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-128m PE=2
Sv=1
Drebrin OS=Homo sapiens
GN=DBN1 PE=1 SV=4
40S ribosomal protein S12
OS=Homo sapiens
GN=RPS12 PE=1 SV=3
Histone H2A.Z OS=Homo
sapiens GN=H2AFZ PE=1
Sv=2
Elongation factor 1-delta
OS=Homo sapiens
GN=EEF1D PE=1 SV=1

31

23

176

25

71,4

14,5

13,5

76,5

6,38

4,45

7,21

10,58

7,05

0,834

0,466

0,685

0,722

0,88

0,745

0,415

0,498

0,512

0,606

0,549

0,549

0,549

0,545

0,537



Q86SX6

HO9ZYJ2

P12004

E9PL57

P23526

Glutaredoxin-related protein
5, mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=GLRX5 PE=1
Sv=2
Thioredoxin OS=Homo
sapiens GN=TXN PE=2
Sv=1
Proliferating cell nuclear
antigen OS=Homo sapiens
GN=PCNA PE=1 SV=1
Protein NEDD8-MDP1
(Fragment) OS=Homo
sapiens GN=NEDD8-MDP1
PE=4 SV=1
Adenosylhomocysteinase
OS=Homo sapiens
GN=AHCY PE=1SV=4

21

177

16,6

11,7

28,8

19,5

47,7

6,79

4,92

4,69

7,43

6,34

0,409

0,402

0,656

0,404

0,927

0,001

0,135

0,841

0,126

0,993

0,526

0,525

0,524

0,523

0,523



Q99497

B7Z26Z24

AO0A024R3W7

VIHW37

AO0A024R5Z7

AOAO087WTP3

Protein DJ-1 OS=Homo
sapiens GN=PARK?7 PE=1
Sv=2
Myosin light polypeptide 6
OS=Homo sapiens
GN=MYL6 PE=1 SV=1
Eukaryotic translation
elongation factor 1 beta 2,
isoform CRA_a OS=Homo
sapiens GN=EEF1B2 PE=3
Sv=1
Epididymis secretory protein
Li 69 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-69 PE=2 SV=1
Annexin OS=Homo sapiens
GN=ANXA2 PE=3 SV=1
Far upstream element-

binding protein 2 OS=Homo

14

11

178

19,9

26,7

247

59,6

38,6

73

6,79

5,08

4,67

5,66

7,75

7,71

0,519

0,621

0,523

0,641

0,914

0,561

0,348

0,42

0,462

0,744

0,304

0,54

0,519

0,514

0,513

0,507

0,505

0,504



sapiens GN=KHSRP PE=1
Sv=1
cDNA FLJ9038L1 fis, clone
NT2RP2005035, highly
B3KQF5 similar to Calumenin 27 8 37
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
cDNA FLJ76863, highly
similar to Homo sapiens
stress-induced-
ABKG90 phosphoprotein 1 3 ) 62.6
(Hsp70/Hsp90-organizing
protein) (STIP1), mMRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
cDNA FLJ75549, highly
N similar to Homo sapiens - 5 342
ribosomal protein, large, PO

(RPLPOQ), transcript variant 1,

179

4,67

6,8

5,97

0,725

0,447

0,959

1,003

0,249

0,784

0,502

0,493

0,476



MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
cDNA, FLJ94557, highly
similar to Homo sapiens
FK506 binding protein 4,
B2R9U2 7 2 51,8
59kDa (FKBP4), mMRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
PEST proteolytic signal-
containing nuclear protein
Q8WW12 ) 8 1 18,9
OS=Homo sapiens
GN=PCNP PE=1 SV=2
Nuclease-sensitive element-
binding protein 1 (Fragment
HOY449 P ( ) : ) 11 2 42
OS=Homo sapiens
GN=YBX1 PE=1 SV=1
X-ray repair cross-

P13010 _ _ 1 1 82,7
complementing protein 5

180

5,43

7,49

10,43

5,81

0,768

0,495

0,277

0,873

0,584

0,308

0,039

0,785

0,474

0,467

0,46

0,455



P40926

AOA024RAZT7

AB8K486

P29966

OS=Homo sapiens
GN=XRCC5 PE=1 SV=3
Malate dehydrogenase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=MDH2 PE=1
SVv=3
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Al,
isoform CRA_b OS=Homo
sapiens GN=HNRPAL1 PE=4
Sv=1
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Myristoylated alanine-rich C-
kinase substrate OS=Homo
sapiens GN=MARCKS PE=1
Sv=4

11

27

25

355

38,7

18

31,5

181

8,68

9,13

6,9

4,45

0,792

0,422

0,639

0,425

0,645

0,514

0,382

0,03

0,45

0,449

0,443

0,433



Triosephosphate isomerase

P60174 OS=Homo sapiens GN=TPI1 14 3 30,8
PE=1 SV=3
Myosin regulatory light chain
J3QRS3 12A OS=Homo sapiens 6 1 20,4

GN=MYL12A PE=4 SV=1
STE20-like serine/threonine-
protein kinase OS=Homo
Q9H2G2 _ 2 1 142,6
sapiens GN=SLK PE=1
Sv=1
cDNA FLJ78677, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor 3b, subunit 3,
A8K6V3 1 1 135,5
130kDa (SF3B3), mRNA
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Aspartate aminotransferase
AOA024R6WO0 OS=Homo sapiens 6 2 47,4

GN=GOT2 PE=3 SV=1

182

5,92

4,75

5,15

521

9,01

0,532

0,528

1,667

0,758

0,74

0,364

0,255

1,468

0,812

0,554

0,43

0,428

0,428

0,415

0,412



P30048

B2R6F3

HOSTEOD

QIBRL6

P16402

Thioredoxin-dependent
peroxide reductase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=PRDX3 PE=1
SVv=3
Splicing factor
arginine/serine-rich 3
OS=Homo sapiens
GN=SFRS3 PE=2 SV=1
Cytochrome c oxidase
subunit 2 OS=Homo sapiens
GN=COX2 PE=3 SVv=1
Serine/arginine-rich splicing
factor 8 OS=Homo sapiens
GN=SRSF8 PE=1 SV=1
Histone H1.3 OS=Homo
sapiens GN=HIST1H1D
PE=1 SV=2

13

183

21,7

19,3

25,9

32,3

22,3

7,78

11,65

4,82

11,72

11,02

0,785

0,441

0,892

0,582

0,583

0,544

0,362

1,271

0,27

0,21

0,404

0,4

0,398

0,397

0,392



Epididymis secretory protein
DIIAIL Li 34 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-34 PE=2 SV=1
cDNA FLJ75700, highly
similar to Homo sapiens
complement component 1, g
subcomponent binding
protein (C1QBP), nuclear
gene encoding mitochondrial
protein, MRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Uncharacterized protein
H3BVEOD (Fragment) OS=Homo
sapiens PE=3 SV=1

A8K651

Barrier to autointegration
factor 1, isoform CRA _a
AO0A024R5H0 _
OS=Homo sapiens

GN=BANF1 PE=4 SV=1

13

21

31,4

27,6

10,1

184

7,53

4,84

6,71

6,09

0,413

0,413

0,496

0,88

0,241

0,319

0,194

1,925

0,39

0,385

0,382

0,365



P10645

ABK588

P46776

Q86U42

P05387

Chromogranin-A OS=Homo
sapiens GN=CHGA PE=1
Sv=7
cDNA FLJ76823, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor,
arginine/serine-rich 6
(SFRS6), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
60S ribosomal protein L27a
OS=Homo sapiens
GN=RPL27A PE=1 SV=2
Polyadenylate-binding
protein 2 OS=Homo sapiens
GN=PABPN1 PE=1 SV=3
60S acidic ribosomal protein
P2 OS=Homo sapiens
GN=RPLP2 PE=1 SV=1

14

12

14

70

185

50,7

39,5

16,6

32,7

11,7

4,6

11,4

11

5,06

4,54

0,414

0,435

1,163

0,534

0,383

0,29

0,322

0,856

0,46

0,144

0,363

0,359

0,354

0,346

0,336



P19338

E9PQY?2

E9PAV3

B2R4R9

ABK3M9

Nucleolin OS=Homo sapiens
GN=NCL PE=1 SV=3
Prefoldin subunit 4
OS=Homo sapiens
GN=PFDN4 PE=1 SV=1
Nascent polypeptide-
associated complex subunit
alpha, muscle-specific form
OS=Homo sapiens
GN=NACA PE=1 SV=1
HCG26477 OS=Homo
sapiens GN=RPS28 PE=2
Sv=1
cDNA FLJ76387, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor,
arginine/serine-rich 9
(SFRS9), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

76,6

15,6

205,3

7,8

25,5

186

4,7

4,58

9,58

10,7

8,65

0,465

0,354

0,502

0,311

0,397

0,215

0,09

0,215

0,155

0,27

0,336

0,333

0,333

0,33

0,329



Q16629

QIUHV9

P62310

P07954

Q53HUS

B2R5B3

Serine/arginine-rich splicing
factor 7 OS=Homo sapiens
GN=SRSF7 PE=1 SV=1
Prefoldin subunit 2
OS=Homo sapiens
GN=PFDN2 PE=1 SV=1
U6 snRNA-associated Sm-
like protein LSm3 OS=Homo
sapiens GN=LSM3 PE=1
Sv=2
Fumarate hydratase,
mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=FH PE=1 SV=3
Vimentin variant (Fragment)
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Histone H2A OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1

187

27,4

16,6

11,8

54,6

53,7

141

11,82

6,58

4,7

8,76

5,12

11,06

0,56

0,375

0,303

0,581

0,945

0,733

0,437

0,138

0,234

0,817

0,341

0,415

0,328

0,325

0,318

0,312

0,305

0,303



J3KTL2

Q5STK2

Q5VXV3

13L504

Q13442

P67936

Serine/arginine-rich-splicing
factor 1 OS=Homo sapiens
GN=SRSF1 PE=4 SV=1
Prefoldin subunit 6, isoform
CRA_b OS=Homo sapiens
GN=PFDN6 PE=2 SV=1
SET OS=Homo sapiens
GN=SET PE=2 SV=1
Eukaryotic translation
initiation factor 5A-1
OS=Homo sapiens
GN=EIF5A PE=1 SV=1
28 kDa heat- and acid-stable
phosphoprotein OS=Homo
sapiens GN=PDAP1 PE=1
Sv=1
Tropomyosin alpha-4 chain
OS=Homo sapiens
GN=TPM4 PE=1 SV=3

11

19

188

28,3

14,6

33,5

20,5

20,6

28,5

10,08

8,88

4,32

5,25

8,87

4,69

0,324

0,214

0,54

0,312

0,248

0,335

0,274

0,234

0,189

0,24

0,122

0,174

0,303

0,3

0,293

0,292

0,29

0,286



P55081

Q15056

AO0A024RBB7

P39687

P49915

Microfibrillar-associated
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=MFAP1 PE=1 SV=2
Eukaryotic translation
initiation factor 4H
OS=Homo sapiens
GN=EIF4H PE=1 SV=5
Nucleosome assembly
protein 1-like 1, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens
GN=NAP1L1 PE=3 SV=1
Acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family
member A OS=Homo
sapiens GN=ANP32A PE=1
Sv=1
GMP synthase [glutamine-
hydrolyzing] OS=Homo

189

51,9

27,4

45,3

28,6

76,7

4,98

7,23

4,46

4,09

6,87

0,34

0,354

0,612

0,539

0,77

0,106

0,001

0,368

0,217

1,148

0,283

0,258

0,244

0,236

0,222



sapiens GN=GMPS PE=1
Sv=1
Transformer-2 protein
homolog alpha OS=Homo
Q13595 ) 5 1 32,7
sapiens GN=TRA2A PE=1
Sv=1
cDNA, FLJ93365, highly
similar to Homo sapiens KH
domain containing, RNA
B2R7B5 binding, signal transduction 9 1 48,2
associated 1 (KHDRBS1),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
5-hydroxytryptamine
e re.ceptor 1F OS=Homo . 1 M7
sapiens GN=HTR1F PE=2

Sv=1

190

11,27

8,66

8,87

0,371

0,001

0,588

0,401

0,694

0,434

0,203

0,165

0,157



60S ribosomal protein L3
P39023 OS=Homo sapiens
GN=RPL3 PE=1 SV=2
Alpha-actinin-4 OS=Homo
043707 sapiens GN=ACTN4 PE=1
Sv=2
Reticulocalbin-1 OS=Homo
Q15293 sapiens GN=RCN1 PE=1
Sv=1
Ras-related protein Rab-10
P61026 OS=Homo sapiens
GN=RAB10 PE=1 SV=1
Dihydrolipoamide S-
succinyltransferase (E2
AOAO24RECO component of 2-oxo-glutarate
complex), isoform CRA_a
OS=Homo sapiens
GN=DLST PE=3 SV=1

17

46,1

104,8

38,9

22,5

48,7

191

10,18

5,44

8,38

8,95

0,526

0,886

0,487

0,987

1,477

0,091

0,34

0,181

1,297

1,744

0,096

0,001

0,001

0,001

0,001



cDNA FLJ61739, highly
similar to Serine/arginine
B7Z7U0 repetitive matrix protein 1 4 1 103,7
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
U5 small nuclear
ribonucleoprotein 200 kDa
helicase OS=Homo sapiens . : 2444
GN=SNRNP200 PE=1 SV=2

Transketolase OS=Homo

075643

P29401 sapiens GN=TKT PE=1 2 1 67,8

Sv=3

Tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan
5-monooxygenase activation

A0A024R1K7 protein, eta polypeptide, 13 1 28,2

isoform CRA_b OS=Homo
sapiens GN=YWHAH PE=3
Sv=1

192

11,82

6,06

7,66

4,84

0,001

0,739

1,127

10,435

0,001

0,832

0,619

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001



DNA mismatch repair protein
P43246 Msh2 OS=Homo sapiens
GN=MSH2 PE=1 SV=1
Tropomyosin 1 (Alpha),
isoform CRA_f OS=Homo
sapiens GN=TPM1 PE=2
Sv=1

Q6ZN40

Deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase,
P33316 mitochondrial OS=Homo
sapiens GN=DUT PE=1
Sv=4
Ribosomal protein L5 variant
Q59GX9 (Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Ubiquitin-conjugating
TR enzyme E2L 3, isoform
CRA_a OS=Homo sapiens

GN=UBEZ2L3 PE=3 SV=1

14

104,7

37,4

26,5

35,2

17,9

193

5,17

4,72

9,36

9,85

8,51

1,543

0,001

0,325

0,001

0,327

3,91

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001

0,001



P06454

Q01469

AOAO90N8YS

P26641

Q16891

Prothymosin alpha
OS=Homo sapiens
GN=PTMA PE=1 SV=2
Fatty acid-binding protein,
epidermal OS=Homo sapiens
GN=FABPS5 PE=1 SV=3
LSM5 homolog, U6 small
nuclear RNA associated (S.
cerevisiae) OS=Homo
sapiens GN=LSM5 PE=4
Sv=1
Elongation factor 1-gamma
OS=Homo sapiens
GN=EEF1G PE=1 SV=3
MICOS complex subunit
MIC60 OS=Homo sapiens
GN=IMMT PE=1 SV=1

23 2 12,2
7 1 15,2
22 1 9,9
3 1 50,1
1 1 83,6

194

3,78

7,01

4,54

6,67

6,48

1000

1000



075934

075822

043324

QINPD3

B5BUOS

Pre-mRNA-splicing factor
SPF27 OS=Homo sapiens
GN=BCAS2 PE=1 SV=1
Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit J
OS=Homo sapiens
GN=EIF3J PE=1 SV=2
Eukaryotic translation
elongation factor 1 epsilon-1
OS=Homo sapiens
GN=EEF1E1 PE=1 SV=1
Exosome complex
component RRP41
OS=Homo sapiens
GN=EXOSC4 PE=1 SV=3
U2 small nuclear RNA
auxillary factor 1 isoform a
OS=Homo sapiens
GN=U2AF1 PE=2 SV=1

13

10

26,1

29

19,8

26,4

27,9

195

5,66

4,83

8,54

6,52

8,54



Nucleoprotein TPR
P12270 OS=Homo sapiens GN=TPR 0 1 267,1 5,02
PE=1 SV=3
cDNA FLJ75365, highly
similar to Homo sapiens
ABK5T7 SUGT1B (SUGT1) mRNA 4 1 41 5,16
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Biogenesis of lysosome-
related organelles complex 1
Q60QNY1 _ _ 8 1 16 4,86
subunit 2 OS=Homo sapiens
GN=BLOC1S2 PE=1 SVv=1
Magnesium transporter
AOA087WUS3  protein 1 OS=Homo sapiens 2 1 41,5 9,94
GN=MAGT1 PE=1 SVv=1
RNA binding protein
(Autoantigenic, hnRNP-
Q53GL6 _ ] 3 1 32,5 9,17
associated with lethal yellow)

long isoform variant

196



(Fragment) OS=Homo
sapiens GN=RALY PE=2
Sv=1
Mitochondrial import
receptor Tom22 variant
Q53GB0
(Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Vesicle transport-related
protein isoform a variant
Q53GW1
(Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Guanine nucleotide-binding
protein G(1)/G(S)/G(O)
P59768 subunit gamma-2 OS=Homo
sapiens GN=GNG2 PE=1
Sv=2
Interferon regulatory factor

Q7Z5L9 o _
2-binding protein 2

15

18

15,5

72,3

7,8

61

197

4,34

6,38

7,99

8,69



P52434

ABKS525

VOHW44

P63313

OS=Homo sapiens
GN=IRF2BP2 PE=1 SV=2
DNA-directed RNA
polymerases I, I1, and 111
subunit RPABC3 OS=Homo
sapiens GN=POLR2H PE=1
Sv=4
cDNA FLJ76817, highly
similar to Homo sapiens non-
POU domain containing,
octamer-binding (NONO),
MRNA OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
Epididymis secretory protein
Li 303 OS=Homo sapiens
GN=HEL-S-303 PE=2 SV=1
Thymosin beta-10 OS=Homo
sapiens GN=TMSB10 PE=1
Sv=2

10

34

17,1

54,3

25,6

198

4,68

9,2

5,92

5,36

1000

1000



076003

J3KPC8

Q08945

B72596

Q8NDCO

Glutaredoxin-3 OS=Homo
sapiens GN=GLRX3 PE=1
Sv=2
Serine/threonine-protein
kinase SIK3 OS=Homo
sapiens GN=SIK3 PE=1
Sv=1
FACT complex subunit
SSRP1 OS=Homo sapiens
GN=SSRP1 PE=1 SV=1
Tropomyosin alpha-1 chain
OS=Homo sapiens
GN=TPML1 PE=2 SV=1
MAPK-interacting and
spindle-stabilizing protein-
like OS=Homo sapiens
GN=MAPK1IP1L PE=1
Sv=4

11

37,4

144.8

81

31,7

24,3

199

5,39

6,79

6,87

4,89

5,62



AO0A024RDY0

Q9Y654

Q9P019

E3VSKY7

B2RBX8

RAN binding protein 5,
isoform CRA_d OS=Homo
sapiens GN=RANBP5 PE=4
Sv=1
Heterochromatin-specific
nonhistone protein
(Fragment) OS=Homo
sapiens GN=CBX1 PE=1
Sv=1
14 kDa phosphohistidine
phosphatase OS=Homo
sapiens GN=PHPT1 PE=2
Sv=1
NUP98/RARG fusion protein
(Fragment) OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
cDNA, FLJ95758, highly
similar to Homo sapiens

GCIP-interacting protein p29

11

12

123,6

17,5

19,9

31,7

28,7

200

4,94

4,89

10,76

8,59

8,28



Q96P67

P16403

AO0A024R5H8

060869

Q15691

(P29), mMRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Probable G-protein coupled
receptor 82 OS=Homo
sapiens GN=GPR82 PE=2
Sv=1
Histone H1.2 OS=Homo
sapiens GN=HIST1H1C
PE=1 SV=2
RABGA, member RAS
oncogene family, isoform
CRA_b OS=Homo sapiens
GN=RAB6A PE=3 SV=1
Endothelial differentiation-
related factor 1 OS=Homo
sapiens GN=EDF1 PE=1
Sv=1
Microtubule-associated

protein RP/EB family

11

201

38,4

21,4

23,5

16,4

30

9,03

10,93

5,94

9,95

5,14



member 1 OS=Homo sapiens
GN=MAPRE1 PE=1 SV=3
GON-4-like protein
Q3T8J9 OS=Homo sapiens
GN=GON4L PE=1 SV=1
Enhancer of rudimentary
AO0A024R6D4  homolog OS=Homo sapiens
GN=ERH PE=3 SV=1
HRES-1/RAB4 variant
AOA023HJ61 OS=Homo sapiens
GN=RAB4A PE=2 SV=1
Splicing factor 1 OS=Homo

Q15637 _
sapiens GN=SF1 PE=1 SV=4
Autophagy-related protein 2
homolog B OS=Homo
Q96BY7

sapiens GN=ATG2B PE=1
SV=5

2 1 248,5
12 1 12,3
20 1 13,6
2 1 68,3
0 1 232,6

202

5,01

5,92

8,18

8,98

5,76



Signal peptidase complex
subunit 2 OS=Homo sapiens
GN=SPCS2 PE=1 SV=1

E9P168

4 1 28,5 8,79

Mitogen-activated protein
kinase OS=Homo sapiens

GN=MAPK3 PE=2 SV=1

L7RXH5 4 1 43,1 6,74

Dihydropteridine reductase
P09417 OS=Homo sapiens
GN=QDPR PE=1 SV=2

Dolichyl-

25,8 7,37

diphosphooligosaccharide--
rotein glycosyltransferase
P61803 P -g Yoy 10 1 12,5
subunit DAD1 OS=Homo
sapiens GN=DAD1 PE=1
Sv=3

7,08

LSM8 homolog, U6 small

A4DOWO nuclear RNA associated (S.

10,4 4,48
cerevisiae) OS=Homo

203



Q16186

000231

Q14028

043681

ABK548

sapiens GN=LSM8 PE=2
Sv=1
Proteasomal ubiquitin
receptor ADRM1 OS=Homo
sapiens GN=ADRM1 PE=1
Sv=2
26S proteasome non-ATPase
regulatory subunit 11
OS=Homo sapiens
GN=PSMD11 PE=1 SV=3
Cyclic nucleotide-gated
cation channel beta-1
OS=Homo sapiens
GN=CNGB1 PE=1 SV=2
ATPase ASNA1 OS=Homo
sapiens GN=ASNA1 PE=1
Sv=2
cDNA FLJ75008, highly

similar to Homo sapiens

42,1

47,4

139,6

38,8

119,6
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5,07

6,48

4,81

4,91

4,34



proline-, glutamic acid-,
leucine-rich protein 1
(PELP1), mRNA OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
cDNA FLJ51495, highly
similar to ADP-ribosylation
B4DLJ3
factor 5 OS=Homo sapiens
PE=2 SV=1
SAFB-like transcription
QINWH9 modulator OS=Homo sapiens
GN=SLTM PE=1 SV=2
Uncharacterized protein
QINWW7 C20rf42 OS=Homo sapiens
GN=C2o0rf42 PE=2 SV=1
Mitochondrial 2-
oxoglutarate/malate carrier
Q02978 i :
protein OS=Homo sapiens

GN=SLC25A11 PE=1 SV=3

25,4

1171

64

34
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7,66

7,87

8,92

9,91



Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A3
H7C1J8 (Fragment) OS=Homo 63 1 11,3 9,7
sapiens GN=HNRNPA3
PE=1SVv=1
Leucine-rich repeat-
containing protein 47
Q8N1G4 ) 3 1 63,4 8,28
OS=Homo sapiens
GN=LRRC47 PE=1 SV=1
Vacuolar protein sorting-
associated protein VTAL
QINP79 ) 5 1 33,9 6,29
homolog OS=Homo sapiens
GN=VTA1 PE=1 SV=1
Adhesion molecule with 1g-
like domain 2, isoform
AO0A024R127 ) 2 1 57,9 8,4
CRA_a OS=Homo sapiens

GN=AMIGO2 PE=4 SV=1
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I6TRR8

Q96P70

K7EM18

AO0A024R8Z4

P40429

SND1-BRAF fusion
OS=Homo sapiens PE=2
Sv=1
Importin-9 OS=Homo
sapiens GN=IPO9 PE=1
SVv=3
Eukaryotic translation
initiation factor 1 OS=Homo
sapiens GN=EIF1 PE=1
Sv=1
Dimethylaniline
monooxygenase [N-oxide-
forming] OS=Homo sapiens
GN=FMO3 PE=3 SV=1
60S ribosomal protein L13a
OS=Homo sapiens
GN=RPL13A PE=1 SV=2

109,1

115,9

13,6

60

23,6
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9,29

4,81

7,9

7,78

10,93



P27708

B1AKK?2

P40425

P08559

Q96C90

CAD protein OS=Homo
sapiens GN=CAD PE=1
Sv=3
Dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1,
isoform CRA_b OS=Homo
sapiens GN=DDAH1 PE=2
Sv=1
Pre-B-cell leukemia
transcription factor 2
OS=Homo sapiens
GN=PBX2 PE=1 SV=2
Pyruvate dehydrogenase E1
component subunit alpha,
somatic form, mitochondrial
OS=Homo sapiens
GN=PDHA1 PE=1 SV=3
Protein phosphatase 1

regulatory subunit 14B

242,8

31,1

45,9

43,3

15,9
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6,46

5,81

7,56

8,06

4,86



VOHWO04

P14868

Q7KZ85

B2R7C5

PO7741

OS=Homo sapiens
GN=PPP1R14B PE=1 SV=3
Serine/threonine-protein
phosphatase OS=Homo
sapiens GN=HEL-S-80p
PE=2 SV=1
Aspartate--tRNA ligase,
cytoplasmic OS=Homo
sapiens GN=DARS PE=1
Sv=2
Transcription elongation
factor SPT6 OS=Homo
sapiens GN=SUPT6H PE=1
SV=2
DNA helicase OS=Homo
sapiens PE=2 SV=1
Adenine

phosphoribosyltransferase

37,2

57,1

198,9

91

19,6

209

6,19

6,55

4,91

5,77

6,02
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3. giin 6. giin

Ara zaman noktalarina gore nLC-MS/MS ile tanimlanan proteinlerin PANTHER yolak analizi sonucunda elde edilen venn semasi.
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YALNIZCA 0. GUN

PANTHER yolak analizi

P02723 (Adenine and
hypoxanthine salvage
pathway)

P04386 (Histamine H2
receptor mediated
signaling pathway)
P04385 (Histamine H1
receptor mediated
signaling pathway)
P05913 (Enkephalin
release)

P02768 (Proline
biosynthesis)

P06959 (CCKR signaling
map)

P00028 (Heterotrimeric
G-protein signaling

pathway-rod outer

YALNIZCA 3. GUN

PANTHER yolak analizi

P0O0008 (Axon guidance
mediated by Slit/Robo)
P0O0007 (Axon guidance
mediated by semaphorins)
P0O0006 (Apoptosis
signaling pathway)
P00034 (Integrin
signalling pathway)
P0O0005 (Angiogenesis)
P00031 (Inflammation
mediated by chemokine
and cytokine signaling
pathway )

P00021 (FGF signaling
pathway)

P00018 (EGF receptor
signaling pathway)
P04393 (Ras Pathway)
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YALNIZCA 6. GUN

PANTHER yolak analizi

P02772 (Pyruvate
metabolism)

P00013 (Cell cycle)
P02739 (De novo
pyrimidine
deoxyribonucleotide
biosynthesis)

P02738 (De novo purine
biosynthesis)

P00010 (B cell
activation)

P00053 (T cell
activation)

P00024 (Glycolysis)
P02777 (Succinate to
proprionate conversion)

P02721 (ATP synthesis)

YALNIZCA 9. GUN

PANTHER yolak analizi

P00037 (lonotropic
glutamate receptor
pathway)

P00002 (Alpha
adrenergic receptor
signaling pathway)
P00001 (Adrenaline and
noradrenaline
biosynthesis)

P00029 (Huntington
disease)

P04375 (5HTS3 type
receptor mediated
signaling pathway)
P05734 (Synaptic vesicle
trafficking)



segment
phototransduction)
P00026 (Heterotrimeric
G-protein signaling
pathway-Gi alpha and Gs
alpha mediated pathway)
P05731 (GABA-B
receptor Il signaling)
P05730 (Endogenous
cannabinoid signaling)

P00016 (Cytoskeletal
regulation by Rho
GTPase)

P06587 (Nicotine
pharmacodynamics

pathway)
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0. GUN & 3. GON
Kesisimlerinin
PANTHER yolak

analizi

P05911
(Angiotensin I1-
stimulated
signaling
through G
proteins and
beta-arrestin)
P00049
(Parkinson
disease)
P00048 (P13
kinase pathway)

0.GUN & 6. GUN

Kesisimlerinin

PANTHER yolak

analizi

e P00060
(Ubiquitin
proteasome
pathway)

e P00057 (Wnt
signaling
pathway)

0. GUN & 9. GUN
Kesisimlerinin
PANTHER yolak analizi

0. GUN & 6. GUN & 9.
GUN Kesisimlerinin
PANTHER yolak analizi

e P00039 .
(Metabotropic

P06664
(Gonadotropin-
glutamate receptor releasing hormone

group Il pathway)
e P05917 (Opioid

proopiomelanocortin

receptor pathway)

pathway)

e P05916 (Opioid
prodynorphin
pathway)
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0. GUN & 3. GUN & 9.
GUN Kesisimlerinin
PANTHER yolak analizi

e P05912 (Dopamine
receptor mediated

signaling pathway)



P00027
(Heterotrimeric
G-protein
signaling
pathway-Gq
alpha and Go
alpha mediated

pathway)

P05915 (Opioid
proenkephalin
pathway)

P04380
(Cortocotropin
releasing factor
receptor signaling
pathway)

P04394
(Thyrotropin-
releasing hormone
receptor signaling
pathway)

P00044 (Nicotinic
acetylcholine
receptor signaling

pathway)
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P04391 (Oxytocin
receptor mediated
signaling pathway)
P00043 (Muscarinic
acetylcholine
receptor 2 and 4
signaling pathway)
P00042 (Muscarinic
acetylcholine
receptor 1 and 3
signaling pathway)
P00040
(Metabotropic
glutamate receptor
group Il pathway)
P04379 (Beta3
adrenergic receptor

signaling pathway)
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P04378 (Beta2
adrenergic receptor
signaling pathway)
P04377 (Betal
adrenergic receptor
signaling pathway)
P04376 (5HT4 type
receptor mediated
signaling pathway)
P04374 (SHT2 type
receptor mediated
signaling pathway)
P04373 (5HT1 type
receptor mediated

signaling pathway)
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