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OZET

GENETIK ABSANS EPILEPSI (GAERS) DENEYSEL
MODELINDE KORTEKS MEMBRAN PROTEOMLARININ
INCELENMESI

Epilepsi giinlimiizde, kendiliginden olusan ve tekrarlayan nobetler ile
tanimlanmaktadir. Her yasta gergeklesebilen, normal beyin fonksiyonunun dnceden
tahmin edilemeyen ve tekrarlayan kesintilere ugramasi seklinde karakterize edilen bir
beyin hastaligidir. Epilepsi {lizerinde uzun yillar siirdiiriilen ¢alismalara ragmen, bu
durumun altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkindaki bilgiler hala sinirhidir.
Epilepsi durumunda g¢esitli reseptorler, iyon kanali proteinleri ve beyindeki
haberlesme mekanizmalarinda yer alan proteinler iizerindeki degisiklikler, cesitli
protein analiz yontemleri kullanilarak incelenmektedir.

Membran proteinleri, hiicresel proteinlerin énemli bir kismini olustururlar.
Hiicre adhezyonu, sinyal iletimi, iyon ya da metabolit taginimi gibi hiicresel
islemlerde anahtar rol oynarlar. Bu nedenle de ilag gelisimi igin 6nemli hedeftirler.
Ayn1 zamanda membrana bagh ¢esitli iyon kanallarinda meydana gelen
degisikliklerin epilepsi ile iligkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Proteomigin genis dlgekte amaci, protein haritasini ve bu haritanin biyolojik
fonksiyonlarimi arastirmak, bunun sonucunda da yeni ila¢ hedeflerini ve tanilayici
belirtecleri ortaya koymaktir. Bir biyolojik sistemdeki proteinleri, bu proteinlerin
yapilarmi, etkilesimlerini ve post-translasyonel modifikasyonlarint belirlemeyi
saglayan, ayn1 zamanda spesifik hastaliklar ya da toksik ajanlar gibi dis etkenlerle
indiiklenen durumlarda ortaya ¢ikan farkliliklarin arastirilmasi i¢in kullanilan giicli
bir tekniktir. Bu teknikte proteinler 6nce iki boyutlu elektroforez ile izoelektrik
noktalarina (pI) ve molekiil agirliklarina gore ayrilir ve daha sonra jelden kesilen
proteinler kiitle spektrometresi ile tanimlanirlar.

Bu calismada, absans epilepsi genetik sigan modeli olan “Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg; GAERS” beyin korteks dokusu membran proteinleri
proteomik teknolojisi kullanilarak incelenmistir. Doku 6rneklerindeki proteinler iki-
boyutlu jel elektroforezi teknigi ile ayrilmistir. Kontrol ve GAERS gruplarinda

anlaml1 olarak ekspresyon farkliligi gdsteren protein spotlart PDQuest iki-boyutlu jel



analiz yazilim ile belirlenmis ve MALDI TOF/TOF ile tanimlanmistir. Tanimlanan
proteinler sirasiyla; 1s1-sok kognat 71 kDa proteini, albiimin, 60 kDa 1s1-sok proteini,
aktin, 14-3-3 protein epsilon izoformu, guanin niikleotit baglayic1 protein altiinite
beta-1, L-laktat dehidrojenaz B zinciri ve malat dehidrojenazdir. Tanimlanmis olan
bu proteinlerden, albiimin, 14-3-3 protein epsilon izoformu ve L-laktat dehidrojenaz
B zinciri ekspresyonlari GAERS grubunda artis gosterirken, diger proteinlerin

ekspresyonlar1 azalma gostermektedir.

Eyliil, 2011 Basak YUCE DURSUN
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CORTEX MEMBRANE PROTEOMES IN
GENETIC ABSENCE EPILEPSY (GAERS) EXPERIMENTAL
MODEL

Epilepsy is defined by spontaneous and recurrent seizures. It is a brain
disorder, can occur at all ages and characterized by unpredictable and recurrent
disruption of normal brain function. Despite long-term studies, the progress of
understanding, molecular mechanisms underlying epilepsy have been still limited. In
case of epilepsy, changes in various receptors, ion channel proteins and proteins that
exist in brain communication mechanisms have been investigated by many protein
analysis techniques.

Membrane proteins, constitute a significant proportion of the cellular proteins
and play key functions in many cellular processes including cell adhesion, signal
transduction, ion or metabolite transport. Therefore, they are important targets for
drug development. Also the differentiation in protein expressions of membrane
bound ion channel proteins are thought to be associated with epilepsy.

The goal of proteomics in broad perspective is to investigate the protein maps
and their biological functions and consequently to detect novel drug targets and
diagnostic markers. It is a powerful technique that is used for the investigation of
changes of proteins in a biological system, their structures, interactions, post-
translational modifications, and in particular the changes in their levels and their
modifications, which are resulting from specific diseases or induced by various
external factors, such as toxic agents. In this technique, proteins are first separated by
two-dimensional electrophoresis on the basis of their pI’s and molecular sizes and
then identified by mass spectrometry.

In this study, membrane protein expressions of brain cortex tissue in a genetic
rat model of absence epilepsy “Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg;
GAERS” have been investigating by using proteomics technology. Proteins from
tissue samples were isolated and separated by two-dimensional gel electrophoresis
technique. Protein spots that showed significant differences in protein expression

between control and GAERS groups were detected by PDQuest two-dimensional

vii



electrophoresis analysis software and identified by MALDI TOF/TOF. Identified
proteins were heat shock cognate protein 71 kDa, albumin, 60 kDa heat-shock
protein, actin, 14-3-3 protein epsilon isoform, guanine nucleotide binding protein
subunit beta-1, L-lactate dehydrogenase B chain and malate dehydrogenase,
respectively. Expressions of albumin, 14-3-3 protein epsilon isoform and L-lactate
dehydrogenase were upregulated, while expressions of other proteins were
downregulated in GAERS.

September, 2011 Basak YUCE DURSUN
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YENILIiK BEYANI

GENETIK ABSANS EPILEPSI (GAERS) DENEYSEL
MODELINDE KORTEKS MEMBRAN PROTEOMLARININ
INCELENMESI

Cok yaygin olarak rastlanan bir ndrolojik hastalik oldugundan epilepsi ile
ilgili calismalar literatiirde olduk¢a fazladir. Ilag denemeleri, hastalar iizerinde
dogrudan ve gen diizeyinde yapilan ¢alismalar olmasina ragmen epilepsi hastaligi ile
ilgili proteomik c¢aligmalarin sayist olduk¢a azdir. Bu konudaki bilimsel arastirmalar
genellikle temporal mesiyal lob epilepsili hastalar, kindling ve kainik asitle
olusturulan epilepsili siganlarla yapilan ¢alismalardir.

Patofizyolojik caligmalar etik nedenlerden 6tlirli insanlar iizerinde
gerceklestirilemez. lyi karakterize edilmis hayvan modelleri, insan epilepsisi ile
iligkili davranigsal ve fizyolojik degisikliklerin anlagilmasi, epilepsinin altinda yatan
molekiiler ve hiicresel degisikliklerin aydinlatilmasi, epilepsinin tedavisinde yeni ve
alternatif yaklagimlarin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu modellerden biri
olan Strazburg-Genetik Absans Epilepsi (GAERS) modeli ile ilgili c¢aligmalar
olmasina ragmen bu model ile yapilan proteomik calismalar olduk¢a az sayidadir.
GAERS modeli ile ilgili protein degisikliklerini inceleyen az sayida yayin vardir,
ancak bu modelin beyin korteks dokusu membran proteinleri tizerinde proteom
teknigi kullanilarak heniiz bir ¢alisma yapilmamustir.

Calismamizda GAERS deneysel modelinde beyin paryetal korteks dokusu
membran proteinleri kit kullanilarak ilk kez ayrilmis, elde edilen bu oOrnekler
tizerinde iki boyutlu jel elektroforezi ilk kez uygulanmis ve yine ilk kez sekiz adet
proteinin ekspresyonunda farkliliklar (artma ve azalma) bulundugu gosterilmistir. Bu
proteomik veriler, epilepsi patojenezinin anlasilmasinda 6nem tasiyan hiicresel
isaretcilerin belirlenmesini saglayabilir. Bu isaretgilerin ekspresyonunun degismesine
yol acan sebebin agiga ¢ikarilmasi ile epilepsinin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin aydinlatilmasina 6nemli bir katki saglanabilir.

Eyliil, 2011 Prof. Dr. Ayse OGAN Basak YUCE DURSUN
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Epilepsi, kendiliginden olusan ve tekrarlayan nobetler ile tanimlanan ve her
yasta meydana gelebilen en yaygin kronik, norolojik rahatsizliktir. Cok sayida ¢esidi
olan epilepsi genel olarak, kisa siireli uyarilar ya da kaslarin ani hareketiyle olusan
siddetli ve uzun siireli kasilmalar seklinde goriilmektedir. Nobetler birtakim
noronlarin ani, genellikle kisa siireli ve asir1 elektriksel desarji nedeniyle meydana
gelmektedir. Bu desarjlar, beyinin ¢esitli bolgelerinde ortaya ¢ikabilir. Tek bir nobet
epilepsinin isaret¢isi degildir. Epilepsi tanis1 konulabilmesi i¢in kiginin iki veya daha
fazla sayida kendiliginden gerceklesen ndbet gecirmesi gerekmektedir.

Diinya Saghik Orgiitii’niin (WHO) 2010 yili verilerine gore diinya iizerinde
yaklastk 50 milyon insan epilepsi hastasidir. Bu insanlarin yaklasik % 90’1
gelismekte olan {ilkelerdedir. Her yil goriilen yeni vakalarda insidans 2 yas alti
cocuklarda ve 65 yas lstii kisilerde yiiksektir.

Mevcut antiepileptik ilaglar (AEI) epilepsi hastalarinin % 60-80’inde, 6nemli
bir yan etki yaratmaksizin, ndbetleri tamamen ya da yeterli dl¢lide kontrol altina
almaktadir (Engel, 2002). Bu ilaglar nobetleri kontrol altina almakta ancak ndbet
olusumuna sebep olan bozukluklari ortadan kaldirmamaktadir (Elger ve Schmidt,
2008). Antiepileptik ilaglar (AEI’ler); iyon kanallari, metabolik enzimler, beyindeki
ndrotransmitter reseptorleri ve tasiyicilan ile etkileserek veya ndronlarin patlayici
(bursting) ozelliklerini degistirerek epileptik aktivitenin yayilmasini Onlerler ve
senkronizasyonu azaltirlar. Ayn1 zamanda bu ilaglar, noral tiip defektleri, konjenital
kalp defektleri, ge¢ gelisim ve kromozom anomalileri gibi pek ¢ok fetal kusurun da
en yaygin sebebidir. Nobetlerin tedavi edilmesi igin kullanilan AEI’ler hiicre
cogalmasi, norojenez, noronal go¢, programli hiicre Oliimii, sinaptojenez ve
miyelinizasyonu etkileyerek gelismekte olan beynin normal gelisimini bozarlar.
Kiiciik yastaki ¢ocuklarda ve hamile kadinlarda kullanimlari énemli yan etkilere

sebep olabilir (Ikonomidou ve Turski, 2010).



Epilepsi hastalarinin %30’u uygulanan ilag tedavisine yanit vermemektedir
(Beyenburg ve ark., 2004; Garcia Garcia ve ark., 2010; Higgins ve ark., 2010).
Cesitli tedavilerin gerceklestirildigi bu hastalarin bir kismma da cerrahi tedavi
uygulanmaktadir (Engel, 2002; Shaefi ve Harkness, 2003; Garcia Garcia ve ark.,
2010). Cerrahi tedavi sirasinda beyindeki epileptik odak ¢ikarilarak, nobetlerin
engellenmesine ¢alisilmakta ancak radikal bir yaklasim olan bu tedavi seklinin de
kendi i¢inde kisitlamalar1 bulunmaktadir (Ryvlin ve Kahane, 2003). Bu nedenle yeni,
yas-bagimli anti-epileptik tedavilerin gelistirilmesi zorunludur.

2009 yilinda yapilan son smiflandirmaya gore; epilepsi ndbetleri, jeneralize
(tiim beyine yayilan), fokal ve bilinmeyen epileptik spazmlar olmak tizere 3 ana
baglikta toplanmaktadir (Berg ve ark., 2010). Jeneralize epilepsilerin altinda yer alan
tipik absans epilepsinin belirgin 6zellikleri, ani ve kisa siireli biling kaybi, yapilan
aktivitenin kesintiye ugramasi ve ¢evre uyarimlarina kisa siireli tepkisizlik olarak
nitelendirilmektedir. Epilepsi hastasi g¢ocuklarin % 10’u tipik absans epilepsi
grubundadir (Panayiotopoulos, 1999). Tipik absans nobetleri elektroensefalogramda
(EEG), ansizin baslayan ve biten cift tarafli, senkronize ve diizenli, saniyede i
dongiilii (c/s) diken-ve-dalga desarjlar1 (spike and wave discharges, SWD’ler) ile
birlikte gelisir (Danober ve ark., 1998). Bu alanda yapilan deneysel ¢alismalar, etik
nedenlerden &tiirli insanlar {izerinde gerceklestirilemez. Bundan dolayi, epilepsi
calismalari i¢in drosophila’dan insan-dis1 primatlara kadar ¢cok sayida hayvan modeli
vardir. 20. yy’in baslarindan bu yana var olan hayvan modelleri epileptojenezin
altinda yatan temel mekanizmalarin anlasilmasinda ve yeni gelistirilen antiepileptik
ilaglarin izlenmesinde bir arag olarak kullanilmaktadirlar (Sarkisian, 2001).

Strazburg’daki (Fransa) bir laboratuarda iiretilen Wistar siganlarinin % 30’u
serebral korteks iizerinde senkron ve bilateral kendiliginden gelisen SWD’ler
gostermislerdir. Birka¢ nesil boyunca inbred olarak {iretilen ve aymi SWD’leri
gosteren tim hayvanlardan bir sus segilerek bu susa “Strazburg-Genetik Absans
Epilepsi Modeli” (Genetic Absence Epilepsy in Rats from Strasbourg; GAERS) adi
verilmistir. Strazburg’daki ayn1 Wistar kolonisinden higbir SWD gostermeyen bir
kontrol susu da 30’un {izerinde nesilde outbred olarak iiretilmistir (Danober ve ark.,
1998).

Epilepsi iizerinde uzun yillar siirdiiriilen ¢aligmalara ragmen, bu durumun
altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkindaki bilgiler hala sinirhidir. Epilepsi

durumunda 6zellikle GABAerjik, glutamerjik ve kolinerjik reseptorler, cesitli iyon
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kanali proteinleri ve beyindeki haberlesme mekanizmalarinda yer alan proteinler
tizerindeki  degisiklikler, c¢esitli protein analiz  yOntemleri kullanilarak
incelenmektedir (Eun ve ark., 2004).

Beyin kompartmanlarinin proteomik analizleri merkezi sinir sistemi
rahatsizliklarini arastirmada, beyin fonksiyonlarin1 ve norodejeneratif hastaliklari
aciklamada giiglii bir teknolojidir. Beynin her bir bolgesi, gelisme ve patolojik
bozukluklar sirasinda kendine o6zgii farkli protein kompozisyonlar: igerir. Bu
nedenle normal ve anormal durumlarda gerceklestirilen beyin proteom analizi, beyin
fonksiyonlarmin molekiiler temelini ve hastaliklarin nedenlerini anlamada tercih
edilen bir tekniktir (Fountoulakis, 2004; Olsen ve ark., 2007). Bugiine kadar
proteomik insan, sigan ve fare beyin proteinlerinin tanimlanmasinda ve diizeylerinin
belirlenmesinde, cesitli norolojik hastaliklar (insanlarda ve hayvan modellerinde
Alzheimer Hastaligi, Down Sendromu, Parkinson Hastaligi, Huntington Hastaligi,
kanser vs.) sonucunda meydana gelen degisikliklerin ve diizey farkliliklarinin
anlasilmas1 amaciyla kullanilmistir (Petricoin ve ark., 2002; Fountoulakis, 2004).

Bu tezin amaci, GAERS deneysel modeli kullanilarak, absans epilepsi
ndbetlerinin olusumu ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan korteks dokularinin
membran  proteinlerindeki  olas1  degisikliklerin ~ saptanmast ve epilepsi
mekanizmalarii agiklayabilecek, tan1 ve tedavisinde kullanilabilecek yeni bilgilerin
elde edilmesidir.

Bu ¢alismada; GAERS (hastalikli) ve kontrol (saglikli) siganlarinin korteks
beyin dokulart membran kiti aracilig1 ile ayrilarak elde edilen protein ekstraktlari iki
boyutlu jel elektroforezi kullanilarak analiz edildi. Jel iizerindeki proteinler ve
polipeptitler kolloidal Coomassie mavisi (Coomassie Brilliant Blue, CBB) boyama
yontemi kullanilarak goriiniir hale getirildi ve dijital ortamda jel goriintiileri alinarak
hastalikli ve sagliklt durumlar i¢in protein profilleri olusturuldu. Elde edilen protein
profilleri, iki boyutlu jel analiz yazilimi ile incelendi ve farklilasan proteinler kiitle

spektrometrisi (mass spectrometry, MS) ile incelenerek tanimlandi.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

I1.1. EPILEPSI ve EPILEPTIK NOBET

Epilepsi  kelimesi, ‘yakalamak, tutmak’ anlamlarma gelen Yyunanca
“epilambdnein” sdzciugiinden tiireyen “epilepsia” dan gelmektedir. Epilambdnein,
‘lizerinde’ anlamina gelen “epi” ve ‘tutmak, ele gegirmek’ anlamina gelen
“lambanein” kelimelerinden tiiremistir. Buna karsin ndbet kelimesinin karsiligi
olarak kullanilan “seizure” kelimesi tutmak, yakalamak, ele gecirmek anlamindaki
“to seizure” fiilinden gelismistir (Acharya ve ark., 2008).

Epilepsi ilk ¢aglardan beri bilinmektedir. M.O. 460 yilinda dogan Hipokrat,
epilepsiyi ilk kez bir beyin hastaligi olarak tanimlamistir. Epilepsi ile ilgili ilk
monograf olan “On the Sacred Disease - Kutsal Hastalik Hakkinda™ adli kitabinda
epilepsinin inanildig1 gibi bir lanet ya da kehanet giicii olmadigini, hastaligin beyin
yerlesimli oldugunu belirtmis ve epilepsiye “mal caduque” adin1 vermistir.

Ik kez John Hughlings Jackson, 19. yiizyilin sonlarinda epilepsinin modern
tammmin1  “kaslardaki sinir dokularinin ara sira, asir1, diizensiz desarji” olarak
yapmustir (Segmen, 2005).

Epilepsi giiniimiizde, kendiliginden olusan ve tekrarlayan ndbetler ile
tamimlanmaktadir (Engel, 2002). Her yasta gergeklesebilen, normal beyin
fonksiyonunun onceden tahmin edilemeyen ve tekrarlayan kesintilere ugramasi
seklinde karakterize edilen bir beyin hastaligidir (Fisher ve ark., 2005; Elger ve
Schmidt, 2008). Noronlarin ani, genellikle kisa siireli ve asir1 elektriksel desarji
nedeniyle meydana gelen nobetler, kisa siireli uyarilar seklinde ya da kaslarin ani
hareketiyle olusan siddetli ve uzun siireli kasilmalar seklinde goriillmektedir.

1909 yilinda kurulan Uluslararasi Epilepsi ile Savas Dernegi (The International
League Against Epilepsy-ILAE) epileptik bir nobeti, ‘beyindeki anormal asir1 veya
senkronize noronal aktiviteden kaynaklanan, gegici semptomlar’ olarak

tanimlamaktadir (Bambal ve ark., 2011). Epilepsi nobeti; klinikte, gelip gegici,



devimsel, duyumsal, duygusal, bilissel ve otonom, siklikla pozitif, bazen de negatif
belirtilerle sekillenen bir durumdur (Danis, 2010).

Epileptik ndbetlerin fonksiyonel anatomisi ndbet tipiyle yakindan iligkilidir.
Baslangi¢ evrelerinde kritik durumda olan ve gerektiginde cerrahi miidahale icin
hedef olarak secilen tek bir ndbet odaginin varlifindan bahsedilebildigi gibi, birden
fazla bolgenin de sorumlu olabildigi nobet sekilleri bildirilmektedir (Bambal ve ark.,
2011).

Epileptik nobetlerin siiflandirilmasi ilk kez 1960 yilinda yapilmis ve ILAE’ye
baglt Siniflandirma ve Terminoloji Komisyonu tarafindan 1981 yilinda nébetler ile
ilgili, 1989 yilinda da epilepsiler ile ilgili ¢esitli giincellemeler yapilmistir. ILAE
simiflandirmasi, modern noro-goriintiileme sistemleri, genomik teknolojiler ve
molekiiler biyolojideki gelismelere dayanarak yillar igerisinde gilincellenmektedir.
Bugiin gegerli olan ve Tablo.Il.1’ de verilen son siniflandirma, 2009 yilinda ILAE

komisyonu tarafindan kabul edilen son siniflandirmadir (Berg ve ark., 2010).

Tablo 11.1 Epilepsi nébetlerinin 2009 yili siniflandirmasi.

Epilepsi Nobetlerinin 2009 Yili Siniflandirmas:

» Jeneralize Nobetler
= Tonik-Klonik
=  Absans
- Tipik
- Atipik
- Ozel niteliklere sahip absans
o Miyoklonik absans
o Goz kapagi miyoklonisi
= Miyoklonik
- Miyoklonik
- Miyoklonik atonik
- Miyoklonik tonik
= Klonik
=  Tonik
= Atonik
> Fokal (odaksal) Nobetler
> Bilinmeyen
= Epileptik spazmlar

11.2. EPILEPSI INSIDANSI ve PREVALANSI

Epilepsi diinyada goriilen norolojik rahatsizliklarin basinda gelir. Aktif epilepsi
hastalari, epidemiyolojik calismalarin ilgi odagidir. Epilepsinin genel 6zelliklerini
gosteren ve son 5 yil igerisinde en az bir ndbet gecgirmis kisiler, aktif epilepsi

hastalaridir. Baz1 ¢alismalarda, son nobetinin tizerinden 5 yildan fazla zaman ge¢mis



ancak hala AEI kullanan kisiler de aktif epilepsi hastas1 olarak kabul edilmektedir
(Forsgren ve ark., 2005).

Bir insanin, ortalama 80 yillik bir yasam siiresince epileptik ndbet gecirme
olasilig1 %3’ tiir (Elger ve Schmidt, 2008).

2010 yili WHO verilerine gore diinya iizerinde yaklagik 50 milyon insan
epilepsi hastasidir. Hastaligin goriilme sikligi gelismis iilkelerde %o 4-10 arasinda
iken bu oran gelismekte olan iilkelerde %o 6-10 arasindadir. Gelismis iilkelerde her
yil yeni vaka orani %o 0.4-0.7 arasinda iken, gelismekte olan iilkelerde bu oran 2
katina ¢ikmaktadir (Forsgren ve ark., 2005; Segmen, 2005).

2004 yilinda Avrupa genelinde yapilan bir arastirmanin sonuglarina gore;
epilepsi prevalansi, ¢ocuklarda ve ergenlerde %o 5, 20-64 yas arasinda %o 6, 65 yas
tizerinde ise %o 7°dir. Ayni ¢alisma, Avrupa’daki tiim epilepsi hastalarinin % 25’inin
cocuk ve ergen, % 55’inin 20-64 yas aralifinda ve % 20’sinin ise 65 yas lizeri
oldugunu ortaya koymaktadir (Forsgren ve ark., 2005). Latin Amerika’y1 kapsayan
ve 33 calismayi igeren bir derlemede epilepsi prevalanst %o 17-43, insidansi ise %o
0.7-1.9 olarak gosterilmistir (Burneo ve ark., 2005).

Geligsmekte olan iilkelerde epilepsinin insidansi ve prevalansi epilepsiye neden
olan faktorlerden dolay:1 yiiksektir. Dogum travmasi, kafa travmasi ve enfeksiyon
epilepsinin 6nlenebilecek sebepleri arasinda basta gelir ve gelismekte olan tilkelerde
epilepsi insidansini arttirirlar (de Bittencourt ve ark., 1996).

Epilepsiye erkeklerde kadinlardan 1.0-2.4 kez daha sik rastlanmaktadir
(Segmen, 2005).

11.3. EPILEPSI PATOLOJISI

Yapilan ¢aligmalar, néronlardan gonderilen eksitator ve inhibitor sinyallerin
ancak belirli bir denge halinde olduklarinda néronal iletisimi gergeklestirebildiklerini
gostermektedir. Ancak, asir1 uyarilma ya da inhibitor defekti nedeniyle bu denge
bozuldugunda hipereksitabilite olusur. Bu durum epileptik krizin baslangicidir. Bu
krizlerin ¢ogu kortikal yapida olusur ancak talamus gibi subkortikal yapilarda da bazi
epilepsi tiirleri gerceklesebilir (Garcia Garcia ve ark., 2010). Beyinde ger¢eklesen
herhangi bir anormallik, ¢esitli sayida pozitif semptomun ortaya ¢ikmasini saglar.
Eger neden gecici ise, nobet yalnizca bir kez gergeklesir. Ancak epileptik ndbet
geciren insanlarin yaklasik % 30’unda neden kalicidir ve ndbetler tekrarlanir. Bu da

epilepsi hastaligi anlamina gelir (Engel, 2002).
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Epilepsi lizerinde uzun siiredir gergeklestirilen ¢alismalar olmasina ragmen,
epilepsiye yol acan molekiiler mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Her ne
kadar Na“, K*, Ca*" kanal proteinleri ile ilgili genlerde mutasyonlar bildirilmisse de,
hiicre i¢i protein degisikliklerini gdsteren ¢ok az sayida caligsma vardir.

Merkezi sinir sisteminde en ¢ok bulunan norotransmitterler olan glutamat ve
gama aminobiitirik asit (GABA) ile iliskili glutamaterjik ve GABAerjik ndronlar
arasindaki denge, gegici ndron senkronizasyonunu kontrol etmektedir. Insan beyni
karmagik bir agdir ve senkronizasyonun beyin fonksiyonunda ve disfonksiyonunda
onemli bir rol oynadig1 kabul edilmektedir. Farkli beyin yapilarinda ve bu yapilar
arasinda meydana gelen senkronizasyon veya osilator aktivite anormalliklerinin;
epilepsi, Parkinson ve sizofreni gibi norolojik hastaliklar ile iligkisi olabilecegi
bildirilmistir (Shaefi ve Harkness, 2003; Bambal ve ark., 2011).

Voltaj kapili iyon kanallar1 olan sodyum, potasyum ve klor kanallarinin
mutasyonlar1; jeneralize epilepsiler ve infantil ndbetlerle iligkili bulunmustur.
Ligand kapili iyon kanallar1 olan nikotinik asetilkolin reseptorlerinin ve GABA
reseptorlerinin  alt tipleri ise frontal ve jeneralize epilepsilerin spesifik
sendromlartyla baglantilidir (Segmen, 2005).

Kullanilan antiepileptik ilaglar; beyindeki iyon kanallari, metabolik enzimler,
norotransmitter reseptorler ve tasiyicilar ile etkileserek, ndronlarin 6zelliklerini
degistirerek, epileptik aktivitelerin yayilmasini Onleyerek veya senkronizasyonu

diistirerek etki etmektedir (Ikonomidou ve Turski, 2010).

11.4. ABSANS EPILEPSI

Absans epilepsi, hastalarin jeneralize konviilsif olmayan ndbetleri ile gevre
uyarilarina kisa siireli cevapsizlik ve uzuvlarini, gozkiirelerini veya géz kapagim
ekileyen otomatizmalar ile veya orta siddetli tonik veya klonik bilesenlerin eslik
ettigi aktivitenin durmasi ile karakterize edilebilen 6zel bir epileptik sendromdur
(Demir, 2007). Tipik absans nébetleri EEG’de ansizin baslayan ve biten bilateral,
senkronize ve diizenli, saniyede ii¢ dongiilii (c/s) SWD’ler ile birlikte gelisir.
Genellestirilmis konvulsif veya kismi ndbetlerin aksine, tipik absanslar1 takip eden
postiktal depresyon veya yavaslama yoktur. Giinde yiiz kadar siklikla ve genellikle
yogun zayiflik, dikkatsizlik ve uyku ile uyaniklik arasindaki gegis sirasinda meydana
gelirler, 10 ila 20 saniye siirerler. Absans nobetlerinin farmakolojik reaktifligi de

kendine 6zgiindiir, diger tiim nobet formlarinda inaktif olan etosiiksimid tarafindan
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baskilanirlar ve genellesmis konvulsif ve kismi nobetlerde etkili olan karbamazepin,
fenitoin ve bazi diger anitepileptik ilaglar kullanildiginda ndbetler agirlagir (Loiseau
ve ark., 1995; Hirsch, 2009).

Absans, talamokortikal bolgedeki anormal osilator ritim ile karakterize edilir.
Bu durumun kaynagi, talamustaki retikiiler ¢ekirdekte bulunan inhibitor GABAerjik
noronlardir. Bu ¢ekirdegin desarj kabiliyeti, talamik hiperpolarizasyon ile aktive olan
T-tip kalsiyum kanallari ile belirlenir (Garcia Garcia ve ark., 2010).

Absans noObet gosteren hastalar, diger norolojik veya noérofizyolojik
rahatsizliklarr gostermezler. Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisinde, hastalarin %70’inde
biiyiime ¢aginda hafifleme gozlenmektedir (Loiseau ve ark., 1995; Panayiotopoulos,
1999; Hirsch, 2009).

11.5. DENEYSEL MODELLER

Iyi karakterize edilmis hayvan modelleri, insan epilepsisi ile iliskili davranissal
ve fizyolojik degisikliklerin anlasilmasi, epilepsinin altinda yatan molekiiler ve
hiicresel degisikliklerin aydinlatilmasi, epilepsinin tedavisinde yeni ve alternatif
yaklasimlarin  belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle deneysel
caligmalarda, insandaki epilepsi hastaligininn patofizyolojik nedenini en iyi derecede
yansitan uygun modelin se¢imi son derece Onemlidir. Deneysel modeller,
insandakine benzer sekilde, jeneralize (tiim beyine yayilan) ve parsiyel (lokalize)
nobet modelleri ya da akut ve kronik modeller olarak siniflandirilabilirler. Akut
olarak olusturulan modeller daha ¢ok nobet modeli, kronik modeller ise epilepsi
modeli olarak kabul edilirler. Akut epilepsiler, konviilzif ilaglarla yada elektriksel
uyarilarla indiiklenirler. Kronik modeller ise genellikle yapisal lezyonlar veya
tekrarlayan elektrik uyarilar ile olusturulurlar ya da spontan genetik epilepsi
modellerini igerirler. Kronik epilepsi modelleri daha fazla bakim, zaman ve
ekonomik gii¢ gerektirirler, ancak bu modeller insandaki epilepsi patofizyolojisine
daha yakindirlar (Sarkisian, 2001; Engel, 2002; Garcia Garcia ve ark., 2010; Bambal
ve ark., 2011)

Tipik absans epilepsileri asil olarak cocuklart ve ergenlik c¢agindakileri
etkilediginden ve orta siddette sonuglar1 oldugundan patofizyolojik calismalar etik
nedenlerden 6tiirii insanlar {izerinde gergeklestirilemez. Bu nedenle hayvan modelleri
bu epilepsi tiiriinii, ayn1 zamanda SWD’lerin olusumunun ve kontroliiniin altinda

yatan mekanizmay1 anlamak i¢in gereklidir.
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Jeneralize genetik modeller arasinda yer alan absans modeller 3 ana grupta
toplanirlar.

1. Kimyasal olarak indiiklenen hayvan modelleri

2. Tek gen mutasyonlari ile olusturulan fare modelleri

3. Poligenetik sigan modelleri: GAERS, Wistar Albino Glaxo-Rijswijk
(WAG/RIj) (Bambal ve ark., 2011).

11.6. KORTEKS BOLGESI ve EPILEPSI PATOFIZYOLOJISINDEKI
ONEMI

Beyin, tim omurgalilarin sinir sisteminin merkezinde yer alan oldukca
kompleks bir yapidir. Memeli beyninin en dis kisminda yer alan serebral korteks
(beyin kabugu) bir noral doku tabakasidir. Hafiza, dikkat, algisal farkindalik,
diislince, dil ve bilingte 6nemli bir rol oynar (Danis, 2010).

Serebral
korteks

Sekil 11.1 Serebral korteks

Serebral korteks filogenetik acidan en geng beyin bolgesidir. Korteks ylizeyi
derin katmanlar igerir, bu da yiizey alaninin genis olmasini saglar. Goriilebilir keskin
tepe kisimlarina girus, goriilebilir olmayan girintilere ise sulkus denir. Insan beyni
serebral korteksi yasa ve cinsiyete bagl olarak degisen yaklasik 15-33 milyar
nérondan meydana gelmektedir. Serebral korteksin her bir milimetrekiipii 1 milyar
sinaps icermektedir (Greenstein ve Greenstein, 2000).

Beyin kabugu iki hemisferi de 6rter. Her bir hemisfer, central sulcus ve parieto-
oksipital sulcus ile 4 loba ayrilmistir:

1. Frontal lob

2. Pariyetal lob

3. Temporal lob

4. Oksipital lob



Central sulcus

Parietal Lob

Parieto-oksipital
sulcus

Temporal Lob

Sekil 11.2 Beyin bolgeleri

Pariyetal lob insan serebral korteksinin yaklasik % 20’sini olusturur. Gérme,
isitme ve dokunma duyusunun Kesistigi kavsakta bulunur. Kortikal ve subkortikal
bolgelerle olan zorunlu baglantilart motor yaniti ile iliskilidir, bu nedenle pariyetal
korteks, duyusal girdileri devimsel ¢iktiya doniistirmede onemli rol oynamaktadir
(Behrmann ve ark., 2004). Pariyetal lob korteksi absans ndbetlere ait
somatosensoriyel odagin perioral bolgesini igerir (Danis ve ark., 2011). Beyin
fonksiyonunun yiiksek olmasinin neokorteks aktivitesi ile dogrudan iligkili oldugu
bilinmektedir (Alonso-Nanclares ve ark., 2008).

11.7. MEMBRAN PROTEINLERI

Membran proteinleri, hiicresel proteinlerin 6nemli bir kismini (yaklasik % 30)
olustururlar. Membran proteinleri, insan genomu tarafindan kodlanan proteinlerin
yalnizca 3’te 1’i kadar olmalarina ragmen, bilinen ila¢ hedeflerinin 3’te 2’sinden
fazlasin1 olustururlar. Bu nedenle genis aralikli ve yiiksek verimlilikte yaklagimlar
membran proteinlerinin karakterizasyonu i¢in biiylik nem tagirlar.

Membran proteinleri, hiicre ve onu ¢evreleyen ortam ile bir arayiiz olusturarak

dengeyi saglarlar. Hiicre adhezyonu, sinyal iletimi, hiicre-hiicre etkilesimi, iyon ya
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da metabolit tasinim1 gibi pek ¢ok hiicresel islemde anahtar rol oynarlar. Bu nedenle
de ilag gelisimi i¢in 6nemli bir hedeftirler (Rabilloud, 2003; Gorg ve ark., 2004).

11.8. PROTEOMIK

Kokleri 1980’lerin basina dayanan proteomik terimi, proteom calismalarinin
bilimi ve metodolojisidir. ilk kez 1994 yilinda Siena’da gergeklesen bir toplantida
Marc Wilkins tarafindan onerilmistir. Proteom ise, protein ve genom kelimelerinden
tiretilmistir (Dunn, 2000). Genomdan farkli olarak proteom zamanla degisir ve doku,
organizma veya hiicre kiiltiiriinde belirli sartlar altinda herhangi bir anda mevcut olan
proteinlerin tamamini ifade eder. Bir organizmanin tim doku ve organlarinin
hiicrelerinde ayni genetik bilgi mevcut olmakla birlikte bu genlerin sadece bir kismi
protein olarak ifade edilirler. Bu nedenle bir hiicrenin DNA dizisinden belli bir
zamanda o hiicrede sentezlenen proteinlerin profilini ¢ikarmak miimkiin degildir
(Telefoncu ve ark., 2002). Anderson ve Seilhamer, 1997 yilinda yaptiklar: ¢alismada
transkripsiyon {riinleri ile protein diizeyleri arasinda bir korelasyon olmadigini
ortaya koymuslardir (Anderson ve Seilhamer, 1997).

Proteomik bilimi, patofizyoloji nedeniyle ekspresyonu degisen proteinlerin
listesini olusturmaktan fazlasini icerir. Proteomigin amaci, ekstraseliiler mikrogevre
ve serum/plazma makrogevresiyle iletisim kuran hiicreleraras: protein baglantilarinin
akis Dbilgisini karakterize etmektir (Petricoin ve ark., 2004). Proteomik,
multidisiplinerdir ve teknoloji-tabanlidir. Proteinlerin, hastaliklarin ana etkeni
olmalar1 nedeniyle, giinlimiizde kullanilan bir¢ok ila¢ niikleik asit diizeyinde degil,
protein diizeyinde etki gostermek iizere tasarlanmaktadir.

Bir biyolojik sistemdeki proteinleri, bu proteinlerin yapilarmi, etkilesimlerini
ve post-translasyonel modifikasyonlarini belirlemeyi saglayan ayni zamanda spesifik
hastaliklar ya da toksik ajanlar gibi dis etkenlerle indiiklenen ¢esitli durumlarda
ortaya ¢ikan farkliliklarin arastirilmasi igin kullanilan giiglii bir tekniktir (Stevens ve
ark., 2003; Fountoulakis, 2004).

Proteom, post-translasyonel modifikasyonlar sebebiyle transkriptomdan daha
karmagiktir. Glikozilasyon, fosforilasyon, siilfasyon, deamidasyon, oksidasyon,
proteolitik islemler ve degradasyon; eksprese edilen proteinlerde gdzlenen bazi post-
translasyonel degisikliklerdir. Bu nedenle, bir hiicre igerisinde herhangi bir zamanda
tek bir proteinin birden fazla izoformu ve proteolitik olarak kirilmis tiirleri

bulunabilir. Tiim bu protein tiirevlerine ait proteomlar farkli fizyolojik kosullarda
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dogru bir sekilde karsilastirilarak ¢oziimlenmeli ve karsilastirmali olarak miktarlar
belirlenmelidir. Ayn1 zamanda, proteomdaki ¢ok ufak degisiklikler her an olusabilir.
Proteomik ile saglik ve hastalik kosullarinda farklilasan proteinlerin belirlenmesi,
miktarlarinin tayin edilmesi ve yapilariin aydinlatilmasi ile bu modifikasyonlar
belirlenebilir (Hewick ve ark., 2003; Colantonio ve Chan, 2005; Olsen ve ark., 2007;
Li ve ark., 2010).

11.8.1. Proteomigin Temeli
Seneler boyu, bilim adamlar1 proteinleri belirlemek amaciyla ¢ok sayida

elektroforetik ve kromatografik teknolojiyi bir arada veya ayr1 ayr1 kullanmislardir.
Bu ¢alismalarin sonucunda binlerce proteinin ayirimi ve tanimlanmasi yapilmis
ancak tlim proteinleri bir haritada toplayabilen tek bir yontem uygulanmamistir. Tek
boyutlu ayirma islemleri karmasik protein karisimlarini ayirmak igin yeterli degildir
(Issaq ve Veenstra, 2008). Bu gergek Smithies ve Poulik (Smithies ve Poulik, 1956)
tarafindan 50 yi1l kadar oOnce ortaya atilmis ve iki elektroforetik islemin
birlestirilmesinin tek basma yapilan ayirimlara gore ¢ok daha fazla ¢oziiniirlik
saglayacagi bildirilmistir.

1962 yilinda Raymond ve Aurell (Raymond ve Aurell, 1962) serum
proteinlerini ayirmak igin gesitli akrilamid jel konsantrasyonlarinda 2D elektroforezi
uygulayarak, proteinlerin elektroforetik hareketinin jel konsantrasyonundan 6nemli
Olciide etkilendigini gostermistir.

1972 yilinda Wright (Wright, 1972); birinci boyutta % 4.75’lik poliakrilamid
jel kolonu uygulamis, daha sonra elde ettigi silindiri camdan ¢ikarip % 2’lik gradyan
slab jelin st kismina yerlestirmistir. Elektroforez sonunda, slab jel boyama
¢ozeltisine alinmis ve sonucgta 112 insan serum proteini goriiniir hale gelmistir.
Ancak bu yenilik¢i yaklagimlar 6zellikle hiicre ya da serumda yaygin bulunan az
sayida proteinin ayrilmasina olanak saglamistir.

Iki boyutlu-poliakrilamit jel elektroforezine (2D-PAGE) gecis 1975 yilinda
O’Farrell’in (O'Farrell, 1975) hiicresel proteinleri denatiire sartlarda ayirmasiyla
gerceklesmis, sonucunda yiizlerce proteinin ayirimi yapilmistir. Bu ¢alismada, birinci
boyutta izoelektrik odaklama (IEF) uygulanarak proteinler izoelektrik noktalarina
gore, ikinci boyutta ise sodyum dodesilsiilfat (SDS) varliginda molekiil boyutuna
gore ayrilmislardir. Kullanilan bu yontem modern 2D-PAGE’in temelini

olusturmaktadir.
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1977 yilinda insan plazma proteinlerinde 2D-PAGE teknigini kullanilmus,
boyama sonunda yaklasik 300 protein spotu belirlenebilmistir (Anderson ve
Anderson, 1977). Giiniimiizde ise, kullanilan jel boyutuna ve pH gradyanina bagh
olarak ayn1 anda 5000’in tizerinde proteinin tanimlanmasini ve her spot basina <1 ng
diizeyindeki proteinlerin kantitatif tayinini yapmak miimkiindiir (Gorg ve ark., 2004).

2D-PAGE sadece c¢ok sayida proteinin tanimlanmasmi saglamaz, bu
proteinlerin boyanmas1 ayn1 zamanda protein miktar tayinine de olanak saglar. iki
farkli serum 6rneginden (hastalikli ve saglikli) ekstrakte edilen proteinler, ayr1 jellere
uygulanir ve boyama sonunda yazilimlar araciligi ile iist iiste cakistirilan spotlar
tizerindeki yogunluk farkindan protein miktar1 belirlenebilir (Issaq ve Veenstra,
2008). Proteomik ile bir protein dizisindeki amino asitler, o proteinin izoelektrik
noktast ve molekiil agirligi tek bir jel spotu iizerinden elde edilebilir. Protein veri
bankasinda oldugu siirece, bu bilgiler bir proteini karakterize etmek icin yeterlidir
(Edgar ve ark., 2000).

Proteomigin genis Ol¢ekte amaci, protein haritasin1 ve bu haritanin biyolojik
fonksiyonlarini arastirmak, bunun sonucunda da yeni ila¢ hedeflerini ve tanilayici
belirtecleri ortaya koymaktir. Diger protein analiz tekniklerinden en 6nemli farki,
proteinleri tek tek analiz etmek yerine genis capta tayine olanak saglamasidir
(Fountoulakis, 2004). IEF ve sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamit jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile birlestirilmis bir 2D-elektroforezinde, bir karigimdaki proteinlerin
ayrilmasi, bu proteinlerin pI ve M, degerlerine, ¢oziiniirliik 6zelliklerine ve goéreceli
miktarlarina baglidir (Gorg ve ark., 2004).

Bir proteomik analiz baslica 2 adimdan olusur:

1. 2D jel elektroforeziyle protein karisiminin ayrilmasi

2. Ayrilan proteinlerin kiitle analizi gibi ¢esitli yontemlerle belirlenmesi

Bu amagla uygulanan bir 2D elektroforez, iki asamadan olusur:

1. Proteinlerin, net yiiklerindeki farkliligi temel alan izoelektrik odaklama

(IEF) ile ayrilmalar1
2. Odaklanmig proteinlerin, SDS-PAGE ile molekiil agirliklarina gore
ayrilmalar1 (Fountoulakis, 2004).
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Sekil 11.3 Proteomigin genel akis semast

Yiksek verimde bir 2D analizi i¢in, protein ornekleri denatiire edilmeli,
parcalara ayrilmali, indirgenmeli ve ¢Oziiniirlestirilmelidir. Boylece tiim molekiiler
etkilesimler ortadan kaldirilarak her bir spotun bir polipeptite 6zel olmasi

saglanmalidir (Gorg ve ark., 2004).

11.8.2. Ornek Hazirlig1 ve Coziiniirlestirme

Ornek se¢imi ve 6rnegin analize hazirlanmasi basarili bir analiz igin gerekli
olan 6n kosuldur (Fountoulakis, 2004). Tek adimda yapilan protein ekstraksiyonu,
tekrarlanabilirlik ve kolaylik agisindan istenen islem olsa da, diinyada her tiir 6rnege
uygulanabilecek tek bir yontem mevcut degildir. Cok sayida protokol vardir ve bu
protokoller calisilan 6rnege adapte edilerek, ornegin cesidine gére mutlaka optimize
edilmelidir. Ornek hazirlig1, tekrarlanabilirligi arttirmak icin basit olarak segilmeli ve
protein modifikasyonlar1 en aza indirgenmelidir. Protein degradasyonunu onlemek
igin proteazlar, 6rnek hazirligi asamasinda inaktive edilmelidir.

Ornek hazirhigi baslica 3 adimdan olusur:

1. Hicrelerin parcalanmasi

Hiicrelerin parcalanmasi islemi, ozmotik lizis, donma-¢dzme dongiisii, deterjan
lizisi, hiicre duvarinin enzimatik lizisi, sonikasyon, siv1 nitrojen ile 6giitme, yliksek

basing, cam boncuk ve boncuk kirici ile homojenizasyon, azot kavitasyonu ve
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karistiric1 bigaklarla homojenizasyon gibi ¢ok cesitli yontemlerle gerceklestirilebilir.
Bu yontemler tek basina ya da birka¢ tanesi bir arada kullanilabilir. Mikrobiyal
hiicreler ve bitki Ornekleri, hiicre duvarlar1 nedeniyle daha kuvvetli yontemlere
ihtiya¢ duyarlar.

Hiicrelerin  pargalanmasinin  ardindan proteolitik enzimler, tuzlar, lipitler,
niikleik asitler, polisakkaritler, bitki fenolleri ve ¢ok yaygin olarak bulunan proteinler
ortamdan uzaklastirilmali veya inaktive edilmelidirler. Bunlardan en 6nemlileri tuz
ve proteolizisdir.

2. Girisim g0steren bilesiklerin uzaklastirilmasi veya inaktive edilmesi

Tiim canli organizmalar proteolitik enzimler (proteazlar) igerirler. Proteazlar
parcalanma sonrast hemen serbest kalirlar ve hiicresel proteinlerle etkileserek yiik ve
kiitle degisikliklerine sebep olurlar. Boylece, elektroforez esnasinda yiliksek molekiil
agirligindaki proteinlerin kaybina ve yapay spotlarin olusmasimna yol acarlar.
Ormneklerin SDS-tamponunda kaynatilmasi ya da diisiik pH’ta proteazlarin inaktive
edilmesi (soguk TCA ile ¢oktiirme gibi) kullanilabilen yontemler olsa da, ticari
olarak satilan proteaz inhibitér karisimlarinin Orneklere eklenmesi en etkili
yontemdir. Bu karigimlar, proteini korumak icin c¢esitli proteaz inhibitorlerini bir
arada icerirler.

Tuz konsantrasyonu ¢ok yliksek (>100 mM) oldugunda, elektroforetik ayirma
islemiyle girisim gostereceginden mutlaka ortamdan uzaklastirilmalidir. Tuz, IEF
jellerindeki iletkenligi arttirarak, kararli duruma gelmek icin gerekli olan siireyi de
uzatir. Asirt tuz varliginda, karsilasilan tuz yiizeyleri nedeniyle IEF durabilir.
Proteinleri TCA ya da organik ¢oziiciiler ile ¢Oktiirme, diyaliz ve 2D-arindirma
kitleri tuz uzaklagtirmada kullanilan yontemlerdir. Diger bir yontem ise, yliksek
hacimde 6rnegin immobilize pH-gradyan (IPG) serit {izerine yiiklendikten sonra,
birkag¢ saat 100 V gibi diisiik bir voltaj uygulanarak tuzun elektrotlar {izerindeki filtre
kagitlarinda toplanmasini saglamaktir.

Yiiksek miktarda lipit de, membran proteinleri ile etkilesebilir, detarjanlari
tiiketebilir. Soguk etanol ya da aseton gibi organik ¢oziiciilerle ekstrakte etmek lipit
acisindan zengin biyolojik materyalin (beyin dokusu gibi) delipidasyonunu saglar.
Ayni zamanda yliksek devirde santrifiij de olusan lipit tabakasini uzaklastirmada
etkilidir.

Polisakkaritler ve niikleik asitler; tasiyic1 amfolitler ve proteinlerle etkileserek

2D jellerde siiriiklenmelere sebep olurlar. Aym1 zamanda makromolekiil
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olduklarindan ¢ozeltinin viskozitesini degistirerek poliakrilamit jel {izerindeki
porlarin tikanmasina neden olurlar. Cok diisiik konsantrasyonda olmadiklar siirece,
TCA/asetonla c¢oktiirerek, proteaz icermeyen RNAz, DNAz eklenerek ya da
ultrasantrifiij gibi yontemlerle uzaklagtirilmalar1 gerekmektedir. Hiicre debrisi,
polisakkarit, niikleik asit gibi ¢6ziinmeyen materyal igcermedigini halde IEF 6ncesi
15.000 x g’ de 20 dk. santrifiij islemi uygulamak ve elde edilen siipernatant: IEF
isleminde kullanmak tercih edilen yontemdir.

Plazmanin % 60’11 kaplayan albiimin gibi yaygin proteinler de, albiimin
uzaklastiric1 ticari kitler kullanilarak uzaklastirilmalidirlar. Ancak dikkat edilmesi
gereken nokta, bu Kkitlerin spesifik olmayan baglanmalar1 nedeniyle diger bazi
proteinleri de ortamdan uzaklastirma ihtimalleridir.

3. Proteinlerin coziintrlestirilmesi

Hiicrelerin parcalanmasinin ve girisim gosteren bilesiklerin uzaklastirilmasinin
ardindan, polipeptitler denatiire edilmeli, indirgenerek intra- ve intermolekiiler
baglar1 kirilmali ve ¢oziiniirlestirilerek dogal dzellikleri ortaya ¢ikartiimalidir. Ornek
¢ozliniirlestirmesi genellikle kaotrop (iire / tiyotire), non-iyonik ya da zwitter-iyonik
detarjan (CHAPS, Triton X-100), indirgeme ajani, tasiyict amfolit ve proteaz
inhibitorii iceren bir tampon ile gerceklestirilir. Sadece iire iceren lizis tamponlari
ozellikle hidrofobik proteinler ve membran proteinleri i¢in yeterli degildir.
Hidrofobik proteinlerin ¢oziiniirliigiinii arttirmak i¢in tiyotire ve CHAPS gibi zwitter-
iyonik bir deterjan kullanmak gereklidir.

Coziniirlestirme islemlerinde kullanilan iire, hidrojen baglarin1 parcalayarak,
proteinin katlanmasini bozar ve denatiire eder. Tiyotire, hidrofobik etkilesimleri daha
kolay kirar ancak suda az ¢Oziiniirdiir. Derisik iire c¢ozeltilerinde daha c¢oziiniir
oldugundan {ire ile birlikte kullanilir. Hidrofobik proteinler i¢in en iyi
¢oziiniirlestirme uygun deterjan varhiginda, 5-7 M iire / 2 M tiyoiire karistmdir. Ure
iceren cozeltiler karbamilasyon reaksiyonu olusmamasi i¢in 37 °C’nin {izerine
sitilmamalidir.

Tasiyict amfolitler, asidik ve bazik gruplar iceren heterojen karigimlardir.
Icerisinde siilfonat, bir ucunda karboksil, diger ucunda serbest primer ve sekonder
amino gruplari igeren ¢esitli amfoter maddeler bulunur. Ortamin pH’sina bagh olarak
net bir yiike sahiptirler. Elektriksel alan olmadiginda tasiyict amfolitler gelisigiizel
dagilmig haldedirler ve pH matrisi lizerinde ayn1 pH’ta (yaklasik pH:7) bulunurlar.

Elektriksel alan altinda ise, net bir yiike sahip tiim tasiyict amfolitler gd¢ etmeye
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baslarlar. Net negatif yiike ve diisiik pI degerine sahip olanlar anoda, net pozitif yiike
ve yiiksek pl degerine sahip olanlar katoda gocer. Net bir ylik tasimayan ndtral
amfolitler hareket etmezler. Amfolit, siyanat (primer amin) siipiiriicii etkisi nedeniyle
mutlaka iire ¢ozeltisi igerisinde yer almalidir.

Detarjanlar, proteinlerin  hidrofobik bélgeleri  arasindaki  hidrofobik
etkilesimleri engellemek, agregasyon ve presipitasyon nedeniyle olusabilecek protein
kaybin1 6nlemek amaciyla kullanilirlar. Coziiniirlestirme islemlerinde non-iyonik ve
zwitter-iyonik deterjanlar tercih edilir. En yaygin kullanilan non-iyonik deterjanlar,
NP-40, Triton X-100 ve dodesil maltozittir. Ancak bunlar hidrofobik membran
proteinlerini ¢oziiniirlestirmede pek etkili degildirler. CHAPS ve siilfobetain (ASB-
14, SB 3-10 gibi) gibi zwitter-iyonik deterjanlar 6zellikle ire ve tiyolire gibi
kaotroplar ile birlestiklerinde integral membran proteinlerini ¢oziintirlestirme
yetenegine sahiptirler. Buna ragmen, pek ¢cok membran proteini tek bir deterjanda
¢oziilemeyebilir, bu nedenle ¢oOzilinlirlestirme tamponunun optimize edilmesi

membran proteinleri agisindan oldukg¢a énemlidir.

(A) (B)

Sekil 11.4 Proteinlerin ¢ézliniirlestirilmesinde yaygin olarak kullanilan deterjanlar.

(A) non-iyonik deterjan: Triton X-100, (B) zwitter-iyonik deterjan: CHAPS

Disiilfit baglarimin indirgenmesi ve tekrar oksidasyonunun Onlenmesi
orneklerin hazirlanmasinda 6nemli bir adimdir. Indirgeme ajanlari, proteinin
katlanmasin1 Onleyen intra- ve intermolekiiler disiilfit baglarmi kirar. En sik
kullanilan ajanlar, ditiyotretiol (DTT), ditiyoeritritol (DTE) ve tribiitilfosfin
(TBP)’dir. DTT ve DTE yiiksek konsantrasyonlarda (>100 mM) uygulanirken, TBP
diisiik konsantrasyonlarda (2 mM) uygulanmaktadir. Ancak TBP, suda ¢oziiniirligi
az, kisa yarilanma omriine sahip, toksik bir madde oldugundan birtakim kisitlamalari

bulunmaktadir (Gorg ve ark., 2004; Gorg ve Weiss, 2008).
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Sekil 11.5 Disiilfit baglarinin DTT ile indirgenmesi

11.8.3. Birinci Boyut — izoelektrik Odaklama

Birinci boyut ayirma islemlerinde genellikle IPG seritler kullanilmaktadir. Bu
hazir, kuru seritler kolay kullanimlari, verilerin ve sonuglarin daha rahat
karsilastirilmast gibi nedenlerle proteomigin 2D uygulamalarinda tiim diinyada
yaygin olarak kabul goren ticari malzemelerdir (Gorg ve ark., 2004).

Immobilize pH gradyani, akrilamit tiirevleriyle olusturulmaktadir. Bu tiirevler,
tamponlama kapasitesine sahip zayif asit ve bazlardan olusan, poliakrilamit jel
tizerinde Ko-polimerize halde bulunan bilesiklerdir. Boylece asidik ve bazik
molekiiller arasinda pH gradyani olusur. Bu seritlere elektriksel alan uygulandiginda,
pH gradyani hareket etmez. Yalnizca protein 6rnegindeki yiiklii molekiiller hareket
eder ve izoelektrik noktasina karsilik gelen dar bantta toplanir. Bu tarz izoelektriksel
odaklamalarda poliakrilamit jel plastik bir serit {izerine tutturulmus haldedir
(Fountoulakis, 2004).

IPG seritlerin  kullanilmaya baslamasiyla birlikte 2D jel elektroforezi
uygulamalar1 da artmistir. Bu seritlerin en biiyiilk avantaji calismanin ilerleyen
asamalarinda kullanilabilirliginin daha kolay olmasidir. Kullanim kolaylhigi da,
yiiksek verimde proteom analizi ve genis 6lgekli 6rnek uygulamalari anlamina gelir.
Bu da protein tayini i¢in oldukca yararli bir durumdur. Kuru IPG seritler ticari olarak
cesitli uzunluklarda (7-24 cm), genis (pl 3-12), orta (pl 4-7) ve dar (pl 4.5-5.5)
araliklarda bulunurlar. Bu seritlerde pH araligi 2.5-12 arasinda degismektedir. pH 3-
10 seritleri lineer ve lineer olmayan (sigmoidal) bigimlerde vardir. Lineer olmayan
seritler, pl 4-7 araliginda bulunan proteinler icin daha iyl odaklama saglar
(Fountoulakis, 2004; Gorg ve ark., 2004). Dar aralikli IPG seritler genellikle 1-3 pH
birimi genisliginde olurlar ve diger bir serit ile en az 0.5 pH birimi ¢akismalidirlar.
Cok sayida dar aralikli serit iist iiste cakistirilarak yiiksek ¢oziiniirliik elde edilebilir
ve boylece daha fazla protein tanimlanabilir. Ancak her bir dar aralikl serit, ayri jel

kasedi ve belirli miktarda ornek yiliklemesi gerektirdiginden, 6rnek miktar1 az
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oldugunda calismay1 yiiriitmek miimkiin olmaz. Sinirli miktarda 6rnek varliinda,
genis aralikli IPG seritler tercih edilmelidir (Issaq ve Veenstra, 2008).

IEF analizinden o6nce kuru stripler, indirgeme ajani, amfolit, yiiksek
konsantrasyonda iire, tiyoiire ve deterjan (CHAPS gibi) igeren spesifik bir
rehidrasyon ¢ozeltisi ile rehidrate edilmelidirler. Rehidrasyon islemi, analizi
yapilacak olan protein 6rnegini de igeren bir ¢ozelti icerisinde uygulanmalidir. En
uygun ¢oziiniirliglin, yiiksek spot sayisinin, minimum diizeyde siiriiklenmenin ve
arka plan etkisinin olusmasi; kullanilan pH gradyani, serit uzunlugu ve Ornegin
protein igerigi gibi pek ¢ok kosula baglidir. Tiim bunlar g6z 6niinde bulundurularak
tek bir jele yiiklenecek olan protein miktar1 belirlenmelidir. Uygulama sirasinda jel
yiizeyinin alta gelmesine ve hava kabarcig1i olmamasina dikkat edilmelidir. Gece
boyu siiren pasif rehidrasyon 20 °C’de gerceklesmelidir. Yiiksek sicakliklar (> 37
°C) protein karbamilasyonuna, diisiik sicakliklar (< 10 °C) ise jel iizerindeki {irenin
donarak kristallenmesine neden olur. Yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerin (> 100
kDa) jel matrisine girisini kolaylastirmak amaciyla 30-50 V gibi diisiik bir voltajda
aktif rehidrasyon da uygulanabilir. Capraz kontaminasyonu Onlemek igin,
uygulamanin yapildigi tabla her deneme sonrast titizlikle temizlenmelidir.

Odaklama zamani da proteinlerin ayrilmasinda énemli bir etkendir. Cok kisa
zamanli odaklamalar yatay siiriiklenmelere neden olur. Ancak, uzun siireli odaklama
da proteinlerin katoda gogilinii engeller. Bu da protein deseninin bozulmasina, jelin
bazik ucunda yatay siiriiklenmelere ve proteinlerin kaybina neden olur. Optimum
siire, IPG seridin uzunluguna, pH araligina, protein 6rneginin tiirline ve miktarina
baghdir. Bu siire, ¢esitli denemeler sonucunda belirlenir ve optimize edilir (Gorg ve
ark., 2004).

IEF sonras1 ikinci boyut ayirma iglemi uygulanacak olan seritler iire, gliserol,
DTT ve iyodoasetamit igceren SDS tamponunda dengeleme islemine tabi
tutulmalidirlar. Odaklama sonrasi proteinler, IPG jel matrisine tutunmus yikli
gruplara tagiyict amfolitten daha siki baglanirlar. 10-15 dk siiren dengeleme siiresi
sirasinda tire ve gliserol, elektroendozmotik etkiyi azaltarak proteinlerin birinci
boyuttan ikinci boyuta gegislerini daha kolay hale getirirler. Hidrofobik proteinlerin
gecisi i¢in mutlaka tiyoiire kullanilmalidir, ancak tiyotire dikey siiriiklenmelere de
neden olabilir. Kullanilmayacak olan seritler temiz plastik tablalara aktarilarak, streg
film ile iyice sarilmali ve -80 °C’de saklanmalidir (Fountoulakis, 2004; Gorg ve ark.,
2004).
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11.8.4. Ikinci Boyut — SDS-PAGE

Dengeleme sonrasi, IPG seritler ikinci boyut i¢in SDS-PAGE jel ylizeyine
uygulanirlar. Proteinlerin, IPG jel matrisi {izerinde adsorbsiyonu, yetersiz dengeleme
siiresi ve yikama etkileri gibi nedenlerle IPG serit iizerinde kalan proteinler,
dengeleme adimi sirasinda protein kaybina sebep olabilirler. Radyoaktif isaretli
proteinler ile yapilan calismalar, dengeleme adimi sirasinda proteinlerde % 20’ye
varan kayiplar oldugunu gostermistir (Gorg ve ark., 2004).

Ikinci boyut ayirma islemleri dikey ya da yatay sistemlerde uygulanabilirler,
ancak genellikle dikey SDS-jel sistemleri tercih edilir. Yatay sistemler hazir jeller
icin daha cok tercih edilmektedirler. Dikey sistemler, cihazin 6zelliklerine bagh
olarak 12 jeli ayn1 anda uygulamaya olanak saglarlar. Coklu jel sistemleri yiiksek
verimlilik i¢in gereklidir. Bu sistemler jel hazirlamada ve cok sayida Ornegin
analizinde olduk¢a ekonomiktir. SDS-jeller ¢esitli firmalardan ticari olarak temin
edilebilir ya da laboratuvar kosullarinda hazirlanabilir. Hazir ticari jeller ile
laboratuvarda hazirlananlar arasinda bir fark yoktur. Hazir jeller, gesitli akrilamit
konsantrasyonlarinda lineer ve gradyan big¢imlerde bulunurlar ancak daha
pahalidirlar. Biiyiik jeller (20x20 cm) daha iyi spot ¢oziinilirligi saglarlar ve
genellikle post-translasyonel modifikasyonlar1 belirlemek igin tercih edilirler. Jel
biiylikliigli nedeniyle, spotlar da goreceli olarak biiylik olur ve protein kaybi
meydana gelebilir. Bu nedenle biiyiik jellere daha fazla miktarda protein yiiklemek
gerekir (0.3-1.5 mg total protein). Kiigiik jellerde (10x10 cm), spot ¢oziiniirligi
yiiksek degildir ancak diisiikk miktarda protein uygulamasi yeterlidir (0.1 mg). Genel
olarak jeller 20x25 cm boyutunda ve 1 mm kalinligindadir (Fountoulakis, 2004;
Gorg ve ark., 2004).

Ikinci boyutta kullanilan en yaygin tampon sistemi Laemmli (Laemmli, 1970)
tampon sistemidir. Dikey jellerde siralama jeli kullanmak gerekmez, IPG serit
tizerinde protein bolgeleri zaten konsantre haldedir.

Diisiik molekiil agirlikli (< 15 kDa) ve yiiksek molekiil agirlikli (> 150 kDa)
proteinleri tek bir jel lizerinde ayirmak yerine birkac jel iizerinde ¢alismak daha
dogrudur. Boylece birbirine yakin molekiil agirligina sahip proteinleri (5-30 kDa, 15-
200 kDa, > 150 kDa gibi) ayirmak daha rahat olur. Yiiksek molekiil agirligina sahip
proteinlerin biiyiik cogunlugu hidrofobik proteinlerdir. Bu proteinlerin, iire igeren

lizis ve rehidrasyon c¢ozeltilerinde tamamen c¢oziinmemeleri sorun yaratabilir.
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Coziindiikleri halde, IEF jel matrisine tamamen giremeyebilirler. Bu nedenle, birinci

boyuttan ikinci boyuta transfer olamayabilirler (Gorg ve ark., 2004).

11.8.5. Jellerin Boyanmasi

2D isleminin tamamlanmasinin ardindan, ayrilan proteinlerin goriintiilenmesi
icin boyama islemi uygulanir. Bir hiicrede bulunan tek bir proteinin konsantrasyonu
6-7 kat fark gosterebilir. Glikolitik enzimler gibi ¢ok bulunan proteinler birkag
milyon kopyaya sahipken, az bulunan proteinler yalnizca birkag kopya halindedir.
Protein konsantrasyonundaki bu biiyiik fark nedeniyle gelistirilen pek ¢ok boyama
yontemi vardir. Istenilen boyama; yiiksek duyarlilikta (diisiik dedeksiyon limiti),
yiiksek dogrusal dinamik aralikta (kantitatif dogruluk i¢in), kiitle tayini i¢in yeniden
kazanilabilir ve kiitle tayini ile uyumlu olmalidir. Mevcut boyama yontemleri bu
isteklerin tamamin1 ayn1 anda karsilayamamaktadir.

En yaygin kullanilan yontemler; anyonik boyama (Coomassie mavisi), metal
katyonlartyla negatif boyama (¢inko imidazol), giimiis boyama, floresans ya da
radyoaktif izotop boyama/isaretleme olarak bilinmektedir. Bu yontemlerin ¢ogunda,
¢Oziinmiis polipeptitlerin boyama 6ncesi bir fiksasyon ¢ozeltisi icerisinde birkag saat
ya da gece boyunca bekletilerek jel tizerine sabitlenmeleri ve tayin ile girisim
gosterebilecek deterjanlardan uzaklastirilmalar1  gerekmektedir. Bazi  spesifik
boyamalar ise dogrudan jel {izerine uygulanabilmektedir (Gorg ve ark., 2004).

CBB boyama yontemi (Neuhoff ve ark., 1985), tiim diinyada en yaygin
kullanilan yontemdir. Diigsiik maliyeti, kolay kullanim1 ve kiitle spektrometrisi gibi
cok sayida protein analiz ve karakterizasyon yontemiyle uyumlu olmasi nedeniyle
tercih edilir. Ancak diigiik miktardaki proteinlerin goriintiilenmesinde yeterli
hassasiyeti gostermezler. CBB ile her spotta 30-100 ng proteini tayin etmek
miimkiindiir (Patton, 2002). CBB yontemlerinin modifiye edilmesi ile bu hassasiyet
arttirilmaktadir (Neuhoff ve ark., 1988).

Glimiis boyama yontemi, CBB yonteminden daha hassastir (< 0.1 ng
protein/spot). Ancak giimiis boyamada, kantitatif analizler i¢in geri kazanim oldukca
diistiktiir. Daha oyalayict ve karmagiktir. Kullanilan sabitleyici ¢ozeltiler, proteinlere
capraz baglanmalari1 nedeniyle kiitle analizini engellerler.

Floresans boyalarla ya da radyo-isaretleyiciler ile proteinleri isaretlemek en
yiiksek hassasiyette ve kantitatif dogrulukta yontemlerdir. Radyo-izotoplar ile in

vitro ve in vivo isaretleme yapmak miimkiindiir. Sonrasinda otoradyografi veya
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florografi ile tayin yapilabilir. Radyoaktif ¢alismalarin da birtakim kendi igerisinde
kisitlamalar1 bulunmaktadir. Organik boyalar, giimiis boyama ve radyo-isaretleme
yontemlerindeki sikintilar floresans belirleme yoOntemlerinin daha fazla onem
kazanmasma yol ac¢mustir. Ticari Cy boyalarla yapilan “Diferansiyel Jel
Elektroforezi” (DIGE) islemleri ve SYPRO Ruby boyamalar ile hassasiyet 1-2 ng
protein/spot’tur. Pek ¢ok floresans boyama yontemi, kiitle tayini gibi protein

karakterizasyonu yontemleri ile uyumludur (Gorg ve ark., 2004).

11.8.6. Proteinlerin Tanimlanmasi

Proteomigin en 6nemli amaci, kontrol ve deney gruplari arasindaki ekspresyon
farkliliklarinin belirlenmesidir. Bu farkliliklar, protein ekspresyonunun inhibisyonu
(spotun ortadan kaybolmasi), indiiklenmesi (spotun ortaya ¢ikmasi) ve degismesi
(spot biiytikliigiiniin veya siddetinin artmasi/azalmasi)o seklinde olabilir. Bu
ozellikler jel lizerinde tespit edildikten sonra kiitle analizine gegilir.

Bilgisayarli jel goriintiileme sistemlerinin ilk basamagi, jel goriintiisiiniin dijital
ortama aktarilmasidir. Modifiye edilmis belge tarayicilari, lazer dansitometreler,
kameralar, floresans ve fosfor goriintiileyiciler gibi ¢esitli aygitlar ile bu aktarma
islemi gergeklestirilir (Gorg ve ark., 2004).

Protein desenindeki farkliliklar, spot tayinine ve spotlarin kantitatif analizine
olanak saglayan cesitli ticari yazilimlar ile belirlenirler. Spotlar bu yazilimlar
aracilif1 ile once otomatik olarak taranirlar, daha sonra degerler girilerek manuel
taramaya gegilir. Pek cok gelismis yazilim olmasina ve her gegen giin ¢ok daha fazla
gelistirilmelerine ragmen tamami ile otomatik bir spot belirleme yazilimi yoktur.
Tiim spotlar jel tizerinde otomatik olarak tam dogrulukla belirlenemez. Bu sebeple
manuel taramanin yapilmas1 mutlaka gereklidir.

Normalizasyonun yapilmasi, arka plan etkisinin, dikey ve yatay
stiriklenmelerin ¢ikartilmasi ile 2D-jelde bulunan tiim proteinlerin, belirli bir
proteinle yapilan karsilastirmasi sonucunda bu spot hacminin yiizdesi belirlenebilir.
Ayni1 6rnegi tasiyan birkag jel (en az 3, genellikle 5) iizerinde karsilastirma yapmak,
ortalama degerlerin eldesi ve jelden kaynaklanan hatalarin etkisini azaltmak igin
gereklidir. Protein diizeylerindeki farkliliklar p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edilmektedir (Fountoulakis, 2004; Gorg ve ark., 2004).

Kiitle analizi, 2D jellerden ¢ikartilan spotlardaki proteinlerin tanimlanmasinda

tercih edilen bir tekniktir. Femtomol veya attomol diizeyinde 6rnek gerektirir ve
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olduk¢a hassastir. Glikozilasyon ve fosforilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlar1 da belirlemek miimkiindiir. Kiitle analizi ile istenen proteinin
karakteristik “peptit-kiitle parmak izi” belirlenebilir. Deneysel olarak elde edilen bu
parmak izinin veritabanlarindaki protein ve niikleotit dizi karsilig1 aranarak istenen
proteinin kimligi bulunabilir. Ancak bu yontemle sadece, daha 6nce dizisi bulunmus
olan proteinlerin tayini yapilabilir, dizisi belirlenmemis pek ¢ok organizma ve bu
organizmalara ait proteinler vardir ve bunlarla ilgili karsilastirma yapmak miimkiin
degildir. Bir diger problem de, proteinlerin ¢ok kapsamli olarak post-translasyonel
modifikasyona ugramig olmalaridir. Bu proteinler, veritabanindaki modifikasyona
ugramamis protein dizisi ile eslesemezler. Eger tek bir spot ilizerinde birkag¢ farkli
protein varsa, parmak izi yontemi bu proteinleri birbirinden ayiramaz. Ancak bazi
arama motorlari, diisiik kalitedeki verilerle ve protein karisimlar ile dogru protein
belirlemesine olanak saglamaktadir.

Kiitle tayini, kaynak-sonras1 bozunma ile ya da kimyasal destekli pargalama ile
“Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-Kiitle Spektroskopisi” (MALDI-
MS) ya da MS/MS yontemleriyle yapilabilir. “Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon
Iyonizasyon-Ucus Zamami-Kiitle Spektroskopisi” (MALDI-TOF-TOF-MS/MS) ya
da “Elektrospray Iyonizasyon-Kiitle Spektroskopisi” (ESI-MS/MS) iiclii kuadropol,
Iyon-tuzagi ya da Q-TOF gibi iki basamakli MS/MS sistemleri digerlerinden daha
avantajlidir (Gorg ve ark., 2004).

ESI-MS ve ESI-MS/MS deneyleri, birbirini takip eden ii¢lii kuadropol aletinde
ya da TOF-analizorii ile birlestirilmis bir kuadropol aleti ile gerceklestirilir. TOF-
analizoriine bagl sistemler yiiksek dogrulukta 6lgme imkani tanir ve Q-TOF-MS

olarak ifade edilir (Telefoncu ve ark., 2002).
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Bu aletlerde, peptit karisimi ¢ozelti halinde (1ul) uygulanir ve iyonik kaynaga
puskiirtiiliir. Olusan diizenli damlaciklar 6n vakum haznesindeki ¢oziiciileri icermez
ve aletin yiiksek vakumlu haznesine konsantre iyon bulutu olarak enjekte edilir.
Kiitle spektroskopisine c¢arpisma hiicresi eklenerek peptit iyonlarinin segimli
fragmentasyonu saglanabilir. Ilk olarak, peptit carpisma hiicresi kullanilmadan
normal ayirma modunda kuadropol ile analizlenir ve tipik “kiitle parmak izi” elde
edilir. Ikinci olarak, m/z 4000’e kadar segilmis peptit iyonlarinin MS/MS
spektrumlari, ana peptit iyonunun ylikiine dayali olarak ¢arpigmanin saglanmasiyla
Ol¢iilir. Bozunma sonrasi olusan iyonlar, TOF analizoriine gonderilir. Bir peptid
iyonunun, MS/MS spektrumu pek ¢ok kiitleyi iiretebilmektedir. Bu durum, 1, 2, 3, 4
veya daha fazla amino asit biriminin kaybr ile asil peptit kiitlesinden farklanma ile
aciklanabilir. Spektrumlarin farkli olmasindan peptitin dizisi hesaplanabilir.

MALDI-TOF-MS, total bir peptit karistmindan peptit kiitlelerinin tayinine
olanak saglayan proteomik c¢alismalar i¢in 6nemli bir aractir. Tipik olarak vakum
haznesi, azot lazer, zaman siiriikleme/odaklama teknigi ve TOF kiitle analizériinden
olusmaktadir. Celik bir hedef; vakum haznesi i¢erisinde manuel ya da otomatik moda
yerlestirilir ve bu hedef plaka daha 6nceden matriks ile karistirilmig 6rnek peptit
karisimini igeren ¢ok kiigiik spotlari lizerinde tagir. Matriks dihidrobenzoik asit veya
a-siyano-4-hidroksisinnamik asit gibi bir organik asittir ve kolayca peptitleri
tutabilen kristaller olusturur. Lazer 15181 ile uyarilan kristaller kolayca iyonlagma
egilimine sahiptir, kristaller ugucu hale gelirken ayni zamanda peptitlerin
iyonlagmas1 gerceklesir. Bu sayede bir ve iki yonli jellerden triptik parcalama
sonrasi “kiitle parmak izi analizi” ile peptitlerin amino asit dizilimleri hakkinda bilgi
edinilebilir. Her bir triptik peptit karisiminda farkli kiitleler elde edilebilir. Bunlar
her bir 6zel protein i¢in karakteristiktir ve eger protein dizisi biliniyorsa ve EXPASy,
Matrix Science “Mascot”, ProFound, MS-fit ya da protein prospector gibi veri
tabanlarinda listelenmis durumdaysa protein tanimlanmasinda kullanilabilir (Patton,

2002; Telefoncu ve ark., 2002; Butterfield, 2004).

11.8.7. Karsilasilan Zorluklar

IPG seritlerin ortaya ¢ikmasiyla, dar araliktaki seritlerle calismak miimkiin hale
gelmigtir.  Seritleri  birbirleriyle ¢akistirarak yiiksek ¢oziiniirlilk elde etmek
miimkiindiir. Ancak modern 2D-PAGE ile izoelektrik noktast farki 0.001 birimin
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altinda olan proteinlerde bu ayirim gerceklestirilemez (Gorg ve ark., 2004; Issaq ve
Veenstra, 2008).

2D-PAGE ile spotlarin iist iiste cakigtirilmasi islemi olduk¢a zor ve zahmetli
bir islemdir, ayn1 zamanda 2D-PAGE’in tekrarlanabilirlik ve dinamik olarak 6l¢im
yapilmasi gibi konularda smirlamalar1 vardir. Tekrarlanabilir sonuglarin elde
edilebilmesi icin standart islemlerin ¢ok biiylik bir dikkatle uygulanmasi gerekir
(Issaqg ve Veenstra, 2008; Danis, 2010).

2D-DIGE, 1997 yilinda bu zorluklara kars1 gelistirilmis bir yontemdir (Unlu ve
ark., 1997). Tek jel tizerinde 3 farkli protein ekstraktinin (hastalikli, saglikli,
hastalikli ve saglikli 6rneklerden es miktarda karistirilarak elde edilen standart)
goriintiilenmesine olanak saglar. Bu yontemde proteinler 2D elektoforezinden once,
her biri farkli dalga boyunda emisyon yapan siyanin (Cy) floresans boyalarla
kovalent olarak isaretlenirler. Tek jel oldugundan orneklerin go¢ etme hizlar
konusunda farklilik olmaz, bu boyalarla isaretlenmis her bir 6rnek jel iizerinde ayni
noktaya go¢ eder. Analizlerin tek jel {izerinde yapilmasi nedeniyle % 50 daha az jel
harcanir, bu nedenle daha ekonomiktir. Ayn1 zamanda proteinlerin karsilagtirilmasi
islemi ayni jel lizerinde yapildigindan daha dogru, kesin ve hizli sonug elde edilir. Bu

nedenle tekrarlanabilirlik daha yiiksektir (Issaq ve Veenstra, 2008).

11.9. NOROLOJIiK CALISMALARDA PROTEOMUN YERI

Proteomik bugiin, enfeksiyon hastaliklarinin, kanser, kalp ve norolojik
hastaliklarin arastirllmasinda ve klinik teshiste rutin olarak kullanilmaktadir
(Fountoulakis, 2004). Beyinin her bir bolgesi ozellikle gelisim donemlerinde ve
patolojik rahatsizliklarda kendine 6zgii protein kompozisyonlar igerir. Bu nedenle
beyin proteomunun ve burada ger¢eklesen anormal durumlarin analizi, beyin
fonksiyonlarini ve hastaliklarin sebebini anlamada temel kabul edilmektedir (Olsen
ve ark., 2007). Memelilerde bulunan genlerin yaklasik % 30-50’si sinir sisteminde
eksprese edilirler. Gen ekspresyonlarinin farkli olmasi, néronal fenotip cesitliliginin
olugsmas1 i¢in gereklidir. Beyin bolgelerinin proteomik analizi; beyindeki
karmagikligi anlamada, merkezi sinir sistemi rahatsizliklarim1 arastirmada ve ilgili
belirtegleri belirlemede yararl bir tekniktir (Fountoulakis, 2004).

Noropatolojik caligmalarda aydinlatici sonuglara proteomik calismalar ile
ulasilabilmektedir ve bu konuda yapilmis ¢alismalar temel ¢alismalar olarak kabul

edilmektedir. Bu calismalarda aranan Onemli proteinler olan sinyal proteinleri
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norokimyanin merkezinde yer alan proteinlerdir. Fosforilasyon-bagimli proteinler,
GTP-bagimli proteinler, kinazlar ve adaptor proteinler gibi sinyal-bagimli proteinler;
timorlerin de dahil oldugu ¢esitli dokularda proteomik ile tanimlanabilirler (Lubec
ve ark., 2003).

Bugiline kadar proteomik insan, sican ve fare beyin proteinlerinin
tanimlanmasinda ve diizeylerinin tayininde, ¢esitli norolojik hastaliklar (insanlarda
ve hayvan modellerinde Alzheimer Hastaligi, Down Sendromu, Parkinson Hastaligi,
Huntington Hastaligi, kanser vs.) sonucunda meydana gelen degisikliklerin ve diizey
farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bu hastaliklarda degisiklik gosteren
proteinlerin, baslica nérotransmisyon, yonlendirme ve sinyal iletim fonksiyonlarinda
yer aldigr ya da detoksifikasyon, metabolizma ve konformasyonel degisiklikler ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (Petricoin ve ark., 2002; Fountoulakis, 2004).

Epilepsi ile yapilan proteomik ¢alismalar, ¢esitli hayvan modellerinde ya da
post-operatif insan Orneklerinde gerceklestirilebilir. Kainik asit kullanilarak
olusturulmus sican epilepsi modeli lizerinde yapilan bir arastirmada kainik asit
verilmis olan hayvanlarda iki proteinin seviyesinde azalma oldugu ve bir heparin-
bagli proteinin miktarinin arttigr bulunmustur (Krapfenbauer ve ark., 2001).

2004 yilinda yapilan bir ¢calismada epileptik hastalarda insan serebral korteksi
proteomik ile incelenmis ve epilepsi patojenezi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen 9
farkl proteinin miktarlarinda degisiklikler saptanmistir (Eun ve ark., 2004).

Norolojik bozukluklardan olan Alzheimer ve sizofreni hastalarinin post-
mortem hipokampal beyin dokularinda yapilan ¢aligmalarda sizofrenik hastalarda, 8
protein  spotunun konsantrasyonunun azaldigi ve 8 protein spotunun
konsantrasyonunun ise arttigt bildirilmistir. Alzheimer hastalarinda da benzer
sekilde 35 protein spotunun konsantrasyonu azalirken, 73 protein spotunun
konsantrasyonunun arttig1 gosterilmistir. Her iki hastalikta da azaldigi gozlenen bir
proteinin karakterizasyon islemleri sonucunda Diazepam baglayic1 inhibitor
(GABAA reseptor hareketinin  diizenlenmesini  saglamakla gorevlidir) oldugu
bulunmustur (Edgar ve ark., 1999; Tsuji ve ark., 1999). Alzheimer hastalarinin post-
mortem temporal korteks beyin dokularinda yapilan bir baska ¢alismada 5 protein
spotunun konsantrasyonunun arttigi, 28 tanesinin azaldigr ve 9 tanesinin sadece
Alzheimer hastalariin temporal korteks beyin proteom analizinde ortaya ciktigi

bulunmustur (Tsuji ve ark., 1999).
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Alzheimer hastast kisilerin beyin korteks bdlgesi proteom caligmalarinda,
voltaj-bagimli anyon kanal-1 proteinin degisiklik gosterdigi belirlenmistir (Yoo ve
ark., 2001a).

11.10. MEMBRAN PROTEINLERININ PROTEOM
CALISMALARINDAKI ONEMI

Gilinlimiizde, organellerden elde edilen veya spesifik olarak subseliiler
komplekslerden izole edilen protein kalintilar1 ile yapilan analizler var olan
karmagikligi azaltmasi nedeniyle norobilimde tercih elden uygulamalardir.
Sinapslardaki protein ag1 organizasyonu ile ilgili proteomik ¢alismalar, néronlarin
iletisimini gosteren nadir ¢aligmalardir. Bunun nedeni, sinaptik proteinler aginin
membran ya da membrana bagli proteinlerden (reseptorler, tasima kanallari,
ektoenzimler, vs.) olusmasidir. 2D-PAGE isleminde membran proteinlerinin
stabiliteleri ve c¢oziiniirliikleri, bu proteinlerin hidrofobik dogalar1 geregi bir takim
kisitlamalara neden olmaktadir. Cok sayida ve yaygin olarak var olan ¢Oziiniir
proteinler, Orneklerde bulunan pek ¢ok membran proteinini perdeleyerek
belirlenmesini  olanaksizlastirmaktadir. Diger yandan membran proteinleri,
memelilerde gergeklestirilen proteom, ndronal reseptor, tasiyici ve hedef enzimler ile
ilgili galismalarin % 25-34’{inii olusturmaktadir. Bu nedenle; proteom ¢aligmalari, bu
molekiillerin fonksiyonunu anlamada ilgi ¢eken calismalar olarak kabul edilmektedir
(Stevens ve ark., 2003).

Iyon kanallar1 pek ¢ok hiicresel islemde gérev almalari nedeniyle, pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar icin hedeftirler. Iyon kanali bozukluklarinin
ortaya ¢ikmastyla, iyon kanallarimi hedef alan pek cok ilacin da terapdtik dnemi
artmustir (Camerino ve ark., 2007).

Iyon kanallar1 birbirine ¢ok benzeyen ancak farkli elektrokimyasal 6zelliklere
sahip cok sayida alt iiniteden meydana gelmistir. Noronal ifadenin farkliligi ve bu alt
tinitelerin diger komplekslerle olan birlesimi, iyon kanallarinin 6zelliklerinin ve
dagilmlarinin ¢ok fazla sayida olmasma sebep olmaktadir. Iyon kanallarmin
fonksiyon bozuklugu cok sayida norolojik hastalia neden olmaktadir. Iyon
kanallarinin fonksiyonu voltaja (voltaj kapil1), kimyasal etkilesimlere (ligand kapili)
ve mekanik bozukluklara baghdir (Rose, 1998).

Kalsiyum ve voltaj duyarli, yiiksel iletken potasyum kanallar1 (BK, Maksi-K

veya Slo kanallar1) membran potansiyelinin geride kalan kismini, hareketli
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potansiyel tekrar-polarizasyonunu ve merkezi sinir sisteminden ndrotransmitter
salimimin destekler. BK kanallar1 yiiksek oranda diiz kaslarda ve beyinde, daha az
oranda ise i¢ kulak, bobrek ve epitel dokuda eksprese edilirler. Bu kanallarin, soma
ve akson terminallerinde, dendritlerin ve santral néronlarin sinaptik terminallerinde
lokalize oldugu elektrofizyolojik ve histolojik tekniklerle gosterilmistir (Douglas ve
ark., 2006).

1970-1990 yillar arasinda farmakolojik yontemler kullanilarak tanimlanmis ve
siniflandirilmis olan reseptorler, biyofiziksel diizeyde molekiiler olarak da ifade
edilmistir. Boylece, Na* kanali gibi epilepsi agisindan énemi olan reseptdrlerin
anlasilmas1 miimkiin hale gelmistir. Bu kanalin protein alt iiniteleri, sadece amino
asit ve kanali kodlayan gen sekansi ile degil, A diizeyinde proteinin dérdiinciil yapisi
ile de ortaya konmustur. Yapmin, A diizeyinde bilinmesiyle, molekiiler diizeyde
kanalin nasil ¢alistigini anlamak miimkiin hale gelmistir. Kanalin agik ve kapali
durumu, kanaldaki peptit segmentlerinin hareketine ve porlu yapisinin agilip
kapanmasina baglidir (Sutula, 2005).

Voltaj kapili iyon kanallar1 olan sodyum, potasyum, klor kanallar
mutasyonlarinin  jeneralize epilepsilerle ve infantil nobetlerle iliskili oldugu
bulunmustur. Ligand kapili iyon kanallar1 olan nikotinik asetilkolin reseptorlerinin ve
GABA reseptorlerinin alt tipleri ise frontal ve jeneralize epilepsilerin spesifik
sendromlariyla baglantilidir. 1995 yilinda idiyopatik epilepsiye neden olan ilk gen
mutasyonunun bulunmasindan bu yana bu durumla iligkili 13 gen tanimlanmis olup
¢ogunun ya voltaj kapili ya da ligand kapili iyon kanallarin1 kodladig1 gosterilmistir.
Iyi-gidisli ailesel yenidogan nobetlerinde voltaj kapili potasyum kanallarinda,
otozomal dominant noktlirnal frontal lob epilepsisinde nikotinik asetilkolin
reseptorlerinde, atesli nobet art1 jeneralize epilepside sodyum kanallarinda mutasyon
tespit edilmistir (Segmen, 2005).

Deneysel olusturulmus epileptik nobetlerde GABA’nin % 50-60 oraninda
azaldigi, GABAerjik inhibitoér sinapslarin fonksiyon kaybmin epileptik odag:
olusturdugu diisiiniilmiistiir. GABA’ nin iki farkli mekanizma ile nobetten sorumlu
olabilecegi diisliniilmektedir.  Birincisi sinapslardaki GABA konsantrasyonu
distiiglinde noronal inhibisyonda azalma olmasi, ikincisi ise GABA
konsantrasyonunun normal olmasi ancak mevcut GABA’nin kullanilamamasidir
(Cain ve ark., 1989). GABAA reseptorii, GABRG2 ve GABRA1 tarafindan kodlanan

alt tinitelerin sinaptik inhibisyon ve mutasyonlarinin diizenleyicisidir. Bu alt iiniteler,
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idiyopatik jeneralize epilepsiler ve atesli nobet art1 jeneralize epilepsi ile iliskilidir
(Heron ve ark., 2007).

Voltaj-kapili potasyum kanali alt iinite genlerindeki (KCNQ2 ve KCNQ3)
mutasyonlar, iyi-gidisli ailesel yenidogan nobetli otozomal dominant epilepsi
sendromu ile iligkilidir. Bu nobetler, dogumdan sonraki ilk birka¢ giinde meydana
gelir. KCNQ2 ve KCNQ3’teki mutasyonlar ilk kez 1998 yilinda iyi-gidisli ailesel
yenidogan ndbetlerde tanimlanmistir. Bundan sonra KCNQ2’de yaklasik 50 farkl
mutasyon gosterilmistir (Heron ve ark., 2007). Iyi-gidisli ailesel yenidogan ndbeti,
KCNQ2 (kromozom 20 iizerinde) ve KCNQ3 (kromozom 8 {izerinde) mutasyonlari
ile iligkili bulunmus olup in vitro fonksiyonel ¢aligmalarda n&ronun
repolarizasyonunda 6nemli olan potasyum gecisinde fonksiyon kaybi oldugu tespit
edilmistir (Biervert ve ark., 1998).

Noronal nikotinik asetilkolin reseptorii 3o ve 2 altiinitesi iceren, beyinde
yaygin olarak bulunan pentamerik bir komplekstir. Nikotinik asetilkolin reseptor alt
tinitelerindeki mutasyonlar, otozomal noktiirnal frontal lob epilepsi ile iliskilidir.
Fakat bu epilepsiye sahip hastalarin yalnizca % 12’sinin nikotinik asetilkolin
reseptOr alt iinitelerinde mutasyon vardir. Bu hastalikta tanimlanan mutasyonlar, 4
farkli mutasyonla ‘asetilkolin reseptdr alt iinite a4’ geninde ve 3 farkli mutasyonla
‘asetilkolin reseptdr alt tinite B2’ geninde goriilmektedir (Combi ve ark., 2004).

Voltaj-kapili sodyum kanallari, 1o ve 2p olmak iizere 3 alt {initeden olusur.
Voltaj-kapili sodyum kanali o alt {inite genleri olan SCN1A ve SCN2A ile B alt iinite
geni olan SCN1B’ de meydana gelen mutasyonlar epilepsi ile iliskilidir. SCN2A’da
meydana gelen mutasyonlar, bu nobet fenotipindeki 8 ailede belirlenmistir. Iyi-gidisli
ailesel infantil nobetli bir ailede SCN2A mutasyonlar: gosterilmistir (Heron ve ark.,
2007). SCN1B, idiyopatik epilepsi ile iligkili olan ilk sodyum kanal genidir (Wallace
ve ark., 1998). SCN1A mutasyonlarinin bazi epileptik ensefalopatilerle iliskili
oldugu gosterilmistir (Heron ve ark., 2007). SCNI1A geninin yapimi dogumda
baslayip erigkinlikte devam etmektedir. Merkezi sinir sisteminde serebral korteks ve
hipokampiisii de iceren epilepsi patojenezinde oOnemi oldugu bilinen beyin
alanlarinda yaygin olarak bulunur. Atesli nobet art1 jeneralize epilepsisi, atesli nobet
art1 temporal lob epilepsisi ve siitgocugu miyoklonik epilepsisinin nedeni SCN1A
mutasyonu olarak bulunmustur. SCN1A’daki mutasyonlarin ndronal hiicrelerin
kendiliginden ve kontrolsiiz desarjina neden oldugu diisliniilmistir. Bu

mutasyonlarin fonksiyonel degerlendirilmesi i¢in yapilan birka¢ ¢alismada, atesli
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nobet art1 jeneralize epilepsili ailelerde li¢ mutasyon lizerinde odaklanilmistir. Bunlar
T875M, WI1204R ve RI1648H’dir. Bu fonksiyonel c¢aligmalar, sodyum kanal
mutasyonlarinin sodyum gecisini degistirerek noéronal hipereksitabiliteye neden

oldugunu géstermistir (Claes ve ark., 2001; Segmen, 2005).
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BOLUM III

CALISMALAR

I11.1. ARASTIRMA YONTEMI

GAERS ve Wistar grubu siganlarin
beyin dokularindan korteks
bolgelerinin ¢ikartlmasi

Jellerin goriintiilenmesi, jel analizi
ve spot se¢imi

MALDI-Tof analizi

Sekil II1.1 Tez ¢aligmasinda izlenen yontemler.
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Korteks dokusundan membran Kiti
yardimiyla membran fraksiyonunun
ayrilmasi

iki boyutlu jel elektroforezi teknigi
uygulanarak 6rneklerin yiiriitiilmesi

Kiitle analiz sonuglar1 ve protein
veri tabanlar1 kullanilarak
proteinlerin tanimlanmast




II1.2. ARASTIRMA ARACLARI

111.2.1. Arastirmada Kullanilan Cihazlar

Santrifiij: Sigma, 3K 30 Yiiksek Devirli, Sogutmali (A.B.D.)

Santrifiij Rotoru: Sigma, 13131H (20000 RPM)

Spektrofotometre: Thermo Scientific, Helios Zeta UV-VIS (A.B.D.)

Hassas Terazi: Sartorious Analytic, A200S =+ 0,0001 (Almanya)

- 80°C Derin Dondurucu: Thermo Electron Corp., Forma (-80 °C) ULT

Freezer (A.B.D.)

Buzdolabi: Regal (Tiirkiye)

Su Banyosu: Wasserbad WB Serisi (Almanya)

Vorteks Karistirier: Fisons, Whirlimixer (ingiltere)

Destile Su Cihazi: Millipore, Rios-DI UV (A.B.D.)

Manyetik Karistirier : VELP Scientifica, ARE (italya)

Etiiv: Genlab, Midi/2/AL (0-100) (Ingiltere)

Otomatik Pipetler: Gilson, Pipetman (Fransa)

pH Metre: HANNA, HI 9024 (Romanya)

Orbital Kanstirici: IKA-Werke, OS 10 B (Almanya)

IEF Elektroforez Sistemi: Bio-Rad, Protean IEF Cell (A.B.D.)

iki Boyutlu Elektroforez Sistemi: Bio-Rad, Protean Il XL Multi-Cell
(A.B.D.)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi: Apelex, PS 9009 TX (Fransa)

Goriintiileme Sistemi: GE Healthcare UK, ImageScanner Il (Ingiltere)

Kiitle Tayin Cihazi: Applied Biosystems, 4800 MALDI TOF/TOF (A.B.D.)

111.2.2. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Bio-Rad Firmasindan Alnan Kimyasallar: ReadyPrep Protein Extraction
Kit (Membrane 1), ReadyStrip IPG seritleri (pH 3-10 lineer olmayan) 17 cm, Bio-
Lyte 3/10 amfolit %40, mineral yag, Quick Start-Bradford Reaktifi, ReadyPrep
Proteomiks Kalite Su, ReadyPrep 2-D Cleanup Kkiti

Sigma Firmasindan Ahnan Kimyasallar: N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin
(TEMED), proteaz inhibitor kokteyli, sigir serum albiimini (BSA)

Merck Firmasindan Alman Kimyasallar: Metanol, asetik asit, amonyum
peroksidosiilfat (APS), sodyum dodesilsiilfat (SDS), glisin, ire, tiyoiire, brom fenol

mavisi, orto-fosforik asit, hidroklorik asit.
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Fluka Firmasindan Almnan Kimyasallar: Coomassie Brillant Blue G250
(CBB G-250), akrilamid, N, N' metilen-bis-akrilamid (bisakrilamid), Tris-(hidroksi
metil)-aminometan  (Tris),  3-[(3-kolamidopropil)  dimetilamonyum]-1-propan
stilfonat (CHAPS), ditiyotireitol (DTT), gliserol, iyodoasetamit, amonyum siilfat,

agaroz.

111.3. YAPILAN CALISMALAR

111.3.1. Ornek Hazirlama

Ornek hazirhg, Bio-Rad ReadyPrep Protein Ekstraksiyon Kiti (Membran 1)
kullanim kilavuzuna gore yapildi. Calismada kullanilan sicanlar Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Ana Bilim Dali’ndan
temin edildi ve hayvan c¢aligmasi i¢in etik kurul raporu alindi. Calismada kullanilan
sicanlar 12 saat aydinlik-12 saat karanlik siklusu ve sabit sicaklik ayarlamasi bulunan
hayvan bakim ve flretim {initesinde {retildi ve bu ortamda muhafaza edildi.

Dokularin ¢ikarilacag: giin asagidaki ¢alisma programi izlendi:

1. Tablo III.1°de verilen GAERS ve Wistar gruplarindaki siganlar eterli ortamda
2 ila 4 dakika bekletilerek bayiltildi.

Tablo 111.1 Calismada kullanilan hastalikli ve saglikli sigan gruplari

GAERS & 6 aylik, 286 g | 6 aylik, 240 g | 6 aylik, 266 g | 6 aylik, 280 g | 5 aylik, 245 g
(Hastalikli) Grubu
Wistar &

5aylik, 300 g | 4 aylik, 2409 | 4 aylik, 2809 | 4 aylik, 270 g | 6 aylik, 380 g
(Kontrol) Grubu

2. Bayiltilmis olan siganlar dekapite edilerek hizli bir sekilde beyinleri ¢ikarildi.

3. Cikartilan beyin, yikama tamponu (40 mM Tris-baz ve 5 mM proteaz
inhibitor karigimi) kullanilarak artik dokulardan ve kandan temizlendi.

4. Buz lizerinde caligilarak parietal korteks bolgeleri ¢gikarildi.

5. Elde edilen korteks dokular1 sivi azot ile dondurularak toz haline gelecek
sekilde ogiitiildii.

6. Ogiitiilmiis olan dokular tartildi ve her 50 mg doku icin 5mM proteaz
inhibitor karisimi igeren 500 uL Membran Protein Ekstraksiyon Tamponu-I

ilave edilerek ¢oziintirlestirildi.
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Orneklerin her biri 4x30 s sonike edildi, her sonikasyon adimindan sonra 1
dakika buz iizerinde bekletildi.

Ekstraktlarin tizerine 500 pL Membran Protein Ekstraksiyon Tamponu-11
ilave edilerek, 4x60 s vortekslendi. Her vorteks adiminin ardindan ekstraktlar
60 s buz banyosunda tutuldu. Vorteks isleminin tamamlanmasinin ardindan
tiim ekstraktlar 10 dk buz banyosunda bekletildi.

Bekleme siiresi sonunda ekstraktlar 10 dakikada bir 30 saniye karigtirilarak
37 °C sicakliktaki su banyosunda 30 dk inkiibe edildi.

10. Su banyosundan alinan ekstraktlar oda sicakliginda, 16000 g’de 5 dk santrifiij

edildi.

11. Santrifiij sonunda ¢ok belirgin olmayan iki faz gézlendi. Ust faz temiz bir

tiipe alinarak “hidrofilik fraksiyon” olarak etiketlendi.

12. Alt faz lzerine yeniden, 500 pL Onceden sogutulmus Membran Protein

Ekstraksiyon Tamponu-Il ilave edildi. 8-10. adimlarda yer alan vorteks,
inkiibasyon ve santrifiij islemleri tekrarlandi. Santrifiij sonunda {ist faz

oncekilerle birlestirildi.

13. Alt faz temiz bir tiipe alinarak “hidrofobik fraksiyon” olarak etiketlendi.

14. Tim fraksiyonlar 100 pL’lik hacimlere ayrildi ve ¢aligmanin

gergeklestirildigi zamana kadar 80 °C’de saklandi.

111.3.2. Bradford Metoduna Gore Protein Tayini
Ornek protein miktar tayini Bradford metoduna uygun olarak gergeklestirildi

(Bradford, 1976).

1.

Standart ovalbiimin ¢ozeltisi, 2 mg/mL ovalbiimin stok c¢ozeltisinin 0.1
mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilmesi ile hazirlandi.

Standart ovalbiimin ¢06zeltisinden belirli  hacimlerde alinarak, son
konsantrasyonlar sirasiyla 2pg/mL, 4pg/mL, 6pg/mL, 8 ug/mL ve son hacim
800 pL olacak sekilde destile su ile seyreltmeler yapildi.

Her bir 6rnekten 2 pL alindi ve iizerine son hacim 800 pL olacak sekilde
destile su ilave edildi.

Referans olarak kullanilacak ependorflara 800 uL destile su konuldu.
Standart, 6rnek ve referans ¢ozeltilerine 200 pL Quick Start-Bradford Dye

reaktifinden konularak tiim ependorf tiipleri karigtirildi.
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6. 15 dk sonra 595 nm dalga boyunda, standart ve orneklerin referansa karsi

absorbans Ol¢iimleri yapildi.

111.3.3. Elektroforez Islemi Oncesi Arindirma ile Orneklerin Hazirlanmasi

Orneklerin, elektroforez esnasinda diizgiin ayrilabilmeleri i¢in ekstraksiyon
islemlerinden kalan ve izoelektrik odaklama (IEF) ile girisim gosterebilecek
ajanlardan uzaklagtirllmasi gerekir. Elektroforez oncesi uygulanan ve arindirma adi
verilen bu islem i¢in ReadyPrep 2-D Cleanup Kiti kullanim kilavuzuna uygun olarak
asagidaki ¢alisma programi izlendi.

1. Ornekler 350 pg protein igerecek sekilde rehidrasyon tamponu ile (7 M

tire, 2 M tiyotire %1 CHAPS, 65 mM DTT, %0.5 (w/v) Bio-Lyte 3/10 amfolit)

seyreltilerek son hacim 100 uL olacak sekilde ependorflara aktarildi.

2. Ependorflara 300 uL Coktiirme Reaktifi-I ilave edildi, vortekslendi. 15 dk

buz tizerinde inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda ependorflara 300 pL Coktiirme Reaktifi-l1l ilave

edildi, vortekslendi.

4. Tim ependorflar 4 °C’de ve 15000 g’de 5 dk santrifiij edildi. Olusan

pelete dokunmadan pipet yardimiyla siipernatant uzaklastirildi.

5. Ependorflar tekrar aym1 pozisyonda santrifiijje yerlestirildi, 4 °C’de ve

15000 g’de 1 dk daha santrifiij edildi. Kalan sivi kalintilar1 pipet yardimiyla

uzaklastirildi.

6. Pelet lizerine 40 pL Yikama Reaktifi-1 ilave edildi. Ependorflar tekrar

ayn1 pozisyonda santrifiije yerlestirildi, 4 °C’de ve 15000 g’de 5 dk santrifij

edildi. Pelete dokunmadan pipet yardimiyla siipernatant uzaklastirildi.

7. Pelet tizerine 25 puL Proteomik Kalite Su ilave edildi ve 20 s vortekslendi.

8. 1 mL Yikama Reaktifi-1l (2 saat -20°C’de bekletilmis) ve 5 plL Yikama-1I

Ek Reaktifi ilave edildi. Ependorflar 1 dk vortekslendi.

9. Ependorflar -20 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi

boyunca her 10 dk’da bir 30 s vortekslendi.

10. Inkiibasyon sonunda ependorflar, 4 °C’de ve 16000 g’de 5 dk santrifiij

edildi. Pelete dokunmadan pipet yardimiyla siipernatant uzaklastirildi.

11. Ependorflar tekrar ayni pozisyonda santrifiije yerlestirildi, 4 °C’de ve

16000 g’de 1 dk daha santrifiij edildi. Kalan sivi kalintilar1 pipet yardimiyla
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uzaklastirildi. Bu asamada pelet beyaz renklidir. Ependorflar agik birakilarak 5
dk (en fazla) kurutulduktan sonra seffaf bir goriiniim elde edildi.

12. Her pelet iizerine 250 pL rehidrasyon tamponu (7 M iire, 2 M tiyoiire %1
CHAPS, 65 mM DTT, %0.5 (w/v) Bio-Lyte 3/10 amfolit) ilave edildi, 30 s
vortekslendi. Ependorflar 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Tekrar 1
dk boyunca vortekslenerek peletin iyice ¢oziinmesi saglandi.

13. Ependorflar oda sicakliginda 16000 g’de 5 dk santrifiij edildi.

Stipernatantlar IEF isleminde dogrudan kullanildi.

111.3.4. iki Boyutlu Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Tez calismasinda proteinlerin birinci boyutta izoelektrik noktalarina gore
ayirma islemi, Bio-Rad firmasindan temin edilen “ReadyPrep 2D starter Kit”
kullanim kilavuzuna uygun olarak yapildi. Proteinlerin ikinci boyutta molekiil
agirliklarina gore ayirimi ise Laemmli’nin gelistirdigi SDS-PAGE sistemine gore
yapildi (Laemmli, 1970). Her iki yontem de mevcut derleme yayinlarmin 1siginda
cesitli degisiklikler yapilarak giincellenmistir (Gorg ve ark., 2004).
Calismada izlenen yol agagidaki gibidir:
Orneklerin IPG seritlere yiiklenmesi, 45 dakika
IPG seritlerinin rehidrasyonu, 11-16 saat
[zoelektrik odaklama, 7 saat

1
2
3
4. IPG seritlerinin dengelenmesi, 20 dakika
5. SDS-PAGE, 4.5-5.5 saat

6

Jellerin Boyanmasi, 4 giin

111.3.4.1. Orneklerin IPG Seritlerine Yiiklenmesi

1. Arndirma islemi sonunda elde edilen 250 pL’lik hacimler dogrudan
1.boyut ayirma igleminde kullanildi.

2. Ornek igeren ¢ozeltiler, otomatik pipet yardimi ile &zel hazirlanmis ve on iki
kanaldan olusan tablanin her bir kanalina dikkatlice yayildi.

3. -80 °C’de saklanan kullanima hazir IPG seritlerinden bir tanesi sicakligmin

dengeye gelmesi icin 2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
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Sekil 111.2 Tablaya 6rnegin yayilmasi.

4. Seridin jel kismi iizerinde bulunan koruyucu bant ¢ikarildi.
5. Serit bir pens ile jel kismi drnegin lizerine gelecek sekilde yerlestirildi. Bu

esnada seridin jel yiizeyinin tamaminin 6rnek ¢ozeltisi ile 1slanmasina dikkat

edildi.

Sekil 111.3 IPG seridinin 6rnek ¢ozeltisi iizerine yerlestirilmesi.

6. Tim jelin ornek ile iyice temas etmesi ve hava kabarciglr kalmamasi igin
pens jelin lizerinde yavasca gezdirildi.

7. Tablanin kapag: kapatilarak jelin ¢ozeltiyi emmesi icin 45 dakika boyunca
beklendi.

111.3.4.2. Izoelektrik Odaklama
1. Odaklama tablasinin kanallarinin (12 adet) her iki ucunda bulunan ve
elektrik akiminin gegmesini saglayan tellerin iizerine, seride yliklenen 6rnek

sayisina gore 8 pL destile su ile 1slatilmis elektrot kagitlart konuldu. Elektrot
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kagitlar1 6rnegin diger amfoter olmayan bilesenlerini ve tuzlarim tutarak daha
iyi sonuglarin elde edilmesini saglar.

2. Tablada bulunan 6rnek yiiklenen serit, bir pens ile alinarak + ucu odaklama
tablasinin + ucuna karsilik gelecek ve jel kismu altta kalacak sekilde

yerlestirildi.

A B

Sekil IIL1.4 IPG seritlerinin odaklama tablasina yerlestirilmesi.
A- Odaklama tablasina elektrot kagitlarinin yerlestirilmesi, B- IPG seridinin odaklama

tablasina yerlestirilmesi.

3. Seritlerin tizerine 3 mL mineral yag konuldu. Odaklama tablasinin kapagi +
ve — isaretlerinin karsilikli gelmelerine dikkat edilerek kapatildi.

4. Odaklama tablas1 Protean IEF hiicresine yerlestirildi.

W

Sekil 111.5 Protean IEF hiicresi

5. Protean IEF hiicresinde odaklama islemi 6 basamakta Tablo III.2’de
verildigi sekilde yapildi.
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6. Elektroforez tamamlandiktan sonra seritler odaklama tablasindan bir pens
ile alind1 ve temiz bir tablaya jel kisimlari iiste gelecek sekilde konuldu.

7. Tablanin kapag: kapatildi ve iizeri streg film ile sarilarak -80 "C’de sakland.

Tablo 111.2 Izoelektrik odaklama islemi

17 cm’lik serit igin Voltaj Mod Zaman
1.Basamak Rehidrasyon (20 °C) 13.5 saat
2.Basamak 150 Lineer 1 saat
3.Basamak 300 Lineer 1 saat
4.Basamak 1000 Lineer 1 saat
5.Basamak 5000 Hizlhi 0.5 saat
6.Basamak 6000 Hizlhi 6 saat

Toplam - - 23 saat (13.5 +9.5)

111.3.4.3. SDS-PAGE Isleminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas:

e Agaroz Cozeltisi: % 0.5 agaroz, 192 mM glisin, % 0.1 SDS, 25 mM Tris-
baz ve eser miktarda brom fenol mavisi bir miktar destile suda ¢oziildiikten
sonra hacim 50 mL’ye tamamlandi, ¢oziinmenin tamamlanmasi i¢in kaynatildi
ve sonra 10 mL’lik hacimlere ayrilarak +4 °C’de saklandu.

e Akrilamid/ Bisakrilamid ¢ozeltisi: 29.2 g akrilamid ve 0.9 g bisakrilamid
destile su i¢inde ¢dziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve +4 °C’de saklandi.
e 1.5 M Tris-HCI ¢ozeltisi (pH 8.8): 18.15 g Tris-baz tartildi ve bir miktar
destile suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 6 N HCI ile 8.8’e ayarlandi, son hacmi
100 mL’ye tamamlanarak +4 °C’de saklandh.

¢ Sodyum Dodesilsiilfat (SDS, % 10, w/v): 10 g SDS tartild1 ve hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

e PAGE Tamponu: 15 g Tris-baz, 75 g glisin ve 5 g SDS bir miktar destile
suda ¢oziildiikten sonra hacmi 5 L’ye tamamlandi. Bu tampon her elektroforez
isleminden Once taze olarak hazirlandi.

e Dengeleme tamponu (6 M iire, %2 SDS, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, %
20 gliserol): 9.08 g Tris-baz 35 mL destile suda ¢oziildii ve pH’s1 6 N HCl ile
8.8’e ayarlandi. 36.03 g tire, 2 g SDS tartildi ve hazirlanan Tris ¢ozeltisinde
¢ozildi. Cozeltiye 20 mL gliserol ilave edildi ve son hacim destile su ile 100

mL’ye tamamlandi.
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e Amonyum Peroksidosiilfat (APS, %10 w/v): Her jel i¢in taze olarak
hazirlandi. 10 g APS alinarak destile su ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
e n-biitanol:su (20:1) karistmi: 20 mL n-biitanol ¢6zeltisi, 1 mL destile su

ile karistirilarak hazirlandi.

111.3.4.4. Jel Kasetlerinin Hazirlanmasi ve Jelin Dokulmesi

Sekil II1.6 2D-PAGE icin gerekli parcalar ve jel kaseti.
A- Iki boyutlu jel elektroforezi icin gerekli parcalar: a- cam plakalar, b-lastik seritler, c- kauguk

seritler, d-kiskaglar, e- ara seritler, f- hizalama kartlar1. B- Jel kasetinin organizasyonu

1. Icinde polimerlesmenin gerceklesecegi kuru ve temiz cam plakalardan uzun
olan (20 x 22.5 cm) plakanin her iki kenarina 0.8 cm eninde, 20 cm boyunda ve
1.5 mm kalinliginda ara seritler konuldu.

2. Bunlarin iizerine kisa cam plaka (20 x 20 cm) yerlestirildi. Hizalama karti
iki cam plakanin arasina konuldu ve ara seritler diizeltildi.

3. Cam plakalar, ara seritlerin bulundugu yerlerden kiskagla tutturularak

diizgilince birlestirildi ve bdylece jelin dokiilecegi kaset hazirlandi.

o=

Sekil 111.7 Dokiim stand1 ve jel kaseti
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4. Hizalama kart1 aradan ¢ikarildi ve cam plakalar ile ara seritlerin ayn1 hizada
olup olmadiklar1 kontrol edildi.

5. Dokiim standi iizerinde bulunan vidalar agildi.

6. Kasetin konulacagi bélmeye once kauguk serit yerlestirildi, sonra iizerine
hazirlanan kaset konuldu.

7. Dokiim standinin her iki tarafinda bulunan vida ile kiskaglar tutturuldu.

8. Tablo III.3’e gore hazirlanan ¢ozelti jel kasetinin i¢ine dokiildii, yiizey vakit
kaybetmeden ~2 mL n-biitanol:su karisimi ile kaplandi, boylece jelin havadaki
oksijenle temas etmesi Onlenerek yiizeyin diizgiin kalmasi1 saglandi.
Polimerlesme i¢in bir saat kadar beklendi

9. Polimerlesmenin  tamamlanmasimnin  ardindan  n-biitanol:su  karisimi

dokiilerek jel yiizeyi ~2 mL PAGE tamponu ile yikandi.

Tablo 111.3 Jel kompozisyonu

55 mL % 12.5 ’lik Jel Bilesimi
Akrilamid/Bisakrilamaid 22 mL
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 13,75 mL
SDS % 10 (W/v) 550 pL
Destile su 18,50 mL
APS % 10 (W/v) 296 uL
TEMED 60 L

111.3.4.5. IPG Jellerin Dengelenmesi

1. -80 °C’de saklanan &rnek yiiklenmis IPG seridinin mat beyaz rengi seffaf
olana ve serit igerisinde bulunan fiire c¢oziinene kadar oda sicakliginda
bekletildi.

2. Daha sonra IPG seridi lizerine dengeleme tamponu I’den (6 M iire, % 2
SDS, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, % 20 gliserol, % 2 DTT(w/v)) 5 mL konuldu
ve orbital karistiricida 10 dakika ¢alkalanarak inkiibe edildi.

3. 10 dakika sonunda IPG seridinin tizerindeki dengeleme tamponu | dokiildii

ve seridin {lizerine dengeleme tamponu II’den (6 M fiire, % 2 SDS, 0.375 M
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Tris-HCI pH 8.8, % 20 gliserol, % 2.5 iyodoasetamid (w/v)) 5 mL konuldu ve
orbital karistiricida 10 dakika galkalanarak inkiibe edildi.

4. Islem sonunda dengeleme tamponu Il dokiildii.

111.3.4.6. SDS PAGE islemi

1. 100 mL’lik bir meziire PAGE tamponu konuldu.

2. IPG seridi bir pensle tutulup meziir i¢gindeki PAGE tamponuna birkag¢ defa
batirilarak iyice 1slatildi.

3. IPG seridi, polimerlesmesi tamamlanmis jel kaseti {izerine yatay olarak ve
serit lizerindeki jel kismi yukari bakacak sekilde yerlestirildi. Polimer yilizey

tizerine itilerek diizgiince yilizeye oturmasi saglandi.

Sekil 111.8 Seridin jel kasetine yerlestirilmesi

A- IPG seridinin PAGE tamponu ile 1slatilmasi, B- IPG seridinin kaset {izerine yerlestirilmesi,
C- Agaroz ¢ozeltisinin eklenmesi, D- Seridin poliakrilamit jel ile tamamen temasta olacak

sekilde agaroz ¢ozeltisi i¢ine yerlestirilmesi.

4. Agaroz ¢ozeltisi 1sitict tizerinde 80 °C sicakliga kadar isitildi. Seridin
yerlestirilmesinin ardindan, kasete 2 mL sicak agaroz ¢ozeltisi konuldu ve
agaroz ¢ozeltisinin donmasi beklendi.

5. Merkezi sogutma tnitesinin her iki tarafinin iist kisminda bulunan kisma
lastik seritler PAGE tamponunda 1slatildiktan sonra iyice oturtuldu.

6. Agarozun donmasinin ardindan jel kaseti merkezi sogutma tinitesine takildu.
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Hizalama vidasi
Ust tampon contasi

Merkezi sogutma iinitesine
yerlegtirilmig kaset

Elektrik
baglantilari

JiRes!
[ \ Sogutucu

su girisi

Cam plakalar

Sekil II1.9 Merkezi sogutma {initesinin bilesenleri ve jel kasetinin merkezi sogutma {initesine

yerlestirilmesi.

7. Bu islemler ¢alisilacak olan her poliakrilamit jel i¢in tekrarlandi.
8. Jel basina ilk yarim saat 20 mA ve sonrasinda 30 mA akim verilerek 6rnegin

ikinci boyutta yiiriimesi sagland. Islem yaklasik 4.5 - 5.5 saat siirdii.
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Sogutma
Hortumu

Sogutma
Borular

Bosaltma
muslugu

Sekil 111.10 SDS PAGE’in gergeklestirildigi Protean 11 xi Multi-cell elektroforez tanki

111.3.5. Jellerin Kolloidal Coomassie ile Boyanmasi

Jeller, hassas kolloidal boyama yontemine goére (Neuhoff ve ark., 1985;
Neuhoff ve ark., 1988) CBB ile boyandi.

111.3.5.1. Kullanilan Cdozeltiler

e Stok Boya A Cozeltisi (% 10 amonyum siilfat, % 2 fosforik asit): 100 g
amonyum siilfat 800 mL destile su igerisinde ¢6ziildi, tizerine 20 mL fosforik
asit konularak son hacim olan 1 L’ye destile su ile tamamlandi.

e Stok Boya B Cozeltisi (% 5 CBB G-250): 5 g CBB G-250 destile suda

¢oziildii, son hacim olan 100 mL’ye destile su ile tamamlandi.
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e Boya Cozeltisi: Her bir jel i¢cin 200 mL Stok Boya A, 5 mL Stok Boya B ve

50 mL metanol karistirilarak hazirlandi.

o Fiksasyon Cozeltisi (% 20 amonyum siilfat): 200 g amonyum siilfat

destile su igerisinde ¢6ziildii, son hacim olan 1 L’ye destile su ile tamamlandi.

e Notralizasyon Cozeltisi (0.1 M Tris, pH: 6.5): 12,114 g Tris-baz destile su

igerisinde ¢oziildii, pH’s1 fosforik asit ile 6.5 olacak sekilde ayarlandiktan sonra

son hacim olan 1 L’ye destile su ile tamamlandi.

111.3.5.2. Boyama Islemi

1.
2.

10.

Elektroforez isleminin sonunda jel kasetleri ¢ikarildi.

Cam plakalari tutan kiskaglar agildi ve iki cam plaka arasindaki ara seritler
cikarildi.

Cam plakalar yikandiktan sonra plastik bir spatula yardimi ile iki cam
plakanin birbirinden ayrilmasi saglandu.

Poliakrilamit jel, dikkatlice cam plakanin tizerinden alindi.

Icerisinde destile su bulunan saklama kabina konulan jel yikandu.

Yikama sonunda destile su dokiildil, jel tizerine boya ¢ozeltisi konuldu. Jel
orbital karistirici tizerinde bir gece boya ¢ozeltisinde bekletildi.

Ertesi giin boya ¢ozeltisi bosaltildi, jel izerine dnce notralizasyon ¢ozeltisi
konularak 3 dk orbital karistiricida bekletildi. Siire sonunda nétralizasyon
cozeltisi dokiildi, jel ~50 s % 25 metanol ¢ozeltisi i¢inde tutuldu. Siire
sonunda metanol ¢o6zeltisi dokiildii. Jel {izerine fiksasyon c¢dozeltisi
konuldu, bir gece fiksasyon c¢ozeltisinde orbital karistirict iizerinde
bekletildi.

Ertesi giin fiksasyon ¢ozeltisi dokiildii ve jelin lizerine tekrar boya ¢ozeltisi
konularak, boyama, noétralizasyon, metanol ve fiksasyon adimlar
tekrarlandi.

Jel goriintiileri kurutma islemi uygulanmadan “GE Healthcare UK,
ImageScanner I11” cihazi kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi.
Goriintiilerinin alinmasinin ardindan jeller kilitli posetlerde ve fiksasyon

¢Ozeltisi i¢erisinde +4 °C’de saklandi.
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111.3.6. Jel Goriintiilerinin Bilgisayar Destekli Analizi

Jel goriintiilerinin aktarilmasinin ardindan kontrol ve GAERS grubu kendi

aralarinda karsilastirildi ve her bir grubu temsil edecek 6zellikteki jeller secildi. En

uygun Ozellikteki bu jellerden elde edilen gruplar (n=5) PDQuest 8.0.1 yazilimi

kullanilarak analiz edildi.

Uygun parametreler girilerek Once otomatik jel taramasi ile gruplar

karsilagtirild1 ve farklilik gdsteren spotlar belirlendi. Daha sonra bu islem manuel

olarak gergeklestirildi. Bu incelemede jelden belirli bir bolge segilerek bu bolgede

mevcut spotlarin optik yogunluklar1 kontrol ve GAERS grubunda karsilastirildi.

Sekil II1.12°de manuel olarak segilmis 6rnek bir spot igin karsilastirilan yogunluk

degerleri verilmistir.
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Sekil IT1.11 iki boyutlu jel analiz yazilimi ile kontrol ve GAERS gruplarma (n=5) ait jellerin

karsilastirilarak farklilagan spotlarin bulunmasi

Istatistiksel ¢alismada, iki-kuyruklu t-testi uygulandi. Kontrol ve GAERS

grubunda segilen spotlarin yogunluklar1 ayr1 ayri her jel i¢in girilerek, istatistiksel

olarak anlamli olan ve yogunluklari en az 1.5 kat farklilik gdsteren protein spotlari

incelenmek tizere secildi.
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111.3.7. MALDI-Tof Analizi

Kiitle spektrometresi ile proteinlerin tanimlanmasi islemi Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii biinyesinde bulunan kiitle tayini cihazi kullanilarak protokole
(Kinter ve Sherman, 2000) uygun olarak gerceklestirildi. Bu protokol SDS-PAGE
jellerinde spot ya da bant halinde bulunan proteinlerin tripsin ile par¢alanmasini
icermektedir. Bu islem 1 ve 2 boyutlu elektroforez islemleri sonucunda elde edilen

bant ya da spotlar i¢in uygulanabilmektedir.

111.3.7.1. Ornek Hazirh@ Icin Kullanilan Cézeltiler

Kullanilan tim ¢ozeltiler taze olarak hazirlandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda
nano saflikta su kullandi. Tripsin enzimi olarak otolizizi dnlemek ve nontriptik
proteaz aktivitelerini en aza indirgemek amaciyla modifiye edilmis, sekans-safliginda
tripsin kullanildi. Denemede gerekli olan ependorflar kullanilmadan 6nce etanolle
yikandi ve agik havada kurutuldu.

e Yikama ¢ozeltisi: 5 mL metanol, 2.5 mL suya ilave edildi. 500 pL asetik asit
eklendikten sonra toplam hacim su ile 10 mL’ye tamamlandi. Son
konsantrasyon % 50 metanol ve % 5 asetik asit icermektedir.

e 100 mM amonyum bikarbonat: 0.7906 g amonyum bikarbonat tartild1 ve bir
miktar suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 50 mM amonyum bikarbonat: 0.3953 g amonyum bikarbonat tartildi ve bir
miktar suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e 10 mM DTT: 1.5 mg ditiyotiretiol ependorfa tartildi. Uzerine 1 mL 100 mM
amonyum bikarbonat ¢ozeltisi konuldu, vortekslendi.

e 100 mM iyodoasetamid: 18 mg iyodoasetamid ependorfa tartildi. Uzerine 1 mL
100 mM amonyum bikarbonat ¢6zeltisi konuldu, vortekslendi.

e 20 pg/mL tripsin ¢ozeltisi: 20 pug modifiye tripsin tartild1 ve iizerine 1 mL, 50
mM soguk amonyum bikarbonat ¢ozeltisi eklendi. Otomatik pipet yardimiyla
cozelti cekilip birakilarak tripsinin iyice ¢éziinmesi saglandi. Kullanim anina
kadar buz iizerinde bekletildi.

e Ekstraksiyon ¢ozeltisi: 50 mL asetonitril, 25 mL suya eklendi. Uzerine 5 mL
formik asit ilave edilerek toplam hacim su ile 100 mL’ye tamamlandi. Son

konsantrasyon %50 (v/v) asetonitril ve %5 (v/v) formik asit igermektedir.
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111.3.7.2. Par¢alama islemi

Protokolde verilen hacimler 2-4 mm ¢apinda, 1 mm kalinliginda ve toplam

hacimleri 20 uL’nin altinda olan spotlar i¢in uygundur. Daha biiylik spotlar i¢in bu

spotlar ile orantilt hacimler kullanilmistir.

1.

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.

Istenilen protein spotlart miimkiin oldugunca spotlara yakin noktalardan
lansetle kesilerek jelden ¢ikartildi ve 1-2 mm®lik kiigiik pargalara
ayrilarak 1.5 mL’lik ependorf tiiplere konuldu.

Ependorflara 200 pL yikama c¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicakliginda 4
saat calkalanarak yikandi.

Yikama ¢o6zeltisi, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildi.

Tekrar 200 pL yikama ¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicakliginda 2 - 3 saat
calkalanarak yikandu.

Yikama ¢ozeltisi, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildi.

Tiiplere 200 uL asetonitril konuldu ve jel kesitleri 5 dk oda sicakliginda
dehidrate edildi. Jellerin beyaz opak bir goriinim almasindan ve
hacimlerinin kiigiilmesinden dehidrate oldugu anlasildi.

Asetonitril, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildi.

Jel kesitleri ortam sicakligindaki vakum santrifiijiinde 2 - 3 dk tamamen
kurutuldu.

Tiiplere 30 pL 10 mM DTT eklendi ve 30 dk oda sicakliginda bekletilerek
proteinlerin indirgenmesi saglandi.

DTT, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirild: ve atildu.

Tiplere 30 uL 10 mM iyodoasetamid eklendi ve 30 dk oda sicakliginda
bekletilerek proteinlerin alkillenmesi saglandi.

Iyodoasetamid, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirild: ve atild.

Tiplere 200 pL asetonitril konuldu ve jel kesitleri 5 dk oda sicakliginda
dehidrate edildi.

Asetonitril, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildi.

Jel kesitleri 200 pL, 100 mM amonyum bikarbonat igerisinde oda
sicakliginda 10 dk boyunca rehidrate edildi.

Amonyum bikarbonat, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildi.
Tiiplere 200 uL asetonitril konuldu ve jel kesitleri 5 dk oda sicakliginda
dehidrate edildi.

Asetonitril, otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildi.
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19.

20.

21.

22.

Jel kesitleri ortam sicakligindaki vakum santrifiijiinde 2 - 3 dk tamamen
kurutuldu.

Tiiplere 30 pL tripsin ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dk boyunca buz {izerinde
rehidrate olmalar1 saglandi. Tiipler 2 dakikada bir vortekslenerek
karistirildi.

Tiipler 30 s santrifiij edilerek jel kesitlerinin dibe yerlesmesi saglandi.
Kalan tripsin ¢ozeltisi otomatik pipet yardimiyla uzaklastirildi ve atildu.
Tiplere 5 uL 50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve tiipler
vortekslendi. 30 s santrifiij edilerek jel kesitlerinin dibe yerlesmesi saglandi

ve 37 'C’de bir gece inkiibasyona birakilarak par¢alama islemi tamamland.

111.3.7.3. Ekstraksiyon Islemi

Pargalama sonucunda elde edilen peptidler asagida yer alan prosediir

izelenerek ekstrakte edildi.

1.

Tiiplere 30 L. 50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve tiipler
2 dakikada bir yavasca vortekslenerek 10 dk boyunca inkiibe edildi. 30 s
santrifij edilerek parcalama {drinlerinin  dibe yerlesmesi saglandi.
Siipernatant, otomatik pipet yardimiyla dikkatlice toplandi ve 500 pL’lik
ependorflara aktarildi.

Jel kesitlerinin oldugu tiiplere 30 pL ekstraksiyon ¢ozeltisi konuldu ve
tiipler 2 dakikada bir yavasca vortekslenerek 10 dk boyunca inkiibe edildi.
30 s santrifiij edilerek ekstraktlarin dibe yerlesmesi saglandi. Siipernatant,
otomatik pipet yardimiyla dikkatlice toplandi ve bir 6nceki basamakta elde
edilen siipernatantlar ile birlestirildi.

Onceki adim tekrarlanarak, siipernatantlar birlestirildi.

Ekstrakt, ortam sicakligindaki vakum santrifiijiinde evapore edilerek hacmi
20 pL’nin altina distirildd.

Parcalama tirliniiniin hacmi % 1’lik asetik asit ¢ozeltisi ile 20 pL’ye

tamamlandi. Elde edilen ¢o6zeltiler dogrudan kiitle analizi i¢in kullanildi.

111.3.7.4. Orneklerin Uygulanmasi

Analiz islemlerinin yapildig: izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii tarafindan “Iki

tabakali 6rnek hazirlama metodu” uygulandi. Uygulanan prosediire gore; analizde o-

siyano-4-hidroksisinamik asit (CHCA) matris olarak kullanildi. ilk matris tabakasi
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icin, 5 mg CHCA 100 puL metanolde ¢oziildii, lizerine 400 uL aseton eklendi ve
tamami ¢oziildi. Bu ilk matris tabakasi, MALDI cihazinin hedefi lizerine tatbik
edildi. ikinci matris tabakas icin, 5 mg CHCA 200 pL metanolde ¢oziildii, {izerine %
0.1 trifloroasetik asit igeren 300 pL su eklendi. Ornek ve ikinci matris tabakasi 1:1
oraninda karistirildi. Bu karisimdan alinan 1 pL hedef lizerinde yer alan birinci
matris tabakasi {lizerine uygulandi ve ortam sicakliginda kurumaya birakildi.
Kurumanin ardindan her bir 6rnek analiz edildi. Sistemin kalibrasyonu, peptit

kalibrasyon standardi ile yapildi.

Sekil TI1.12 Applied Biosystems 4800 MALDI TOF/TOF sistemi

Kiitle analizi, Applied Biosystems 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer
kullanilarak gergeklestirildi. Analiz sonucunda elde edilen veriler Sekil II1.13’de

gosterildigi gibi www.matrixscience.com adresinde, MASCOT veritabaninda tarandi.

50


http://www.matrixscience.com/

€ > C  ©® www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF

{ MATRIX
SCIENCE. HOME | WHAT'S NEW { MASCOT {HELP { I

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

Your name Basak Yuce-Dursun Email basak.yuce@marmara.edu.tr

Search title 6rnek-1

Database(s) - Enzyme | Trypsin [~]
NCBInr
contaminant Allow up to |1 E] missed cleavages
CRAP
MSDB s
Taxonomy |........coo00ae. Rattus B
Fixed --- none selected - Acetyl (K) -
modifications Acetyl (N-term) =
Acetyl (Protein N-term) 7

- Amidated (C-term)
== Amidated (Protein C-term)
= Ammonia-loss (N-term C)

Variable ioti
--- none selected ~ Biotin (K)

Display all modifications

modifications Biotin (N-term)
>
Carbamidomethyl (C)
. Carbamyl (K)
Carbamyl (N-term) -
Protein mass kDa Peptide tol. + 1.2 Da E]
Mass values © MH* My O M-H” Monoisotopic © Average
Data file | Dosya Se¢ | posya secilmedi
Query 854.94
NB Contents 1060.00
of this field 1384.60
are ignored if |2331.15
a data file |2692.00
is specified. 3350.40 4
Decoy [} Report top AUTOE] hits

Sekil II1.13 MALDI analiz sonuglarinin internette taranmasi.
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BOLUM 1V

SONUCLAR ve TARTISMA

IV.1. ORNEK HAZIRLAMA ve PROTEIN MiKTARLARI

GAERS (hastalikli) ve Wistar (kontrol) sicanlarina ait beyin dokularinin
korteks bolgelerine ait proteinler Boliim I11.3.1°de anlatildig: sekilde ¢ozeltiye alindi.
Boliim 111.3.2°de verilen Bradford yontemine goére protein (ovalbiimin) standart
grafigi hazirlandi. Sekil IV.1’deki dogru denklemi kullanilarak hesaplanan, GAERS
ve kontrol grubu korteks bolgelerine ait yaklasik protein miktarlart Tablo IV.1’de

verildi.
BRADFORD - PROTEIN STANDART GRAFiGi
0,3 1
0,25 4
y = 0,0284x +0,0355
R%?=0,9955
0,2 A
2
3
= 0,15 4
2
<L
0,1 4
0,05 4
0 T T T ] T T T 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Protein Konsantrasyonu (pug/mL)

Sekil I'V.1 Bradford — protein standart grafigi
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Tablo V.1 GAERS ve kontrol grubu hayvanlarin beyin korteks bolgelerinden elde edilen
protein miktarlari

6 aylik, 286 g | 6 aylik, 240 g | 6 aylik, 266 g | 6 aylik, 280 g | 5 ayhk, 245 g
GAERS &
Grubu
Korteks
7.97 mg/mL 6.0 mg/mL 6.4 mg/mL 6.4 mg/mL 6.44 mg/L
5aylik, 300 g | 4 aylik, 240 g | 4 aylik, 280 g | 4 aylik, 270 g | 8 aylik, 380 g
Wistar &
Grubu
Korteks
8.1 mg/mL 5.8 mg/mL 5.7 mg/mL 6.0 mg/mL 5.91 mg/mL

1V.2. 2D-PAGE SONUCLARI

Bolim I11.3.3°de anlatildig1 sekilde 6rneklere uygulanan arindirma isleminin
ardindan, I11.3.4’de anlatildigi sekilde 2D-PAGE islemi yapildi. Bolim I11.3.5°de
verilen modifiye kolloidal CBB boyama yontemine gore jeller boyandi.
Tekrarlanabilir sonuglar elde edebilmek icin “Kontrol” ve “GAERS” grubu 6rnekler
ile 2D-PAGE islemi siirekli ¢aligildi.

Calismada kullanilan GAERS (n=5) ve Kontrol Wistar (n=5) grubu korteks
bolgelerine ait 2D-PAGE sonuglar1 Sekil IV.2 ve Sekil IV.3’de verildi.
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Sekil IV.2 GAERS grubu korteks bolgelerine ait 2D-PAGE sonuglari
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Sekil IV.3 Kontrol Wistar grubu korteks bolgelerine ait 2D-PAGE sonuglari
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IV.3. 2D-PAGE ANALIiZ SONUCLARI

2D-PAGE sonunda elde edilen jeller Bio-Rad firmasinin PDQuest 8.01 iki
boyutlu jel analiz yazilimmnin deneme siirimii kullanilarak hem otomatik hem de
manuel olarak Boliim 111.3.6°da anlatildig1 sekilde incelendi. Inceleme sonunda kendi
i¢clerinde uyumlu olduklar1 ve dolayisi ile tekrarlanabilir sonuglarin elde edildigi
tespit edildi.

Kolloidal CBB ile boyanan jeller PDQuest yazilimi igindeki renk
seceneklerinden biri olan gri formatinda kaydedildi. Bu sekilde kaydedilen jeller
izerinde protein spot analizi yapildi. Korteks bdolgesi protein spotlarindaki
farkliliklar Sekil IV.4° de verildi.

Farklilasan protein lekeleri 1’den 8’e kadar numaralar verilerek adlandirildi.
Mevcut farkliliklar incelenerek kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GAERS
grubunda ekspresyonlari istatistiksel olarak artmis (p<0.001) 3 protein lekesi ve
GAERS grubunda ekspresyonlar istatistiksel olarak azalmis (p<0.001) 5 protein
lekesi belirlendi.

-y 1 | é]
i Ol 1 4 2
- 0 v é o4 sl , ' E—]g’ m .
- ! o
i .' ! L ‘. ‘. 1 >0 ‘e
v i
’ 6 7 8 6 7 8
) W @ [ : CRr [
H []
- -
KONTROL GAERS

Sekil IV.4 Kontrol ve GAERS gruplarinin beyin korteks bélgesine ait 2D-PAGE jellerinin

karsilagtirilmasi; Farklilasan protein lekeleri 1,2-8 olarak adlandirilmistir.

Istatistiksel calisma igin iki-kuyruklu t-testi uygulandi. Kontrol ve GAERS
grubuna ait, tarama yapilan tiim jellerden segilen spotlarin yogunluklari, birbirleriyle
karsilagtirildi. Grup igi ortalama degerler, standart hata ve sapmalar ile yogunluklar

arasindaki de@isim miktar1 Tablo IV.2’de verildi. Istatistiksel analiz sonucunda
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p<0.001 bulundu Bu da, kontrol grubuna gore olan eckspresyon seviyesindeki

degisimlerin (artma/azalma) anlamli oldugunu gosterdi.

Tablo 1V.2 GAERS ve kontrol grubu hayvanlarina ait protein spotlarinin istatistiksel analiz sonuglari
(p degeri, GAERS ve kontrol gruplarina ait spot yogunluklarinin birbirleriyle karsilagtirilmalart

sonucu ortaya ¢ikan anlamliliklar ifade etmektedir.)

Grup C?rtalavma. Standart Standart Degisim o degeri
Pik Degeri | Hata (SH) | Sapma (SS) Orani

1 GAERS 42472 2644 5912 - 1,74 kat < 0,0001
Kontrol 73885 2439 5454 - < 0,0001

2 GAERS 44493 2593 6352 +2,06 kat | <0,0001
Kontrol 21550 1447 3545 - <0,0001

3 GAERS 21398 1189 2659 - 1,58 kat < 0,0001
Kontrol 33962 856 1915 - < 0,0001

4 GAERS 39082 677 1514 - 1,49 kat < 0,001
Kontrol 57996 2114 4727 - <0,001

5 GAERS 30770 2632 5886 + 1,69 kat <0,001
Kontrol 18181 1357 3035 - <0,001

6 GAERS 28987 1642 3672 - 1,81 kat < 0,0001
Kontrol 52507 3423 7654 - < 0,0001

7 GAERS 33116 3637 8132 + 1,60 kat < 0,0001
Kontrol 20675 870 1946 - <0,0001

8 GAERS 17995 1079 2412 - 1,92 kat < 0,0001
Kontrol 34462 2442 5460 - <0,0001

IV.4. MALDI TOF/TOF SONUCLARI

GAERS ve kontrol gruplarina ait 2D-PAGE sonuglari PDQuest iki boyutlu jel
analiz yazilimi ile incelendikten sonra Sekil IV.4’de gosterilen protein spotlari
kesildi. Boliim III1.3.7°de anlatildig1 gibi ornekler kiitle spektrometre analizi igin
hazirlandi. MALDI TOF/TOF cihazi kullanilarak protein 6rneklerinin analizi yapildi.

Bu proteinlerin tanimlanabilmeleri icin ham kiitle verileri kullanilarak

www.matrixscience.com adresindeki Mascot arama motoru kullanilarak arastirma

yapildi. Tanimlanan proteinlere ait veriler Tablo IV.3’de gosterildi.

Tabloda yer alan protein skoru ifadesi, kiitle parmak izi analizlerinde Mascot
arama motoru tarafindan, spektral kiitle pikleriyle eslesen her bir protein igin
hesaplanir. Protein skoru, Mascot i¢in anlamli oldugunda, giiven araligi % 95°in
izerinde olur. Giiven aralif1 yiizdesi, protein skorunun giliven diizeyini temsil eder.
Aramadan elde edilen skor, Mascot i¢cin es anlam diizeyindeyse, % 95 giiven aralig

anlamma gelir. En gilivenilir sonuglarin eldesi i¢in bu araligin % 99’un iizerinde
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olmasi1 gerekmektedir. Giiven araligi % 100 oldugunda, proteinin tamamen dogru bir

sekilde tanimlandig1 anlamina gelir.

Tablo 1V.3 Ekspresyonu farklilagmis olan proteinlerin MALDI TOF/TOF sonuglari.

Protein lezil;zm Protein Giiven Kiitle Analizi Alan
- 0 S\ .. . 0
(NCBI) Skoru Arahigi (%) Ortiismesi (%)
Isi-sok kognat TL 1 ie1269073 | 391.00 100 57.24
kDa protein
Albzimin 0i|55391508 340.00 100 52.67
Isi-sok protein 60 .
kDa, mitokondriyal gi|206597443 383.00 100 35.97
aktin, .
. . 0i|13592133 364.00 100 51.60
sitoplazmik 1
14-3-3 protein gil1469948 | 8140 99.66 19.12
epsilon izoformu
Guanin niikleotid-
baglayict protein .
G()/G(S)G(T) gil148747524 | 110.00 100 11.59
altiinite beta-1
L-Laktat
dehidrojenaz B gi|6981146 213 100 27.12
zinciri
Malat dehidrojenaz, | - 115106179 207 100 33.42
sitoplazmik
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Tablo 1V.4 Ekspresyonu farklilasmis olan proteinlerin baz1 6zellikleri.

. GAERS
) | Fonksiyonel Subseliiler
Protein Taksonomi . ] Grubunda
Kategorisi Lokalizasyonu
Degisimi
1 Isi-sok kognat 71 Rattus . e Sitozol, Lizozom,
kDa protein norvegicus Baglama, Cekirdek, Sitoiskelet *l'
Stres Yaniti ’
Endoplazmik retikulum,
2 Albzimin Raltus Metabolizma R 1
norvegicus Golgi cisimcigi
. Mitokondriyal
Isi-gok protein 60 R I Protei VY
3 kDa, attus rotein Mitokondri |
. . norvegicus Katlanmasi,
mitokondriyal
Stres Yaniti
aktin Rattus o
4 ' Y 1 Sitoiskelet
sitoplazmik 1 norvegicus apisa l
5 | l433protein | RAWS | qpizacyon | Sitozol, Gekirdek 0
epsilon izoformu | norvegicus
Guanin niikleotid- ] )

6 baglayici protein Rattus Metabolizma Sitozol, Cekirdek,
G(D/G(S)/G(T) norvegicus | Diizenleyici Endoplazmik retikulum l
altiinite beta-1

L-Lak . i i i
, -Laktat Rattus Metabolizma Sitozol, Mitokondri,
dehidrojenaz B ) i . I 1
sinciri norvegicus | Diizenleyici Endoplazmik retikulum
Sitozol, Mitokondri,
Malat Rattus Metabolizma
8 dehidrojenaz, ) N o Peroksizom, !
. . norvegicus | Diizenleyici ] .
sitoplazmik Endoplazmik retikulum
IV.5. TARTISMA

Beyin ile ilgili yapilan bilimsel ¢aligmalara bakildiginda cesitli bilimsel ve etik
sorunlarla karsilasildig1 goriilmektedir. Saglikli bireylerin beyin dokularindan 6rnek
alinmas1 miimkiin olmadigindan insan beyni iizerinde yapilan proteomik calismalar
ya ¢esitli beyin operasyonlar1 ge¢irmis hastalardan alinan dokularda (beyin tiimori
veya cerrahi miidahale gibi) ya da Oliim sonrast aliman beyin dokularinda
gerceklestirilebilir. Ancak bdyle durumlarda doku alinan insanin bagka hastaliginin
olup olmadigi, yasi, cinsiyeti, uyrugu gibi 6zelliklerin ¢alismada kullanilan hastalikli

grupla uyumlu olmas1 gerekmektedir (Yang ve ark., 2005). Bu sebeplerden dolay1
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deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir. Ayn1 genetik yapiya sahip olsalar dahi,
hayvanlarla yapilan ¢alismalarda yas ve cinsiyet de 6nemlidir. Ciinkii ayni organizma
yasaminin farkli donemlerinde farkli protein profillerini eksprese edebilir. 13 aylik
(gencg) ve 31 aylik (yaslh) sicanlarin bobregi ile yapilan bir ¢alismada incelenen 380
protein spotundan 167’sinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Kim ve ark., 2004).
Boyle bir farkliligin yasanmamasi i¢in ¢alismamizda ayni yas grubu (4-6 aylik) erkek
sicanlar kullanilmistir.

Siganlarin  bayiltilmasi, beyinlerinin ¢ikartilmas1 ve beyin bdolgelerinin
ayrilmasi sirasinda yasanan gecikmeler, sonikasyon ve ¢ozeltiye alma sartlarindaki
hatalar sonuglarin farkli ¢ikmasina sebep olabilmektedir (Tsuji ve ark., 1999).
Calisma sirasinda bu noktalara ¢ok dikkat edilmis ve tiim calisma boyunca ayni
kosullar saglanmistir. Caligmada elde edilen korteks bolgesi 2D elektroforez jel
goriintlileri  incelendiginde, c¢ok sayida proteinin ayrilmis olmasi, jellerin
¢cozlinirligiiniin yiiksek olmasi ve jelden jele protein profilindeki farkliliklarin yok
denecek kadar az olmasi nedeniyle protein ¢oziiniirlestirilmesi ve 6rnek hazirliginin
basarili bir sekilde gerceklestirildigi sOylenebilir. Ancak, proteomik caligmalarda
hidrofobikligi oldukca fazla olan membran proteinleri gibi proteinlerin iki boyutlu
(2D) jeller iizerinde gosterilmelerinde sikintilar yasanmaktadir. Integral membran
proteinleri gibi hidrofobik proteinlerin 2D elektroforezi ile ayirimi ise oldukca
zordur. Mevcut tiim membran proteinleri jel ilizerinde goriinmemektedir. Bunun
bilinen nedenleri, suda diisiik c¢oziniirliige sahip olmalari, agregat olusturma
egilimleri ve sulu ortamda c¢okmeleridir. Ancak diger dnemli neden ise, pek ¢ok
membran proteininin bazik pl degerine sahip olmalar1 ve az sayida kopya halinde
bulunmalaridir. Membran proteinlerinin 2D jel iizerinde kaybolmalarinin bir diger
sebebi de, ¢oziiniir halde diizgiin sekilde IPG seride aktarilip, odaklama adimi
sorunsuz uygulandiktan sonra ikinci boyuta gecerken seritten diizgiin sekilde jele
ayrilamamasidir. Cozintrligi arttirmak i¢in kullanilan tiyotlire ve zwitter-iyonik
deterjanlar ile bu sorunlar ortadan kaldirllmaya calisilsa da, tiim proteinleri
gozlemlemek yine de zordur (Gorg ve ark., 2004).

Calismada iki boyutlu elektroforez sonunda elde edilen jeller PDQuest 8.0.1 iki
boyutlu jel analiz yazilimi ile hem otomatik hem de manuel olarak incelenmistir.
Inceleme sonunda kendi iglerinde uyumlu olduklar1 ve dolayis: ile tekrarlanabilir
sonuclarin elde edildigi tespit edilmistir. Her bir grup i¢in 5 hayvandan alinan jel

ornekleri PDQuest iki boyutlu jel analiz programi ile 6nce kendi aralarinda
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karsilastirilmis ve grubu temsil eden jeller otomatik olarak belirlenerek protein
profilleri diger grup ile kiyaslanmistir.

2D-jeller ile yapilan proteom caligmalar1 giivenilir ¢alismalardir. Ancak 2D-
jellerde meydana gelen birtakim hatalar bu yontemde de dezavantajlar
olusturmaktadir. Tim proteinin IPG serit tarafindan emilememesi ya da zayif ve
belirgin spotlar arasindaki hacim farki nedeniyle miktar belirlemesinin dogru
yapilamamasi bunlara 6rnektir (Fountoulakis, 2004). Bu sebeple, ¢alismamizda bu
asamaya olduk¢a Onem verilmis ve uygulamalar cok dikkatli bir sekilde
gerceklestirilmistir.

Calismada genetik absans epilepsi 6zellikleri gdsteren si¢anlarin beyin dokusu
korteks bolgesinde 8 proteinin ekspresyonunda farkliliklar gdzlemlenmistir. Mascot
arama motorunda 48 veya tizeri protein skorunun elde edilmesi proteinlerin
tanimlanmasi veya ¢ok yiiksek homolojiye sahip oldugunun belirlenmesi anlamina
gelmektedir (p<0.05). Calismamizda tiim proteinler i¢in en az 81 ve {lizeri Mowse
skoru elde edilmistir, bdylece istatistiksel olarak anlamli ve giivenilir sonuglara

ulasilmustir.

IV.5.1. Ekspresyonunda Artis Goriilen Proteinler

IV.5.1.1. Albiimin

Epileptik nobetler kan-beyin bariyerini degistirme 6zelligine sahiptirler,
poligenetik bir sican modeli olan WAG/Rij sicanlarinda kan-beyin bariyerinin
gecirgenliginin Wistar grubu si¢anlara gore daha fazla oldugu onceki ¢aligmalarda
gosterilmistir (Coenen ve van Luijtelaar, 2003). 1989 yilinda yapilan bir ¢calismada
bikukulin ile indiiklenen epileptik nobet sonrasi incelenen sicanlarin % 67°sinde
serebral kortekste albiimin diizeyinin 24 saat igerisinde arttigi, kontrol grubunda ise
herhangi bir degisiklik olmadigi gosterilmistir (Sokrab ve ark., 1989). Yapilan bir
baska calismada ise kainik asit enjekte edilen siganlarin beyin dokular1 incelenmis ve
albiimin diizeylerinde anlamli bir artis oldugu (>1.5 kat) belirlenmistir (Inagawa ve
ark., 2004). Calismamizda ise, GAERS grubuna ait beyin korteks dokusunda,
albiimin ekspresyonunun 2.06 kat arttig1 bulunmustur. Buldugumuz bu artis literatiir

ile uyum icerisindedir.

61



IV.5.1.2. 14-3-3 Proteini Epsilon Izoformu

14-3-3 proteini yiiksek oranda korunmus, pek cok organizmada ve dokuda
eksprese edilen bir protein ailesidir. Memelilerde 7 farkli izoformu bulunmaktadir.
Bu izoformlardan 5 tanesi (B,e,y,n ve {) beyinde yliksek oranda eksprese edilir ve
noronal faaliyetlerle ilgilidir. Diger iki tanesi (t ya da 0 ve o) T hiicrelerde ve epitel
hiicrelerde eksprese edilirler (Aitken ve ark., 1992; Hermeking, 2003; Aitken, 2006).
Son yillarda 14-3-3 ailesinin memeli dokulardaki fizyolojik fonksiyonlar ile ilgili
cok sayida caligma yaymlanmistir. Protein trafigi, iyon kanallari, sinaptik fonksiyon,
hiicre donglisii kontrolii ve apoptozis gibi fonksiyonlar ile kanser, Alzheimer,
Parkinson, Creutzfeldt-Jakob, sizofreni ve diger bazi1 nérodejeneratif hastaliklar gibi
pek ¢ok hastalik bu protein ailesi ile iligkilendirilmektedir (Zha ve ark., 1996; Berg
ve ark., 2003; Hermeking, 2003; Aitken, 2006; Martins-de-Souza ve ark., 2010;
Danis ve ark., 2011). Insan frontal korteksiyle yapilan bir ¢alismada mitokondriyal
fraksiyonda tanimlanmistir (Lubec ve ark., 2003). 2002 yilinda Rajan ve arkadaslari
14-3-3 proteininin iyon kanallarinin membran lokalizasyonunda Onemli rol
oynadigini gostermistir (Rajan ve ark., 2002). Genetik absans epileptik siganlarla
yapilan onceki ¢aligmalar, beyin korteks bolgesinde voltaj-kapili sodyum kanallar
olan Navl.1 ve Navl.6 iyon kanallarinin ekspresyonunun (Klein ve ark., 2004) ve
hiperpolarizasyon-aktif katyon (HCN1) kanal ekspresyonunun (Nersesyan ve ark.,
2004) arttigin1 gostermistir. Genetik absans epileptik siganlarda, iyon kanallarinin
ekspresyonunun artmasi pariyetel kortekste 14-3-3 proteininin ekspresyonunun
artmasinin bir sonucudur. 14-3-3 protein ailesinin bir izoformu olan, 14-3-3 epsilon
izoformu ilk kez 1994 yilinda Roseboom tarafindan tanimlanmistir (Roseboom ve
ark., 1994). 14-3-3 epsilon iizerinde yapilan ¢aligmalar, bu proteinin birtakim
norolojik bozukluklara isaret oldugunu bildirmektedir. Sinir sistemindeki dneminin
yani sira, insiilin ve Ras sinyalizasyonu gibi diger bazi yollarda da gorev aldig
bilinmektedir (Han ve ark., 2010). Alzheimer hastalarinin ve Down sendromlu
Alzheimer hastalarin beyin bolgelerinde yapilan iki ayr1 ¢calismada 14-3-3 gama ve
epsilon izoformlarmin kontrol grubuna goére artis gosterdigi bildirilmistir
(Fountoulakis ve ark., 1999). Anabilim dalimizda beyin pariyetel korteks dokusunda
yapilan proteom ¢alismasinda, 14-3-3 proteini zeta izoformunun GAERS grubu
siganlarda anlamli Gl¢lide arttigi bulunmustur (Danis ve ark., 2011). Bu g¢alismada
ise, GAERS grubuna ait beyin korteks dokusunda, 14-3-3 proteini epsilon

izoformunun ekspresyonunun 1.69 Kkat arttigi bulunmustur. Elde ettigimiz bu sonug,
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literatiirdeki ¢alismalar ile uyumludur ve GAERS grubu si¢anlarda epsilon izoformu

icin bir ilktir.

IVV.5.1.3. L-Laktat Dehidrojenaz B Zinciri

Laktat dehidrojenaz (LDH), NADH/NAD* bagimli piriivat laktat doniisiimiinii
katalizleyen enzimdir. Tetramerik bir yapida olan LDH, 5 ayr1 izoformda bulunur.
LDHA ve LDHB genleri tarafindan kodlanan, kas (M, LDHA) ve kalp (H, LDHB)
alt tinitelerinin farkli kombinasyonlariyla bu izoformlar meydana gelir (Echigoya ve
ark., 2009). insan frontal korteksiyle yapilan bir ¢alismada mikrozomal ve sitozolik
fraksiyonda tanimlanmistir (Lubec ve ark., 2003). Ayni1 zamanda sinaptik aktiviteyle
iligkisi oldugu bilinmektedir (Dufour ve ark., 2003). Timér varliginda, LDHB
ekspresyonunun arttig1 daha 6nceki ¢alismalarda belirlenmis, bu LDH artisinin timor
hiicreleri i¢in yeterli anaerobik/glikolitik metabolizma sagladigi ve oksijene olan
bagimlilig1 azalttigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2006). Serebrospinal sivida artan
LDH miktari, ¢cocuklarda goriilen mitokondriyal bozukluklarin bir isaret¢isi olarak da
bilinir. LDH seviyesinin 6l¢iilmesi bu bozuklugun nereden kaynaklandigi hakkinda
bir fikir vermektedir. Yapilan caligmalarda mitokondriyal bozukluklarda goriilen
LDH artisinin, epileptik nobet sonras1 goriilenlerden daha yiiksek oldugunu ortaya
koymustur (Magner ve ark., 2011). GAERS grubu siganlarla 2003 yilinda yapilan ve
30 farkli beyin bolgesini kapsayan bir histokimyasal ¢aligmada, LDH diizeyinin
kontrol grubuna oranla yiiksek oldugu gosterilmistir. Calismada pariyetal kortekste
GAERS grubunda % 19 artis oldugu tespit edilmistir (Dufour ve ark., 2003). 2001
yilinda epipleptik nobet geciren hastalar ile yalanci nobetlerin ayrilmas1 konusunda
bir calisma yapilmis ve bu calismada jeneralize tonik-klonik nébet geciren
hastalardan alinan kanda laktat dehidrojenaz diizeylerinin anlamli Sl¢lide artmis
oldugu gosterilmistir (Bolayir ve ark., 2001). Ancak, epileptik siganlarin beyin dentat
girus bolgesiyle yapilan bir ¢alismada, bu siganlarin L-laktat dehidrojenaz B zinciri
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Li ve ark., 2010). Bu ¢alismada ise, GAERS
grubuna ait beyin korteks dokusunda, laktat dehidrojenaz B zinciri ekspresyonunun

1.60 kat arttig1 bulunmustur.
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1VV.5.2. Ekspresyonunda Azalma Goériilen Proteinler

1V.5.2.1. Is1-Sok Proteinleri

Isi-Sok Proteinleri (Heat Shock Protein, HSP) beyindeki 6nemli fonksiyonlari
ve norokoruyucu Ozellikleri nedeniyle yillar boyunca pek ¢ok arastirmanin konusu
olmuslardir. HSP’ler ilk olarak stres 1ile indiiklenen proteinler olarak
kesfedilmislerdir. Ancak daha sonra, stres ile indiiklenen HSP’lerin birbirleriyle
yiiksek homoloji gosterdikleri ve hiicre temizleme fonksiyonunu ger¢eklestirdikleri
anlasilmistir. HSP siiper ailesi, ¢ok sayida alt gruba ve kendisiyle yakindan iligkili
pek ¢ok protein tiyesine sahiptir. Isi-sok kognat 71 protein (HSC71), HSPA/HSP70-1
ailesine aittir. Bu aileye ait proteinler saperonlar olarak bilinir ve hiicresel
proteinlerin kontroli, polipeptid zincirlerinin katlanmasi ve membran yapist boyunca
protein trafigi gibi pek ¢ok olaydan sorumludur (Yasuko ve ark., 2003). HSPA ailesi,
1yl korunmus birkac bolge icerir: N-terminalde bir ATPaz bdlgesi, ortada bir substrat
baglama bolgesi (saperon fonksiyonunu saglar) ve niikleotid degisiminde substrat
salinimin1  diizenleyen C-terminal bolgesi. HSPA iyeleri, saperonlamada bu
bolgelerin fonksiyonuna ek olarak, apoptozisi ve sinyalizasyon yolunda cesitli
proteinlerin degismesini ve baglanmasini saglar. HSPA {iyeleri, bazi proteinlerin
taninmasindan ve bu proteinlerin lizozomlara girisinden de sorumludur (Stetler ve
ark., 2010). HSPA8, HAS70, HSC70, HSP70-8, HSP73, HSPA10, Heat shock 70
kDa protein 8 ve Hsp73/HSPA8; HSC71’in bilinen diger isimleridir. HSC70, baskin
olarak sitozolde bulunur (Rohde ve ark., 2005; Stetler ve ark., 2010). Insan frontal
korteksiyle yapilan ¢alismada mikrozomal ve sitozolik fraksiyonda tanimlanmistir
(Lubec ve ark., 2003). Normal kosullarda, HSC71’in de arasinda oldugu, HSPA
ailesinin bazi iiyeleri spesifik protein katlama makineleri olarak gorev alirlar. Bu
proteinler DNA] saperon ailesi ve spesisik niikleotid degistirme faktori gibi cesitli
baglayicilarla uyum igerisinde ¢alisirlar. Ayni1 zamanda bu iiyeler, denatiire olmus
veya yanlis katlanmig proteinleri taniyarak agiga ¢ikan hidrofobik kalintilara
baglanirlar.

HSP60 ise, HSPD ailesinin bir iiyesidir. Baskin olarak mitokondriyal matriste
yer alir. Ancak bu iiyelerin pek ¢ogu kompartmanlar arasinda tasinabilirler (Stetler
ve ark., 2010). Saperonlarin bu ayri smifi da mitokondriyal protein katlanmasinda
gorev almaktadir. HSP60, mitokondrinin dogru islev gérmesi i¢in vazgegilmez bir

proteindir. Ayn1 zamanda stresle indiiklenebilir, ancak hiicre temizleme o6zelligi
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yoktur (Truettner ve ark., 2009). HSP60, beynin astrosit, néron, mikrogliya,
oligodendrosit ve ependimal hiicrelerinde endojen olarak eksprese edilir. Biiyiik
¢ogunlugunun mitokondride olmasina ragmen, Sitozol gibi ekstramitokondriyal
bolgelerde de yer alabilirler. HSPD’nin saperon aktivitesi igin gerekli olan
konformasyonel degisiklik ATP bagimhidir. ATP ile aktive olan HSPD, substrat
katlanmasi veya yeniden katlanmasi i¢in apikal bdlgesinde hidrofobik bir bosluk
olusturur (Stetler ve ark., 2010).

HSP indiiksiyonu ayni zamanda epileptik nobet aktivitesine baghdir. Kainik
asit indiiklii klasik nébet modellerinin HSPA ailesi ile iliskili oldugu bulunmustur.
HSP ekspresyonunun yagayan ve 6lmek {izere olan her iki hiicrede de gerceklesmesi,
bu durumun koruyucu bir mekanizma olmasinin yani sira hiicresel strese de bir yanit
oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun bir diger kanit1 da, HSPA ailesinin in vitro
ortamda kainik asit toksisitesine bir yanit vermemesidir (Yang ve ark., 2008). Down
sendromlu hastalar (Yoo ve ark., 2001c) ve Alzheimer’li hastalar (Yoo ve ark.,
2001b) ile yapilan iki ayr1 ¢alismada beyin bolgesi temporal kortekste HSC71
ekspresyonunun anlamli 6lgiide azaldigi gosterilmistir. Alzheimer hastalariin tiim
beyin bolgesiyle yapilan ¢alismada (Tsuji ve ark., 2002) ve pariyetal korteks ile
yapilan c¢alismalarda (Kim ve ark., 2001; Yoo ve ark., 2001b) HSP60
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ise, GAERS grubuna ait beyin
korteks dokusunda, HSC71 proteini ekspresyonunun 1.74 kat azaldigi, HSP60
protein ekspresyonunun ise 1.58 kat azaldigi bulunmustur. Buldugumuz bu sonug,
literatiirdeki calismalar ile benzerdir ve GAERS grubu siganlarin pariyetal korteks

dokusunda ilk kez elde edilmistir.

1VV.5.2.2. Aktin

Epilepsi gelisimi merkezi sinir sistemi hiicre yapilar1 ve fonksiyonu ile
iliskilidir. Aktin, sinir sisteminde dendiritik omurganin ana yapisal proteinidir. Bu
bolgede aktin filamentleri yogun olarak bulunur. Dendiritlere ve dendiritik omurgaya
yapisal destek saglar, biyokimyasal bdliimlendirme, omurgaya protein
translokasyonu, reseptdr trafigi ve demirleme (anchoring) gibi fonksiyonlari
diizenler. Aktin filamentlerinin depolimerize olmasi, omurganin normal fizyolojik
aktivitesini bozarak yapisal ve fonksiyonel degisikliklere sebep olmaktadir. Onceki
yillarda  yapilan  calismalar ndron  aktivasyonunun ve uzun  siireli

potansiyelizasyonun, sinaptik esnekligi diizenleyen aktin dinamigini degistirdigini
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gostermistir. Aktin dinamigi, cofilin gibi aktin baglayici bazi bilesiklerin baglanarak
fizyolojik bir uyaran yoluyla aktin polimerizasyonunu degistirmesiyle bozulabilir.
Bunun diginda eger ortada ndbet olusumu gibi patolojik bir durum varsa, aktin
aginda bozulmalar gerceklesebilir. Konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada hipokampal
nobetlerin, isaretli aktin filamentlerinin konsantrasyonunun diismesine ve buna baglh
olarak da aktin filamentlerinin depolimerizasyonuna sebep oldugu gosterilmistir
(Ouyang ve ark., 2007). Dentat girus, beyinde hipokampiis igerisinde yer alan bir
bolgedir ve temporal lob epilepsisi ile ilgili oldugu diistiiniilmektedir. Bu beyin
bolgesinde yapilan bir proteom c¢alismasinda 3 yapisal proteinin ekspresyonunda
degisiklik saptanmistir. Bunlardan biri olan B-aktin, 6 farkli aktin izoformundan
biridir. Aktin proteini genel olarak olduk¢a korunmus, hiicre hareketliligi, yapisi ve
biitiinligii i¢in gereklidir. Yapilan bu calismada, epileptik si¢anlara ait dentat girusun
supragraniile bolgesindeki aktin polimerizasyonunun azaldigi bulunmustur. Aktin
polimerizasyonu azalmasinin, kendiliginden ger¢eklesen ndbet aktivitesinin bir
sonucu oldugu sanilmaktadir (Li ve ark., 2010). Bir baska ¢alisma, kainat-indiiklii
nobet aktivitesinin in vivo ortamda aktin depolimerizasyonunu baglattigini
gostermistir (Zeng ve ark., 2007). Calismamizda ise, GAERS grubuna ait beyin
korteks dokusunda, aktin ekspresyonunun 1.49 Kkat azaldigi bulunmustur.
Buldugumuz bu sonug, literatiirdeki c¢alismalar ile benzerdir ve GAERS grubu

sicanlarin pariyetal korteks dokusunda ilk kez elde edilmistir.

1V.5.2.3. Guanin Niikleotid-Baglayic1 Protein

Guanin  niikleotid-baglayici  proteinler (GNBP)  G-proteinler olarak
adlandirilan; o,3 ve vy alt iinitelerinden olusan heterotrimerik bir proteindir
(Preininger ve Hamm, 2004). Sitoplazmik hiicre membranina demirlemis
glikoproteinlerdir. Memeli hiicrelerde; sinyal iletimi, protein tasinimi, biiyiimenin
diizenlenmesi ve polipeptid zincir uzamasi gibi pek c¢ok hiicresel islemden
sorumludur (Roberts ve Woaelbroeck, 2004). GTP-baglayici proteinler ya da
GTPazlar olarak da bilinirler. Bu protein ailesinin tiim iiyeleri molekiiler bir agma-
kapama anahtar1 olarak gorev alirlar. Anahtar agik oldugunda guanozin trifosfat
(GTP) baghdir, kapali oldugunda ise guanozin difosfat (GDP) baglidir. Hiicre
disindaki sinyali alir ve hiicre igerisinde degisiklige neden olur. Pek ¢ok hormon,
norotransmitter ve diger sinyal faktorleri ile iletisim kurar. GNBP, metabolik

enzimleri, iyon kanallarini, tasiyicilar1 ve diger hiicre mekanizmalarimi diizenler,
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transkripsiyonu, madde salintmini, hiicre hareketliligini ve daralmasini1 kontrol eder.
Ayn1 zamanda embriyonik ve gonadal gelisim, 6grenme, hafiza ve homeostazis gibi
sistemik fonksiyonlar1 da diizenler (Neves ve ark., 2002). Insan frontal korteksiyle
yapilan ¢alismada mitokondriyal, mikrozomal ve sitozolik fraksiyonda
tamimlanmustir (Lubec ve ark., 2003). Yapilan ¢alismalar G-protein ile diizenlenen
sinyal yollarinin epileptojenezde rol oynadigini ortaya koymaktadir (Osberg ve ark.,
2008). Yapilan bir ¢calismada, GNBP inhibe edici pertussis isimli bir madde, iki farkli
farmakolojik deneysel absans epilepsi nobet modelinde uygulanmis, sonucunda bu
nobetlerin siiresinde azalma oldugu gosterilmistir (Snead, 1992). 2002 yilinda
Alzheimer hastalariyla yapilan bir c¢alismada, bu hastalarin beyin bolgelerinde
Guanin niikleotid-baglayici protein G(I)/G(S)/G(T) beta-1 alt {initesinin (GNBPs1)
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Tsuji ve ark., 2002). Bu g¢alismada ise,
GAERS grubuna ait beyin korteks dokusunda, GNBPs1 proteinin ekspresyonunun
1.81 kat azaldig1 bulunmustur.

I1VV.5.2.4. Malat Dehidrojenaz

Malat dehidrojenaz (MDH); NAD*/NADH bagimli, malat oksalasetat
donlisimiinii  katalizleyen enzimdir. NAD ve NADP’ye olan sepesifiteleri ve
subseliiler lokalizasyonlar1 farkli birka¢ farkli izoformu bulunmaktadir (Minarik ve
ark., 2002). MDH, insan frontal korteksiyle yapilan caligmada mitokondriyal,
mikrozomal ve sitozolik fraksiyonda tanimlanmistir (Lubec ve ark., 2003).
Mitokondiryal membranda gergeklesen malat-aspartat tasiniminda ve mitokondriyal
matriste gergeklesen trikarboksilik asit dongiisiinde anahtar rol oynar. Ayni zamanda
glukoneojenezde de gorev alir. NAD bagimli dehidrojenazlar grubuna aittir ve
olduk¢a biiyiikk molekiillerdir (Minarik ve ark.,, 2002). Bir anlamda, enerji
metabolizmasinin ana enzimidir ve enerji metabolizmasiin hiz sinirlayict enzimi
olarak tanimlanir. Mitokondriyal fonksiyon, noronlarin uyarilmasi ve varligim
siirdlirebilmesi i¢in gerekli bir bilesendir. Bu nedenle MDH, ndron aktivitesi ile
iligkilidir. 2010 yilinda Mathew ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada
pilocarpine ile indiiklenen epileptik si¢anlarin kas dokusunda MDH aktivitesinin
arttigi, kalp dokusunda ise aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. Beyin mitokondriyal
membraninin epileptik sicanlarda daha akigkan olmasi mitokondriyal solunum
zincirinin bozulmasma neden oldugu diisiiniilmektedir. Yapisal degisikligi de

beraberinde getiren bu zincir fonksiyonunun bozulmasi, kronik epileptik kosullarda
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yeni ve Onemli bir patofizyolojik mekanizmanin varligini ortaya c¢ikarmaktadir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, morfin uygulanan sicanlarin  beyin
mitokondriyal enzim diizeylerinin diisiik olmasinin nedeni bu patofizyolojik durum
ile iligkilidir (Mathew ve ark., 2010). Pikrotoksin ile indiiklenen epileptik si¢anlarin
beyin dokular1 ile yapilan bir ¢alismada, kontrol grubu ile kiyaslandiginda MDH
seviyelerinin % 80’e varan bir diisiis sergiledigi gosterilmistir (Acharya ve Katyare,
2005). Bu calismada ise, GAERS grubuna ait beyin korteks dokusunda, malat
dehidrojenaz ekspresyonunun 1.92 kat azaldigr bulunmustur. Bu sonu¢ GAERS
grubu siganlarin pariyetal korteks dokusunda ilk kez elde edilmistir. Genetik absans
siganlarin mitokondriyal enzimlerinde bir bozukluk olduguna isaret etmekte ve bu

konuda ileri analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER ve ONERILER

Membran kanal proteinlerinin analizi, ¢ozliniir proteinlerin analizinden ¢ok
daha karmasik ve giigtiir. Ortaya ¢ikan sonuglarin az olmasinin nedeni, integral
membran proteinleri gibi proteinlerin intraseliiler, ekstraseliiler ve membran igi
bolgelerinin olmasidir. Hem hidrofilik, hem de hidrofobik bdlgeleri ayni anda
barindiran bu tarz proteinleri analiz etmek durumu giiglestirmektedir. Bu hidrofobik
bolgeleri ¢oziiniirlestirmede ¢ok giiclii ajanlar kullanilmis olsa dahi, transmembran
bolgelerin lipitler ile kapli olmasi nedeniyle bu bdlgedeki ¢oziiniirlestirme tam
anlamiyla yapilamamaktadir. Coziiniirlestirmedeki zorluklara ek olarak ayni
zamanda membran proteinleri az bulunur proteinler olduklarindan jel lizerinde diger
proteinler gibi gozlenmeleri de giictiir. Her ne kadar deney kosullarinda
optimizasyon saglansa da, var olan denenmis yontemler ile membran kanal
proteinlerini ¢6ziiniir proteinlerden tamamen ayirmak miimkiin degildir. Membran
ayirma kiti araciligr ile de hidrofilik proteinlerden tam anlamiyla ayirmak miimkiin
olmamistir. Mevcut 2D elektroforez yontemlerinin tamaminda, yaygin bulunan
hidrofilik kisimlar mutlaka goriintiileme asamasinda karsimiza ¢ikmaktadir.

Yaptigimiz calismada GAERS genetik absans epilepsi modelinde beyin
pariyetal korteks dokusu iizerinde calisilmis ve korteks membran proteinleri,
piyasada satilan bir membran kiti araciligiyla fraksiyonlara ayrilmistir. Yapilan
calisma sonucunda 8 proteinin ekspresyonunda farklilik tespit edilmistir. Bu
proteinlerden 6 tanesinin (B-aktin, HSC71, HSP60, malat dehidrojenaz ve GNBPs1)
ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda hastalikli GAERS grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi, 3 tanesinin (albiimin, 14-3-3
proteini epsilon izoformu ve L-laktat dehidrojenaz B zinciri) ekspresyonunun ise
arttig1 saptanmugtir.

Proteomik analizler c¢ok diisiik miktarlarda &rnek ile yapildiklarindan az

bulunan proteinler c¢ozeltilerde yiiksek ylizdelerde bulunamamaktadir. Bdyle
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olmasima karsin, bu az kopyaya sahip proteinler, potansiyel ila¢ hedefleri olarak
kullanilmaktadir.

Calismada membran proteinlerine bagl kanal proteinlerine 6zgii herhangi bir
anlaml farkliliga rastlanmamstir. Ileriki ¢alismalarda bu proteinler spesifik olarak
ortamda aranabilirler. Ancak yine de, membran-kanal proteinlerine ait bir degisiklik
kesin olarak beklenmemelidir. Membran ile iliskili olan HSC71, GNBPs1 ve 14-3-3
proteini epsilon izoformunda degisiklik saptanmis olmasi hastalifin membran ile
iliskisini ortaya koymaktadir. Ozellikle membrana bagli proteinler ile etkilesim
halinde olan ve sinyalizasyonda goérev alan bu proteinlerde degisiklik goriilmesi
hastaligin nedenlerini anlamada 6nemli bir adim olarak kabul edilebilir.

Farklilik bulunan proteinlerin eksprese edildikleri genlerin belirlenmesi ve
MRNA seviyelerinin tespit edilmesi, proteinlerin ekspresyon degisikliklerinin
sebeplerini anlamak igin 6nemlidir. Ekspresyon degisikligine sebep olan etkenlerin
gen diizeyinde belirlenmesi, epilepsi mekanizmalarinin altinda yatan nedenleri ortaya
cikarmada etkili olacaktir. Bu nedenlerin ortaya cikarilmasi, epilepsi tedavisinde
kullanilabilecek, dogrudan hedefe yonelik yeni anti-epileptik ilaglarin

tasarlanmasinda bir adim olabilecektir.
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EK. 2. KUTLE ANALIZi SONUCLARI
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EK. 2. TEZ METNINDE GECEN TERIMLERIN ACIKLAMALARI

Adrenerjik: Adrenalin (epinefrin) ve/veya noradrenalin (norepinefrin) ile ilgili olan.

AKkson: Sinir hiicresinin govde disinda kalan kismi. Uyarilar elektriksel ve kimyasal

iletebilen uzun uzantidir.
Akut: Hizli bir sekilde baslayan veya kisa siireli hastalik tiirii.

Alzheimer Hastah@i: Giinliik yasamsal aktivitelerde azalma ve biligsel yeteneklerde
bozulma ile karakterize, néropsikiyatrik semptomlarin ve davranis degisikliklerinin

eslik ettigi norodejenaratif bir hastalik.
Ansefalit: Merkezi sinir sisteminin viriislerden ileri gelen iltihabi.

Ansefalopati: Pek ¢ok farkli rahatsizlik tarafindan olusturulabilen beyin fonksiyon

bozuklugu sendromu.

Antiepileptojenik: Epilepsi tablosunun ortaya ¢ikmasina yol acacak gelismeleri

Onleyen.
Antikonviilzan: Epilepsi olgusunda epileptik ndbetleri durduran..

Apoptozis: Cok hiicreli canlilarda meydana gelen programli hiicre 6limii islemi.
Creutzfeldt-Jacob Hastahigi: Oliimciil bir nrodejeneratif prion hastaligi.

Dendrit: Uyarilan hiicre gévdesine tastyan, sinir hiicrelerinin dallanmis stoplazmik

uzantilari, sinir hiicresinin kisa olan uzantisi.

Dendritik omurga: Noron dendritlerinden kii¢iik membran ¢ikintilaridir.

Diken: Siiresi 70 ms olan EEG dalgasidir. 50-80 ms arasinda farkli bilgilere de

rastlanir.

Diken-dalga (spike and wave) kompleksi: Siiresi 70-200 ms kadar olan bir diken

ile siiresi 200-500 ms olan bir dalga ciftine verilen ad.

Down Sendromu: Genetik diizensizlik sonucu insanda fazladan bir 21. kromozomun
bulunmasi durumu ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan tabloya verilen isim.
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Elektroensefalogragi (EEG): Beyin dalgalar1 aktivitesinin elektriksel yontemle

izlenmesini 6l¢en yontem.
Epidemiyoloji: Toplumdaki hastalik, kaza ve saglikla ilgili durumlarin dagilimini,
goriilme sikliklarin1 ve bunlar etkileyen belirtecleri inceleyen bir tip bilimi dalidir.

Epileptojenik: Epilepsi meydana getirebilme 6zelligi olan.
Etiyoloji: Hastaligin sebebi ile ilgili yapilan ¢alismalar.

Filogenetik: Genomik bilgi kullanilarak canlilar arasindaki iliskileri ve molekiiler

diizeydeki benzerlikleri anlamlandirmaya calisan biyolojik bilim dalidir.

Fonksiyonel anatomi: Nobetlerin ortaya ¢ikiginin ve yayilmasinin temeli olan
fiziksel ve fizyolojik kosullar1 anlatan terim.

Frontal Lob: Beynin 6n bolgesinde yerlesmis olan bilingli diisiinme ile ilgili beyin

bolgesi.

GABAEerjik: Gama amino biitirik asit (GABA) etkisi ile veya GABA nin transmiter
olarak gorev aldig1 noral ya da metabolik yollar ile ilgili olan.

Glutamerjik: Glutamat etkisi ile veya glutamatin transmiter olarak gorev aldigi
noral ya da metabolik yollar ile ilgili olan.

Idiyopatik: Kendiliginden veya nedeni bilinmeyen belirsiz bir sebepten dolay1

ortaya c¢ikan.

inbred: En az 5 nesil boyunca kendi aralarinda ¢iftlestirilmis deney hayvanlarindan
tiretilmis olan.

Insidans: Belirli bir hastaliga ait yeni vakalarin ortaya ¢ikis siklig.

Kaotropik ajan: Protein, DNA veya RNA gibi makromolekiillerin ii¢ boyutlu
yapilarin1 bozan denatiire edici ajan

Klonik kasilma: Kaslarin hizla birbirini takip eden ve kisa siiren kasilmalaridir

Kolinerjik: Norotransmiter olarak asetil kolin kullanan sinir hiicreleri veya lifleri ile
ilgili

Konjenital: Dogustan gelen rahatsizliklar

Konviilsiyon: Kaslarin irade disi, amagsiz, genellikle biling kaybi ile birlikte olan
tonik veya klonik kontraksiyon nébetlerine denir.
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Kortikal: Korteks ile ilgili

Kronik: Viicudun herhangi bir parc¢asinda var olan, uzun siireli devam eden, kimi
zaman hayat boyu diizelmeyen ve tedavi imkanlar1 daha sinirli kabul edilen hastalik

turd.

Merkezi Sinir Sistemi: Sinir sisteminin, bilateriyal hayvanlarin tiim viicut
parcalarinin aktivitesini kontrol eden bdliimii. Omurgalilarda beyin zar ile

¢evrelenmis bulunan beyin ve omurilikten olusur.

Miyelin: Genellikle bir ndronun yalnizca aksonunu kaplayan yalitkan madde. Farkli
hiicrelerce olusturulan miyelinlerin kimyasal yapilar1 ve konfiglirasyonlar1 farklidir
ancak yalitkan 6zellikleri korunmustur.

Miyelinizasyon: Bazi sinir hiicrelerinin aksonlarin etrafinda sinir impulslarinin daha
hizli hareket etmesini saglamak i¢in bir miyelin tabakasi olusturmak tizere degismesi
veya olgunlagmasi.

Multipl Skleroz: Noérotravmanin ardindan geng eriskinlerde en sik goriilen nérolojik
bozukluk. Hastaligin nedeni daha tam olarak anlagilmamis olmakla birlikte, genetik
ve c¢evresel etkenlerin birlesimiyle ortaya ¢iktigina inanilmaktadir. Cesitli tipleri olsa
da, tiimli merkezi sinir sisteminin enflamasyonu ile nitelenmekte ve miyelinsizlesme
(sinir dokusunu saran 6zel miyelin proteinin bagisiklik sistemince yok edilmesi) ile
ilerlemektedir.

Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri: Cesitli néronlarin plazma membranlarinda ve

noromuskular baglantilarin postsinaptik bolgelerinde ligant kapili iyon kanallar

olusturan kolinerkij respetdrler.

Norodejeneratif: Sinir dokusunun bozulumu ile ilgili

Noronal Go¢: Noronlarin beyindeki orijinal yerlerinden beyindeki son yerlesim
yerlerine hareket etmesi.

Oksipital Lob: Beynin arka bolgesine yerlesmis gorsel islem merkezi.

Osilator: Periyodik/tekrarlanan bir davranis icinde bulunan herhangi bir sistem bir
osilatordiir.

Otomatizma: Bilincin sislenmesi sirasinda ortaya ¢ikan, az veya c¢ok koordine

istemsiz hareketlerdir. Nobet sirasinda ya da nébetten sonra goriilebilir.

Otonom: Otonomik sinir sisteminin kontroliinde olan
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Outbred: Kendi aralarinda yakin akrabalik tagimayan deney hayvanlarindan
tiretilmis olan.

Parietal Lob: Oksipital lobun iizerinde ve frontal lobun arkasinda yerlesmis olan
somatosensoriyel bilgilerin islenmesinden sorumlu beyin bolgesi.

Parkinson Hastahgi: Beynin alt kisimlarindaki gri madde c¢ekirdeklerinin
bozukluguna bagli bir sinir sistemi hastaligidir.

Patojenez: Kimyasal, fiziksel veya mikrobiyolojik ajanlarin sebep oldugu,
hiicrelerin fonksiyon ve/veya yapisindaki bir dizi degisikligin sonucunda hastalik
geligmesi sirasindaki tiim stireg.

Perioral: Agiz kismini ¢evreleyen.

Postiktal donem: Grand mal epilepsi nobeti geciren kiside, nobet sonrasinda beliren

serin uyku, basagrist gibi bulgularin saptandigi donem.
Postmortem: Oliim sonrasi.
Prevalans: Belli bir yer ve zamanda meydana gelen ayni tiirden belli vaka sayisi

Romatoid Artrit: Bagisiklik sisteminin eklemlere saldirmasina yol agan kronik,
enflamatuvar bir otoimmiin bozukluk

Semptomatik: O rahatsizlik i¢in belirli semptomlari gosteren.

Serebral: Beyinle ilgili.

Sinaps: Noronlarin (sinir hiicrelerinin) diger néronlara ya da kas veya salg1 bezleri
gibi néron olmayan hiicrelere mesaj iletmesine olanak taniyan 6zellesmis baglanti
noktalart.

Sinaptojenez: Sinapslarin olusumu.

Spazm: Kaslarin istek dig1 ani kasilmasidir. Sebebi ¢ogunlukla, sinri hiicrelerinin
tahribi veya kas hiicrelerinin iltihaplanmasidir.

Sizofreni: Diisiiniis, duyus ve davraniglarda onemli bozukluklarin gorildigi,
hastanin kisiler arasi iliskilerden ve ger¢eklerden uzaklasarak kendi diinyasinda

yasadig1, genellikle genglik ¢aginda baglayan bir ruhsal hastalik

Temporal Lob: Temporal korteks ya da lobus temporalis olarak da adlandirilir.
Konusma, hafiza ve duymanin da dahil oldugu bir¢ok goérevi bulunan, beynin yan

taraflarinda yerlesimli telensefalon bolgesi.
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Teropatik: Tedaviye ait, tedavi edici.

Tonik kasilma: Cok siddetli ve uzun siireli kontraksiyonlardir.
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