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ONSOZ

Yillardir ugrastigimiz ve basarmak igin biiyiik emek sarf ettigimiz proteom analizini bu
proje ile gergeklestirmis olduk. Farkh disiplinlerden gelen bilim insanlar1 bu projede bulustu,
bilgi ve deneyimlerini ortaya koydu ve paylasti.

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dal’nin
calistign ve biliylk ugras verdigi epilepsi hastahfinin etiyolojisinin aydinlatilmasina
uyguladigimiz bu teknik ile katkida bulunmaktan mutluyuz. Bu projede yer alan doktora
ogrencisi Serap DEMIR doktora tezini bu proje sayesinde tamamlamistir, diger 6grencimiz ise
tamamlama agamasindadir. Projemizin bir bolimiinii Istanbul’da yapilan 31. FEBS kongresinde
sunmustuk, tamamin ise 6-10 Ekim 2007 de Seul-Kore’de yapilacak olan 7. HUPO Proteom
Kongresinde sunacagiz. Bildirimizin bdyle 6nemli bir kongrede sunulacak olmasi ve bildiri
dzetlerinin Science Citation Index’ce taranan bir dergide yayinlanacak olmasi da dnemlidir.

Bagta TUBITAK-SBAG olmak iizere, bu projenin gergeklestirildigi Marmara Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi ve Tip Fakiiltesi Dekanliklarina, M.U. Miihendislik Fakiiltesi biinyesinde
bulunan MALDI-Tof aletini kullanmamiza izin veren Miihendislik Fakiiltesi Dekanligi’na, M.U
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya ve Tip Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri Béliim Baskanliklarina,
¢aligmamizda goriintiileme sistemini kullandiran Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimiine siitkranlarimizi sunariz.
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OZET

PROTEOM ANALIZI ile DENEYSEL EPILEPSI MODELINDE BEYIN
DOKUSU PROTEINLERINDEKI OLASI DEGISIKLIKLERIN
SAPTANMASI

Beyindeki néronlarin anormal aktivasyonu sonucu olugan kronik ve tekrarlayan nobetlerle
giden bir bozukluk olan epilepsi en sik kargilagilan nérolojik tablolardan biridir. Yapilan epilepsi
¢alismalarinda, bazi epilepsi tiirlerinde Na*, K*, Ca™ gibi iyon kanallarinda veya noronal sinyal
iletiminden sorumlu genlerde farkliliklar saptanmakta ama epilepsinin molekiiler, biyokimyasal
ve farmakolojik temelleri tam olarak aydinlatilamamaigtir.

Bu ¢alismanin amaci; Strasbourg-Genetik Absans Epilepsi (GAERS) deneysel modelinde
protein degisikliklerini Proteomik teknolojisi ile saptamak ve karsilagtirmaktir. Elektroforez ve
kiitle spektrometresinin kombinasyonu olan proteomik evrensel bir tekniktir. Bu teknikte ¢Oziiniir
proteinler ilk olarak iki boyutlu elektroforezde izoelektrik noktas: (pI) ve molekiiler
bityiikliklerine gore ayrilirlar. Daha sonra jelden kesilen proteinler triptik par¢alanmay1 takiben
peptit kiitle parmak izinden tanimlanirlar.

Calismamizda kontrol (n=5) ve GAERS (n=5) hipokampiis, korteks ve talamus proteinleri
coziiniirlestirilerek ki boyutlu jel elektroforezi (2D-PAGE) ile aynldi ve protein spotlari
kolloidal Coomassie boyas ile boyanarak goriiniir hale getirildi.

GAERS ve kontrol hayvanlarnin hipokampus, talamus ve korteks dokularina ait 2D-
PAGE jel goriintiileri PDQuest programi ile karsilagtirildi. Hipokampiis bolgesinde iki, korteks
bolgesinde iki ve talamus bolgesinde iki olmak iizere 6 farklilagan protein gézlemlendi.

Bu altt protein matriks yardimh lazer dezorpsiyonu ve iyonizasyonu ugug Zzamani
(MALDI-Tof) kiitle spektrometresi ile analiz edildi. Hipokampiiste ndron spesifik protein tiyesi 1
proteininin kontrol grubunda olmadigi ve hCG2007412 proteininin de GAERS grubunda
kayboldugu bulunmustur. Korteksde rCG45919 proteinin ve sindekan baglayict proteininin
GAERS grubunda ekpresyonlarimin arttigt, yine aym gekilde talamusda Ig gamma zincir V
bolgesi protein ve hipotetik protein ekpresyonlarinin GAERS grubunda arttig bulunmustur.




ABSTRACT

DETERMINATION of POSSIBLE ALTERATIONS in the PROTEIN
PROFILES of the BRAIN TISSUES of EXPERIMENTAL EPILEPSY
MODELS by PROTEOM ANALYSIS

Epilepsy, a chronic disorder characterized by repeated seizures resulting from abnormal
activation of neurons in the brain, is one of the most frequent neurological disorders. Although
studies defined mutations and polymorphisms in the genes related to Na+, K+, Ca++ channels
and neuronal signaling in some types of epilepsy but, molecular , biochemical and
pharmacological basis of epilepsy is still poorly understood.

The aim of this study is to detect and compare the protein changes in Genetic Absence
Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) Experimental Model with proteomics technology.
Proteomics technique which is based on a combination of electrophoresis and mass spectrometry
is a universal technique in which solubilized proteins are first separated by two-dimensional
electrophoresis on the basis of their isoelectric points (pI) and molecular sizes and then identified
by peptide mass fingerprinting following excision from the gel and tryptic digestion.

In thi?:fr_study, proteins solubilized from hippocampus, cortex and thalamus extracts of non-
epileptic Wisfar control rats (n=5) and GAERS (n=5) were separated by two dimensional gel
electrophoresis (2D-PAGE) and the protein spots were visualized following stain with colloidal
Coomassie blue. GAERS and control animals’ hippocampus, cortex and thalamus protein spots
appearing in 2D-PAGE gels were compared by PDQuest sofware. The number of differentiated
proteins observed between control and GAERS groups were two in hippocampus, two in cortex
and two in thalamus.

These six different proteins were analyzed by matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-Tof). In hippocampus we found that neuron-specific
protein family member 1 is absent in control group and hCG2007412 protein is absent in GAERS
group. In cortex, we found that rCG45919 protein and syndecan binding protein’s expression are

increased in GAERS group. In talamus Ig gamma-chain V-region proteins and hyphothetical

protein expressions increased in GAERS group.




3 .

GIRIS

Epilepsi beyindeki nironlarin agirt ve anormal desarjlar nedeni ile meydana gelen, bir
bblgede lokalize ya da jeneralize kronik ve tekrarlayan nobetlerle giden bir bozukluktur. Epilepsi
prevalanst multipl sklerozdan 10 kat, motor-noron hastaliklarindan 100 kat daha yiiksektir
(PORTER,1993). Epidemiyolojik ¢alismalara gore, 80 yasina kadar yasayan Kigilerden % 4’iiniin
yasamlarinin bir béliimiinde kronik epileptik bozukluk tanisi konulacagi ve % 10’unun da en az
bir kez epileptik nobet gegirecei hesaplanmistir (HAUSER ve dig., 1984).

Giiniimiizde epilepsi tedavisi, olasi yapisal bozuklugun giderilmesi degil ancak belirtilerin
ortadan kaldirilmasi, yani ndbetlerin 6nlenmesi ile sinirht kalmaktadir. Simdiye kadar yapilan
calismalarda, epilepside norotransmitterler diizeyinde bir bozukluk oldugu diigiiniilmis ve
nobetlerin GABA’erjik inhibitor tonus ile glutaminerjik eksitatdr tonus arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu ortaya ¢iktigi fikri ortaya atilmistir. Epilepsi tedavisinde gelistirilmis yeni
ilaglar olmasima ragmen, epilepsi hastalarinin %30’u tedaviye yamt vermemekte ve yeterli
derecede nobet kontrolii saglanamamaktadir. Bu hastalardan bir kismma cerrahi tedavi
uygulanmaktadir (SHAEFI ve HARKNESS, 2003). Cerrahi tedavi sirasinda beyindeki epileptik
odak ¢ikarilarak, nobetlerin engellenmesine galisiimakta ancak radikal bir yaklagim olan bu
tedavi seklinin de kendi iginde kisitlamalari bulunmaktadir (RY VLIN ve KAHANE, 2003).

Tipik absans epilepsileri asil olarak gocuklari ve ergenlik ¢agindakileri etkilediginden ve
orta siddette sonuglar1 oldugu i¢in patofizyolojik ¢aligmalar etik nedenlerden otiirii insanlar
tizerinde gergeklestirilemez. Bu nedenle; epilepsi mekanizmalarini ortaya koymak ve tedavisine
1tk tutmak amaci ile deneysel modeller kullanilmaktadir. Bu modellerden biri de Strasbourg-
Genetik Absans Epilepsi (GAERS) modelidir. Yaklasik 20 y1l 6nce absans epilepsisinin iki farkli
genetik modelinin gelistirilmesi ve karakterize edilmesi ile Strasbourg’da (Fransa) bir outbred

Wistar kolonisinden absans epilepsisinin elektroensefalografik (EEG) ve davranis 6zelliklerini




100 gdsteren tamamu ile inbred bir sigan kolonisi gelistirildi: Strasbourg-Genetik Absans

ilepsi (GAERS) ve Wistar Albino Glaxo susu Ingiltere’de inbred olarak yetistirildi ve dnce
swijk de (WAG/Rij) ve daha sonra Nijmegen’de (Hollanda) iiretildi (DEPAULIS VE VAN
| ULUTELAAR, 2006 a).

Toplumun her kesiminde goriilebilen ve kronik bir bozukluk olan epilepsi hastalifinin

viizyillardan beri bilinmesine ragmen patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir ve glintimiizde
nobetlerin engellenmesi iin geligtirilmis olan ilag sayist oldukea azdir. Bu ¢alismanin amaci,
hipokampiis, korteks ve talamus beyin dokusu proteinlerindeki olas1 degisikliklerin saptanarak
cpilepsi mekanizmalarimi agiklayabilecek, tani ve tedavisinde kullamlabilecek yeni bilgilerin
elde edilmesidir. Hipokampiis, absans epilepsi patojenezinde rol almadif1 diisiiniilen Onemli bir
beyin bolgesidir (DEPAULIS VE VAN LUUTELAAR, 2006 b). Ancak son zamanlarda yapilan
¢aligmalarda absans epilepsili  hayvanlarn hipokampiis beyin dokularinda morfolojik
degisiklikler saptanmustir (SIRVANCI ve dig., 2003). Talamus, normal talamo-kortiko-talamik
ritmik aktivitenin diizenlenmesinde ve noronal osilasyonlarin saglanmasinda Snemli bir rol
oynamaktadir. Bu yap1 serebral korteksin uyanlabilirliginden ve uyanikhigmn kontroliinden
sorumludur (CARMAN, 1964). Talamus néronlari, osilatuvar mod ve tonik atesleme modu
arasinda gecis yapabilme 6zelligine sahiptirler. BSylece, talamus dis ¢evreden gelen uyarilarin
kortekse ulagmasini denetlemektedir. Uyamklhk durumu, tonik atesleme modundaki
talamokortikal noronlarmnin olusturdugu desenkronize EEG ile karakterizedir. Bu durum,
gevreden gelen uyarilarin talamus aracilify ile kortekse ulagmasim saglamaktadir. Bu tonik
atesleme modu osilatuvar, ritmik, patlama moduna doniigtiigiinde, talamusun eksitatdr post-
sinaptik potansiyel (EPSP) esigi yikselmekte, kortekse ulasan sinyal iletimi azalmaktadir.
Bundan dolay1, uyaniklik hali kaybolmakta, EEG’de de bir senkronizasyon izlenmektedir Bu
ritm degisikligi talamusun retikiiler gekirdegi (RtN) tarafindan saglanmaktadir. Bu durum,
RiN’nin  6zel konumu ile talamus ve korteksle olan baglantilarimin  yapisindan
kaynaklanmaktadir. Absans epilepsisi patogenezinde diken-dalga desarjlarin  primer
somatosensoriyel korteksin peri-oral bolgesinden (S1po) kaynak aldig1 gosterilmigtir. Bu ritmik
osilatuvar aktivitenin siirdiiriilmesinde ise, talamo-kortiko-talamik yolakta, talamus ve 6zellikle
de RiN’de gama-amino-biitirik asit (GABA) aracili inhibitdr ndronal iletinin rol oynadigt

diistiniilmektedir NEIERMEYER, 1996).

10




Bu c¢alismada; GAERS (hastalikli) ve Wistar (saglikli kontrol) siganlarin hipokampiis
korteks ve talamus beyin dokularindan elde edilen proteinler, iki boyutlu jel elektroforezi ile
aynld. Jeller kolloidal Coomassie boyasi ile boyanarak protein profilleri gikarildi. GAERS ve
kontrol grubuna ait jeller hem kendi iglerinde hem de birbirleri arasinda PDQuest iki boyutlu jel
analiz programi ile incelendi. Farklilagan proteinler kiitle spektrometre (MALDI-tof) yontemi ile
saptanarak tanimland1.
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11.1. EPILEPSI

Epilepsi nobeti; beyindeki bir ya da birkag grup sinir hiicresinin agm desarjlarina bagh

. ortaya ¢ikan ve klinikte gelip gegici motor, duysal, duyumsal, duygusal, biligsel ve otonom

likla pozitif, bazen de negatif belirtilerle sekillenen bir durumdur. Bedende yaygin kasilma ve

nimalarla ve biling yitirilmesi ile sekillenen bityilk nobetlerin (grand mal) sikhigi, agiz

i, g6z kapagy, kol, bacak gibi sinirh bolgelerdeki kasilmalar ya da atmalar, gérme kaybi

da iliizyonlar;, konugmada takilmalar, anlik dalmalar gibi kiigiik nobetlerden ¢ok daha

seyrektir.

Epilepsi hastaligi ya da kisaca epilepsi, nobetlerinin tekrarlama egiliminin bulundugu

ik bir durumdur. Buna gore epilepsi, idiyopatik, kriptojenik ve semptomatik epilepsiler
olmak iizere 3 ana grupta toplanabilir.

Epilepsi ile ilgili diger bir kavram da “epilepsi sendromu” dur. Epilepsi sendromu,

baslangig yasi, ndbet ozellikleri, klinik seyri, elektroensefalografik (EEG) bulgulari agisindan

ortak ozellikler gosteren durumlar i¢in kullanilmaktadir. Buna gore, etiyolojik tanis: belirlenmis

olan durumlar “epilepsi”, belirlenmemis olanlar “epilepsi sendromu” olarak tamimlanabilir

(ESKAZAN, 1998).




11.2. EPILEPSI FiZYOPATOLOJISI

Hiicresel diizeyde pek ¢ok sayida arastirma yapilmasina ragmen epilepsinin mekanizmasi

tam olarak bilinmemektedir. Epilepsi olay1, bir ¢ok faktoriin rol aldigi kansik olaylar dizisinin bir
sonucu olarak gozlenmektedir. Epileptik aktivitenin beyinden nasil yayildigi konusu da tam
olarak aydinlatilmamistir.

Hiicre membranindaki potansiyelin devami ve potansiyelin sinaps yolu ile yayillmasinda rol
oynayan kimyasal, hormonal ileticilerin epileptojenik aktivitede rol oynamalan olasidir. Eksitator
(uyaric1) ndrotransmiter olan Asetilkolin (ACh)’nin epileptik nobetler sirasinda bol miktarda
salgilandig saptanmustir. ACh’nin ventrikiile injeksiyonu nobetlere neden olmustur. Endojen
ACh serbestlemesinin N-Metil D-Aspartat (NMDA) reseptorleri ile diizenlendigi ve bu
reseptorlerin kolinerjik dendritler iizerine direkt etki ile ACh serbestlemesini artirdiklart
saptanmustir. Yine gama-amino-biitirik asit (GABA) agonistlerinin ACh serbestlemesini inhibe
ettigi de rapor edilmistir (CHAPMAN ve dig., 1977). Bilinen en 6nemli inhibit6r ndrotransmiter
olan, ayrica epileptik nobetlerin patojenezinden 6nemle sorumlu tutulan GABA eksikligidir.
Deneysel olusturulmus epileptik nobetlerde GABA’nin % 50-60 oraminda azaldii, GABA’erjik
inhibitor sinapslarin fonksiyon kaybinin epileptik odagi olusturdugu digiiniilmiigtir. GABA 'mn
iki mekanizma ile nobetten sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (CAIN ve dig., 1989). Birincisi
sinapslardaki GABA konsantrasyonu diisiince noronal inhibisyonda azalma olacaktir. Ikincisi
GABA ’nin konsantrasyonu normal olabilir, ancak mevcut GABA kullanilamamaktadir.

Epileptik nobet olusumunda diger aminoasitlerin  etkisi incelendiginde taurinin
konsantrasyonunun diismiis oldufu, glisinin artmis oldugu saptanmistir. Glisinin inhibitdr
etkisinin yanisira diger onemli etkisi glutamatin NMDA reseptorlerine cevabini arttirmasidir.
Boylece ekstraselliller alanda artmis olan glisin glutamatin eksitator etkisini arttirmaktadir.
Guilarte tarafindan yapilmis ¢alismada B6 vitamin eksikligi ile olusturulmus nébetlerde korteks
ve hipokampiiste glutamatin anlamli olarak diismiis oldugu, glisinin ise anlamli sekilde artmig
oldugu saptanmigtir (GUILARTE, 1989).

Biyojenik aminlerin de epileptik nobetlerin patojenezinde 6nemli oldugu, katekolaminlerin
antikonvulzan etki gdsterdigi bilinmektedir. Alfa, beta adrenerjik reseptorlerin bloke edilmesi
nobet esigini diisiirmektedir. Siklik niikleotidlerden siklik adenozin mono fosfat (¢AMP) artiginin

nobetleri nledigi, siklik guanozin mono fosfat (¢<GMP) artiginin nobetleri baslattifi saptanmistir.



ACh ise guanil siklazi aktive ederek veya Na™-K" gecisini etkileyerek depolarizasyon
olusturmaktadir. Bu pompann hiicre i¢i Na* ve Ca™ miktari diizenledigi bilinmektedir. Hiicre
ici Ca™" miktar1 artig1 ise nSrotransmiter salimmi ve sinaptik iletiyi bozmaktadir. Hiicre igi Ca™
artis1 hiicre hasarinin en dnemli gostergesidir. Ayrica, giiglii bir membran stabilizatérii olan Mg*™,
¢esitli ATPazlarin (6rn: Na* pompasini kontrol eden Na'-K* ATPaz) aktivatoriidiir. Na™-K*
ATPaz enzimi Na' girisini azaltir, intraselliler K* depolanmasini artiir. Membrandan Ca™
akimm diizenler. Mg™, ayrica enerji bagimli reaksiyonlarda néromediatdrlerin (aminler,
aminoasitler) sentezi, serbestlemesi, alim1 ve depolanmasin artirir. Mg, inhibitér aminoasitlerin
reseptorlerini aktive eder, eksitatdr aminoasitlerinkini bloke eder. Giiglii epileptojenik ajanlarin
katabolizmas! i¢in gerekli taurinin hiicre igine alinmasim artirir. Iki ana siklik niileotid olan
“ikincil mesajcr’”’ cAMP ve cGMP olusumu iizerine de etkilidir. Mg"™, hiperpolarize edici etkisi
olan ve adenilat siklazla aktiflenen cAMP sentezi i¢in de gereklidir. Siklik niikleotidlerin oram
(cAMP/cGMP) Mg eksikliginde azalir. Ozellikle hipokampiiste cGMP’de predominant bir artis
olmaktadir (DURLACH ve dig.,1987). Siklik niikleotidlerin oranindaki azalis, serotonin, ACh ve
katekolamin déniigiimlerinde artis ve muhtemelen inhibitdr aminoasit GABA ve taurin
doniisiimlerinde azalmaya neden olmaktadir. Biitiin bunlarin 1518inda epileptik nébet olusumunda
Mg"" eksikligi birgok olay: aktiflemesi agisindan gozardi edilmemelidir.

Epileptik nébet olusumunda iskemi (bdlgesel olarak gegici kansizlik) ve hipogliseminin de
Onemini vurgulamak gerekir, ¢iinkii hipogliseminin nobet esigini disiirdiigii bilinmektedir.
Glikoz hem norotransmiter yapimi, hem de Na'-K* ATPaz enzimi igin gereklidir. Iskemide
metabolizma bozulmas: sonucu o bdlgenin daha fazla kan akimi ihtiyaci dogmakta ve o bolgenin

eksitabilite (uyarilabilirlik) esigi diigmektedir (KAYA, 2005).

I1.3. ABSANS EPILEPSI

Absans epilepsi, hastalarin jeneralize konviilsif olmayan nobetleri ile gevre uyarilarina kisa
siireli cevapsizlik ve uzuvlari, gézkiirelerini veya goz kapagim ekileyen otomatizmalar veya orta
siddetli tonik veya klonik bilesenlerince eglik edilen aktivitenin durmast ile karakterize edilebilen
ozel bir epileptik sendromdur (LOISEAU ve dig., 1995; Panayiotopoulos,1999). Tipik absans

nobetleri EEG’de ansizin baslayan ve biten bilateral, senkronize ve diizenli saniyede ii¢c dongiilii

(c/s) diken-ve-dalga desarjlar1 (SWD) ile birlikte gelisir. Genellestirilmis konvulsif veya kismi




nibetlerin aksine, tipik absanslari takip eden postiktal depresyon veya yavaglama yoktur. Giinde
yliz kadar siklikla ve baslica yogun zayiflik, dikkatsizlik ve uyku ile uyanikhk arasindaki gegis
sirasinda meydana gelirler, genellikle 10 ila 20 saniye siirerler. Absans ndbetlerinin farmakolojik
reaktifligi de kendine 6zgiindiir, diger tiim ndbet formlarinda inaktif olan etosiiksimid tarafindan
baskilanirlar ve genellesmis konvulsif ve kismi nobetlerde etkili olan karbamazepin, fenitoin ve
baz1 diger anitepileptik ilaglar ile nobetler agirlasir. Absans Nobetleri lezyonel olmayan
idiyopatik jeneralize epileptik sendromlar iginde yer alr (PANAYIOTOPOULOS,1999;
HIRSCH, 1994): cocukluk ¢agi absans epilepsi, juvenil absans epilepsi, juvenil miyoklonik
absans epilepsi ve absans nobetlerle birlikte izlenen gozkapagi miyoklonisi olmak lizere farkh
gruplara ayrnilabilmektedir. Absans nébetlerinin yani sira, hastalar diger nérolojik veya
nérofizyolojik rahatsizliklar gdstermezler. Cocukluk ¢agi absans epilepsisinde, hastalarin
%70’inde biiyiime ¢aginda hafifleme gozlenmektedir (LOISEAU ve dig., 1995;
PANAYIOTOPOULOS,1999; HIRSCH, 1994).

IL.4. DENEYSEL MODELLER

Epilepsinin mekanizmalarini ortaya koymak ve tedavisine 1s1k tutmak amaciyla kullanilan
deneysel modeller, insandakine benzer sekilde, jeneralize ve parsiyel nébet modelleri ya da akut
ve kronik modeller olarak siniflandirilabilirler. Akut olarak olusturulan modeller daha ¢ok nébet
modeli, kronik modeller ise epilepsi modeli olarak kabul edilirler. Akut modeller, sistemik veya
topikal olarak konviilzan maddelerin uygulanmasiyla ya da elektrik stimiilasyonu veya metabolik
degisiklikler sonucunda ortaya gikan gegici epilepsi benzeri aktiviteleri igerir. Kronik modeller
ise genellikle yapisal lezyonlar veya tekrarlayan elektrik stimiilasyonlar ile olusturulurlar ya da
spontan genetik epilepsi modellerini igerirler (HIRSCH, 1994).

Tipik absans epilepsileri asil olarak ¢ocuklart ve ergenlik ¢agindakileri etkilediginden ve
orta siddette sonuglart oldugu igin patofizyolojik ¢alismalar etik nedenlerden Otiirii insanlar
tizerinde gerceklestirilemez. Bu nedenle hayvan modelleri bu epilepsi tiirlini ve SWD
olusumunun ve kontroliiniin altinda yatan mekanizmay1 anlamak igin gereklidir. Bu amagla
kemirgenler, kediler veya primatlara pentilentetrazol, penisilin, gamma-hidroksibiitirat veya
GABA antagonist enjeksiyonlar: ile olusturulan elektriksel, davranigsal ve farmakolojik olarak

absans nobet karakteristiklerini gdsteren hayvan modelleri kullamilmustir. Her ne kadar bu
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modeller SWD olusumunun anlagilmasina yardimer olmugslarsa da, bu néobetlerin
tekrarlanmamasi hastaligim gelisiminin incelenememesine sebep olmustur.

Yaklagik 20 yil once, ilag verilmemis siganlarda kortikal EEG kayd: sirasinda absans
ndbetlerini gagristiran spontan SWD’ler bildirildi. Bu ilk gozlemler iki farkh basglangi¢ iiretme
kolonisinden sicanlarda absans epilepsisinin iki farkli genetik modelinin gelistirilmesine ve
karakterize edilmesine neden oldu. Strasbourg’da (Fransa) bir outbred Wistar kolonisinden
absans epilepsisinin EEG ve davramis 6zelliklerini %100 gdsteren tamamu ile inbred bir sican
kolonisi gelistirildi: Strasbourg-Genetik Absans Epilepsi (GAERS) ve Wistar Albino Glaxo susu
Ingiltere’de inbred olarak yetigtirildi ve once Rijswijk de (WAG/Rij) ve daha sonra
Nijmegen’de (Hollanda) iiretildi. Bu siganlar, absans epilepsisi oldugu belirlendiginde tamamen
inbred durumdaydilar. Bir epileptik olmayan hayvan susuda GAERS lerle ayni baslangig iiretim
kolenisinden kontrol hayvanlar olarak segildi. Nijmegen grubu ise bir baska inbred susu kontrol
olarak kullandi: (August Copenhague Irish veya ACI sicanlar1). Bu hayvanlar ¢ok az absans
ndbetleri gdsterirler veya hi¢ gostermezler. GAERS ve WAG-Rij suslari nobet, biiyiime ve
farmakolojik reaktivite agilarindan pek gok benzerlikler gostermektedirler. Ancak bazi yonlerden
farkliliklar da olugmaktadir. Elektrofizyolojiden molekiiler genetie kadar farkli yaklasimlar ile
lizerlerinde yapilan caligmalar sonucu son 20 yilda SWD olusumunun altinda yatan
mekanizmalara dair pek ¢ok veri toplanmis ve dortyiiziin ilizerinde makale yaymlanmigtir
(ENGEL, 1989).

GAERS’lerde SWD aktivitesi normal desenkronize EEG’de birdenbire baglar ve sonlanir.
Yetigkin hayvanlarda bir desarjdaki diken-dalga komplekslerinin sikhgr 7-11 Hz arasmnda
gerceklesebilir; sikhk daima nébetlerin baslangicinda yiiksek, sonlarina dogru ise yavastir.
Ortalama siklik 8.0 +- 1.0 Hz dir. Kaydedilen yapinin 6zelligine bagli olarak voltajlar1 300-1000
 pVdur.

SWD’ler her zaman davranigsal hareketsizlik ve yiiz kaslarmnin ritmik titremeleri ile birlikte
meydana gelir. Boyundaki kas kuvveti genellikle azalir, bu da kademeli olarak bagin hafif olarak
alcalmasina neden olabilir. SWD’nin bitisi ile birlikte hayvan davranigina devam eder ve
boyundaki kas kuvveti normal haline déner.

Bugiine kadar yapilmis olan yayinlar genellikle korteks ve talamus bdlgelerini epilepsi ile
iliskilendirmektedir. Hipokampiis absans epilepsi patojenezinde rol almadipy diisiiniilen 6nemli

bir beyin bolgesidir (DEPAULIS VE VAN LUUTELAAR, 2006 b). Bununla birlikte son
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¢amanlarda yapilan calismalarda absans epilepsili  hayvanlarda hipokampiisde morfolojik
deisiklikler saptanmigtir (SIRVANCI ve dig., 2003).

11.5. PROTEOMIK

PROTEin ve genOM kelimelerinden tiiretilen Proteom terimi, ilk kez 1994 yilinda
siena’da (Italya) iki boyutlu elektroforez toplantisinda Marc Wilkins tarafindan kullamlmis ve
1995 yilinda literatiire gegmistir (WILKINS ve dig., 1995). Proteom, genomdan farkli olarak
samanla degisir ve doku, organizma veya hiicre kiiltiiriinde belirli sartlar altinda herhangi bir
anda mevcut olan proteinlerin tamamini ifade eder. Bu proteomlarin incelenmesi ve analizi de
proteomik olarak isimlendirilir.

Bir hiicrenin DNA dizisinden belli bir zamanda o hiicrede sentezlenen proteinlerin profilini
yikarmak mimkiin degildir. Bir organizmanmin tim doku ve organlarinin hiicrelerinde ayn
genetik bilgi meveut olmakla birlikte, bu genlerin sadece bir kismi protein olarak ifade edilir.
Proteinin sentez sonrasi farkli biyolojik molekiillerle (fosfat, karbohidrat, lipid, fosfat, metil,
asetil...) degisiklige ugramalari sonucu kazandiklari yapisal ve fonksiyonel 6zellikler genom
haritalar: ile belirlenemez. Ozellikle ckaryotlarda, bir proteomda, genomda bulunan genlerden
yok daha fazla protein mevcuttur.

Proteom; DNA ve RNA analizlerinin aksine proteinlerin gergek miktarlari ve translasyon
wmrast modifikasyonlart hakkinda bilgi verir. Gen ekspresyon seviyeleri hiicre icindeki aktif
protein miktarini gostermez. Genlerin fonksiyonel 6zellikleri en gelismis biyolojik metodlarla
incelense bile, cok yetersiz ve pratik olmayan sonuglar elde edilmekte ve mRNA miktarindan da
sktif protein miktari tahmin edilememektedir (GYBI ve dig., 1999; ANDERSON ve
SEILHAMER, 1997; FUTCHER, 1999). Giiniimiizde, belirli bir hiicre veya organ i¢inde ifade
edilen proteinlerin kalitatif ve kantitatif analizleri icin uygulanabilir olan tek yontem
proteomiktir.

Iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezi (2D-PAGE) kompleks protein
karisimlannin ayrilmast ve karakterizasyonunda kullanilan en dnemli tekniklerden birisidir. 2D-
PAGE’in bu giicli, iki ayirma tekniginin kombinasyonu sonucudur. Bunlar, birinci boyutta
izoclektrik odaklama (IEF:yiike bagimli aywrma, pH gradienti) ve ikinci boyutta ise Sodyum
Dodesil Silfat Poliakrilamit jel Elektroforezidir (SDS-PAGE; molekiiler kiitleye bagimh
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). Her bir teknik kendi bagina 100 bilesigi ayirma kapasitesine sahipken birlestiklerinde
teorik olarak 10* polipeptittir. Ancak; Omek hazirlama, dedeksiyon metodunun
i, deneyim gibi faktorlerle smirlandiginda, IPG ve bityiik formattaki iki boyutlu jellerin
nymi ile 10000’e kadar farkli spot ¢ikaran bazi aragtirmacilarin oldugu bilinmektedir

11.5,1.0rnek Hazirlama

Omek hazirlama, doku veya kan gibi biyolojik 6meklerden proteinlerin iyl bir sekilde
niirlegtirilmesi ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesinde en énemli adimdir. Proteinler
unduklar1 ortamlarda homojen degillerdir; ayrica, yaygin molekiiler kiitle, izoelektrik nokta,
irliik gibi farkl biyofiziksel ve kimyasal dzelliklere sahip olduklarindan ¢6ziiniirlestirilme
sinin optimize edilmesi 6nemlidir (HERBERT, 1999). Bu nedenle tiim protein simiflar: i¢in
bir hazirhk ¢6zeltisi  yoktur. Ornek hazithgi, protein/protein, protein/lipid ve
protein/niikleotid arasindaki karsilikli etkilesimlerin kesilmesi amaci ile ¢Oziniirlestirme,
denatlirasyon ve indirgeme asamalarim gerektirir. Genelde hiicre ve doku 6rnekleri; sivi azotta
dondurularak 6giitme, sonikasyon veya homojenizasyon gibi farkl tekniklerle pargalanir. Daha
sonra genelde lre, ditiothretiol (DTT), 3-[(3-kolamidopropil) dimetilamonyum]-1-propan
stilfonat (CHAPS), amfolit pH 3-10 ve proteaz inhibitér iceren bir tampon sistemi ile
gbztiniirlestirilir. Calistlacak drnege gore tampon sisteminde yer alan kimyasallarin molaritesi,
ylizdesi veya igerigi degisebilir.

Protein kopleksinin tam olarak ¢oziiniirlesmesi icin inter ve intra disiilfit baglarinin
tamamen indirgenmesi gerekir. Bu amagla genellikle serbest tiol grubu igeren B-merkaptoetanol
veya DTT kullamlir (RABILLOUD, 1996). Bununla birlikte DTT, yikii dolayist ile baz
proteinlerle etkilesime girerek ¢oziiniirlestirmede kayiplara neden olur. Bu nedenle yiiksiiz olan

tributilfosfin (TBP) DTT yerine kullanilabilir (HERBERT, 1998).

IL5.2. Proteinlerin Ayirinm

Omek hazirlama basamagindan sonra proteinlerin ayrilmasi gergeklestirilir. Proteinlerin
kompleks karigimlarinin ayrilmasinda en ¢ok kullanilan metod 2D-PAGE’dir (RABILLOUD,
1996; GORG ve dig., 2004). Bu teknik birinci boyutta yiike bagimli bir ayirma yontemi olan
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izoelektrik odaklama (IEF) ile ikinci yénde SDS varhiginda molekiiler kiitleye gére ayirim yapan
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit jel Elektroforezinin (SDS-PAGE) birlesimidir.

[zoelektrik odaklama proteinlerin siirekli bir pH gradientinde izoelektrik noktalarma gore
fraksiyonlanmasi temeline dayanir. Giinlimiizde ticari olarak immobilize pH garadient (IPG)
jellerin kullanimi yaygindir. pH gradienti, poliakrilalhit matriks fiberlerine kopolimerizasyon ile
olusturulur. Bu islem “immobilin” adi verilen bir seri zayif asit ve bazin tathpon olarak
kullanilmas: ile gergeklestirilir. IPG’lerin kullamlmasi yiiksek rezoliisyon, tekrarlanabilirlik ve
fazla miktarlarda proteinlerin uygulanmasi agisindan 6nemlidir. Immobilize pH gradient stripleri
farkli pH araliklarinda ticari olarak temin edilebilmektedir;

IPG striplerine 6mek yiiklendikten sonra elektrik akumi verildigide proteinler yiiklerine

gore, net yiiklerinin sifir oldugu pH degerine (pI) kadar gé¢ ederler ve bu noktada hareketsiz
kalarak dar bir noktada odaklamirlar.

IPG striplerinde odaklanmis olan proteinler daha sonra 2D-PAGE ile molekiil agirhklarina
gore ayrilirlar. Elektroforetik aymma sadece etkin molekiiler kiitleye baghdir ve jeldeki
molekiiler elek dogrultusunda aynlma gergeklesir. Kullamilan poliakrilamit jel konsantrasyonu

etkin ayrilmay saglar. IEF sonras elde edilen jel, ayirma jeli iizerine agaroz ile yapistirlir.

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE

Sekil I1.1 2D-PAGE Tekniginin Sematik Gésterimi
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IL.5.3. Protein Goriintiileme Yontemleri

Protein spotlanmin gbriiniir hale gelmesi igin protein boyama yontemleri kullanilir.
Bunlardan en eski ve en yaygm olarak kullanilani Coomassie Brillant Blue R250 veya G250
boyalaridir. Bu boyalar sirast ile 100 ng ve 50-100 ng proteini belirleyebilirler ve bu boyalar

analizin diger asamalarmdaki kiitle spektrometresi cihazlari ile uyum igindedirler.

11.5.4. 2D-PAGE Jellerin Degerlendirilmesi

Elde edilen jel gorintiileri komplike bilgisayar sistemleri ve yazilimlar kullanilarak
istatistiksel olarak analiz edilirler. Bu amagla PDQuest ve Imagemaster gibi yazimlar en yaygin
olarak kullanilmaktadir. 2D-PAGE jellerde analizler ile belirlenen ve karakterize edilen
proteinlerin ¢ok biiyiik bir gogunlugu 2D elektroforez databanklarinda depolanir ve yilda bir kez
“Electrophoresis” dergisinde yaynlamr. Bunlardan bazilari internet iizerinden temin edilebilir.

D-PAGE databank sistemlerinde en yaygmn kullanilan SWISS-2D PAGE’dir. Tum
internet adresleri iizerinden diger sistemlere ge¢ebilmek miimkiindiir. Ayrica izoelektrik nokta ve
molekiiler kiitlenin yani sira; aminoasit bilesenleri, post-translasyonel modifikasyonlar, protein
ve nikleotid dizi analizleri, sekonder ve tersiyer yapilar, metabolik databanklar, enzim

databanklar gibi adreslere de ulagmak miimkiindiir (TELEFONCU ve dig., 2002).

11.5.5.Proteinlerin Tanimlanmasi

Dokudan hiicreye kadar biyolojik orijinli makromolekiillerin, MALDI-Tof (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Tonization time-of-flight) kiitle spektometresi ile ¢ok yonlii analizi
popliler hale gelmistir. Genis kiitle dagilim (1-300 kDa), yitksek dogruluk ve hassasiyette
Lompleks orneklerde  biyomolekillerin (peptit, protein, oligosakkarit, oligoniikleotid)
+inimlanmasinda umut verici bir metot olmaya baglamigtur.

1980°lerde Tanaka ve ekibi (TANAKA ve dig., 1988), Karas ve Hillenkamp (KARAS ve
1111, LENKAMP, 1988) tarafindan biyokimyasal analizlerde MALDI-Tof kiitle spektometresinin
; 151, incelemelerle kanitlanmustir. Alet 6zellikle 1991°den sonra ticari olarak gelistirilmeye
Janmustir (STULTS, 1995). Biyomolekiil caligmalarda MALDI-Tof kiitle spektometresinin
litik bir alet olarak kullamimi son 15 yildan beri gergeklestirilmektedir. Disiplin olarak

~roteomiksin bityiimesi, protein tammlanmasinda kullanilmasi ve hastalik biyobelirtegleri igin
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kuvvetli bir alet olarak analitik platformda umut verici potansiyele sahip olmasi dolayis ile kiitle
spektrometresi kullanimi, diger tekniklerle kargilagtinildiginda géreceli olarak yeni kullanilmaya
baglanmasina ragmen yaymlarda MALDI metodu ve uygulamalarinin kullanimi gok biiyiik bir
oranda artmigtir (BONK VE HUMENY,2001; HARVEY, 1996; ZALUZEC ve dig., 1995).

MALDI-Tof analizi ayni enerji ile uyarilan matriksle birlikte iyonlasmasindan sonra
farkl: kiitlelere sahip olmalar1 nedeni ile degisik zamanlarda dedektdre ulasma esasina dayanur.
Analiz6riin Tof olarak adlandirilmasinin nedeni, iyonlarin ucus zamanlarindan kiitlelerinin
hesaplanmasidir. Dedektére ulasma zamani iyonlarin kinetik enerjileri, yiikleri ve kiitlelerine
baglidir.

MALDI-Tof kiitle spektrometresi, total bir peptit kangimmdan peptit kiitlelerinin tayinine
olanak saglayan bir tekniktir. Bu metot proteomik ¢alismalar igin Snemli bir aragtir. Jel
spotlarinda, triptik veya diger proteolitik enzimlerle parcalama sonrasi elde edilen kiitleler,
protein veri tabanlarinda listelenen tiim proteinlerin teorik pargalarinin kiitleleri ile karsilastirilir
ve enzim igin triptik pargalama bélgeleri kullamilarak her bir protein igin degerler hesaplanir.
Triptik parcalama s6z konusu oldugunda, bilgisayar programi; tiim proteinlerin her bir lizin ve
arjininden sonra gelen peptit bagim parcalara ayirarak, teorik kiitlelerini hesaplayabilmektedir.
Bu kiitlelerle uyum saglayan dogru proteinin bulunmasi, gerek kiitlelerle kiyaslama yolu ile
miimkiin olmaktadir. Fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon gibi modifikasyonlar da bilgisayar
arama programlarinin igerigine eklenebilir. Her bir protein karakteristik triptik peptit modellerine
sahiptir, olusan pargalarin kiitleleri, ana proteinin tanimlanmasinda kullanilabilr. Bu nedenle,

elde edilen kiitle verileri “kiitle parmak izi” olarak ifade edilir (TELEFONCU ve dig., 2002).
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Sekil I1.2 MALDI Kiitle Spektrometresi

IL.5.6.Proteom ve Uygulamalar:

Proteom teknolojisi, canh hayatim ilgilendiren her alan ve proseste uygulama alami
bulmaktadir. Genel hiicre biyolojisi, gen fonksiyonu, regiilasyon mekanizmalan, metabolik
yollar gibi, genel uygulamalarin yani sira tarimda; direnglik mekanizmalar (viral, bakteriyel,
fungal veya bocek), verimlilik ve kalitenin artirilmasi, patojen parazit etkilesimleri, ayrica alerji,
toksikoloji, yeni ilaglarin bulunmasi ve gelistirilmesi ve medikal uygulamalar bunlara drnek
olarak verilebilir.

Giiniimiizde 6zellikle ticari proteom firmalarinin da agirhik verdigi ana konular ise ilag
dizayn1 ve gelistirilmesi, tipta ise teshis ve tedaviye yénelik yapilan calismalardir.

Biyomedikal alanda viicut sivi émeklerinin orijinlerinin belirlenmesi, viicut sivi, hiicre
veya dokularda protein fenotip ve post-translasyonel modifikasyonlarinin belirlenmesi, hastaligin
profillendirilmesi ve protein ekspresyonu ve yeni hastalik spesifik proteinlerin tespiti temel
hedeflerdir.

Proteomiks teknigi bugiine kadar Parkinson, Alzheimer, Huntington, Down sendromu ve
kanser gibi pek gok hastalikta ve hastahk modelinde uygulanmistir. Kanser gibi hastaliklarin
molekiiler temelini anlamamizdaki biiyik ilerlemelere ragmen, hala hem hastalik

mekanizmalarim anlamada hem de erken teshis ve tedavi icin etkin stratejiler gelistirmede ¢ok
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hastalik arastirmalarinda diger
ntileridir (PETRICOIN ve dig.,
7D-PAGE teknigi kullamlarak

biiyiik bosluklar mevcuttur. Proteomikse olan ilginin nedeni
vaklasimlarin bazi sinirlamalarinin {istesinden gelebilecegi bekle
2002). DNA mikroarraylerinin kullanimindan 6nce losemiler

farkli alt tiplerine simiflandirlmistir (HANASH ve dig., 2002). Kalp yetmezliginin deneysel
modelleri ile insan materyalinde miyokardiyal proteinlerde degisikliklerin ortaya ¢iktigi

gosterilmistir. “Miyozin hafif zincir 27 gibi proteinlerin post—translasyonel modifikasyonlari

rapor edilmistir (VAN EYK, 2001). Proteomiks kanser aragtirmalarinda, ozellikle tiimoriin

gelismesi ve ilerlemesi ile ilgili ¢alismalarda da kullanilmaktadir. En 6nemli alanlardan biri de,

timdr biiylime ve gelismesi ile ilgili ana faktdrlerden biri olarak apoptotik mekanizmalarin

bozulmasi ileri siirtildiigli i¢in, apoptozis ¢alismalaridir (ROBAYA ve dig.,1994). Alzheimer

hastalikli (AD) post-mortem beyin proteinleri yasa bagimli olarak karsilastirmali proteom analizi

ile analizlenmis ve kontrol ve AD dokulari arasinda 37 farkli protein saptanmistir. Bu proteinler

karbohidrat metabolizmast, lipid transportu, stres cevabi gibi birkag fonksiyonel katagoride

toplanabilir. Ayrica, AD patojenezinde daha 6nceden belirlenen a-kristalin, stiperoksit dismutaz,

gliseraldehit-3-fosfat ~ dehidrojenaz  gibi ~ proteinler ~ bu calismada  tanimlanmistir

(SCHONBERGER ve dig., 2001). Diger bir calismada; Alzheimer hastalig1 olan 15 hastanin ve

norolojik hastaligi olmayan 15 hastanin post-mortem temporel korteks beyin dokularinda yapilan

calismalarda her iki grupta 700 ortak protein spotu saptanmigtir. Hastalikl ve saghkli protein

spotlarinin yogunluklari karsilastirildiginda 5 proteinde yogunluk artarken, 28 spotta yogunlugun

azaldig1 ve sadece 9 spotun hastalikli grupta oldugu belirlenmistir (TSUJI ve dig., 1999). Mesial

temporal lob epilepsilili (MTLE) ve saglikli hipokampiis bolgeleri ile yapilan ¢alismada

apoliprotein A-I olarak 2 protein spotu tamimlanmistir (YANG ve dig., 2005).

Kindling modeline gore epilepsi olusturulmus sigan beyinlerinde yapilan ¢alismada

mitokondrial sitokrom bcl kompleksinin bir bileseni olan Rieske demir-siilfiir proteinin farkl

modifikasyonlar: tanimlanmistir (JUNKER ve dig., 2005).

Kainik asit kullanilarak olusturulmus epilepsi modelinde sicanlar tzerinde yapilan bir

arastirmada kainik asit verilmis olan hayvanlarda iki proteinin seviyelerinde azalma oldugu ve

bir heparin-bagli proteinin miktarmin arttigi bulunmustur (KRAPFENBAUER ve dig., 2001).

2004 yihnda yapilan bir ¢alismada epileptik hastalarda insan serebral korteksinin

proteomik agidan incelenmesi gergeklestirilmis ve epilepsi patojenezi ile ilgili olabilecegi

diisiintilen 9 farklt proteinin miktarlarinda degisiklikler saptanmigtir. (EUN ve dig., 2004).
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II1.2. ARASTIRMA ARACLARI

II1.2.1.Arastirmada Kullanilan Cihazlar

SANTRIFUJ: Sigma 3K 30 Yiiksek Devirli,
Sogutmal1 (A.B.D.)
SANTRIFUJ ROTORU: Sigma 13131H (20000 RPM)
SPEKTROFOTOMETRE: Shimadzu UV 1601 (Japonya)
HASSAS TERAZI: Sartorious+ 0,0001
DERIN DONDURUCU: Vestel(0/-18 °C) ¢ekmeceli tip
| (Tiirkiye)
BUZDOLABI: Aygaz (Turkiye)
VORTEKS KARISTIRICI: Fisons Whirlimixer (Ingiltere)
HOMOJENIZATOR: Bath (Ingiltere)
DISTILE SU CIHAZI: Rios-DI UV Millipore
MANYETIK KARISTIRICI : Chiltren Isiticili HS 31 (Ingiltere)
ETUV : Genlab Midi/2/AL (0-100)
Ingiltere)
OTOMATIK PIPETLER: Gilson marka pipetler
20,200,1000,2,10,100pL’lik
pH METRE: HANNA HI 9024 (Romanya)
ORBITAL KARISTIRICL: (Almanya)
IEF ELEKTROFOREZ SISTEMI: Protean IEF Cell Bio-Rad (A.B.D.)
COKLU ELEKTROFOREZ TANKI: Protean II XL Multi-Cell Bio-Rad
A.B.D.)
ELEKTOFOREZ GUC KAYNAGI: Apelex PS 9009 TX (Fransa)
HP SCANJET SCANNER 4370
GORUNTULEME SISTEMI Molecular Imager GS-800 Calibrated
Densitometer Bio-Rad (A.B.D)
Micromass M@LDI-R (MALDI-TOF): Waters-Micromass (Ingiltere)
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I1L.2.2. Arastirmada Kullamlan Kimyasallar

Bio-Rad Firmasmdan Alinan Kimyasallar: ReadyStrip IPG strips (pH 3-10)17 cm, Bio-Lyte
3/10 Ampholite %40, ditiothretiol (DTT), Tributilfosfin (TBP), CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)
dimetilamonyum]-1-propan siilfonat, Iyodaasetamid, Ovalbumin, mineral yag, Quick Start-
Bradford Dye Reaktifi.

Sigma Firmasmdan Alman Kimyasallar: Adrinokortikotropik hormon (ACTH) clip 18-39,
Alkol Dehidrojenaz, Glufibrinopeptit B, Enolaz, Tripsin, Amonyum Bikarbonat, a-siyano-4
hidroksisinnamik asit, N,N,N',N'-tetramethylethylene diamine (TEMED).

Merck Firmasindan Alnan Kimyasallar: Asetonitril, Metanol, Asetik asit, Formik asit, Etanol,
Trifloroasetik asit (TFA), Formik asit, Amonyum peroksido stlfat(APS), Gliserin,
Sodyumdodesil siilfat(SDS), Tris.

Fluka Firmasindan Alinan Kimyasallar: Coomassie Brillant Blue G250, Akrilamid, N, N'
Metilen-bis-akrilamid.

Prona Firmasindan Aliman Kimyasallar: Agaroz

IL.3.YAPILAN CALISMALAR

I11.3.1. Ornek Hazirlama

Tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesinde en onemli adim olan 6rnek hazirhg Gorg ve
ckibine gdre (GORG ve dig., 2003) Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik
Farmakoloji A.B.D’da asagidaki sekilde yapildi:

1. Tablo III.1°de verilen GAERS ve kontrol (Wistar) gruplarindaki siganlar eterli ortamda

bekletililerek (2-4 dakika) bayiltildi.
Tablo I11.1 Calismada Kullanilan Hastalikh ve Saglikli Sigan Gruplari

GAERS & 7 aylik,277¢g 7 ayhik,295g 6 aylik,250g 6aylik,261g 6aylik,258¢g
(hastaliklgrubu | A2/2 A2/2 A2/2 Al/1 Al
Wistar & (Kontrol) | 6 ayhk,340g 6 aylik,296g 7 aylik,240¢g Taylik,245¢ Tayhk,280g

CGrubu

2. Bayilan sicanlar dekapite edilerek beyinleri 1-2 dakikada ¢ikarildi.
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I11.2.2. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Bio-Rad Firmasindan Alinan Kimyasallar: ReadyStrip IPG strips (pH 3-10)17 cm, Bio-Lyte
3/10 Ampholite %40, ditiothretiol (DTT),Tributilfosfin (TBP), CHAPS (3-[(3-kolamidopropil)
dimetilamonyum]-1-propan siilfonat, Iyodaasetamid, Ovalbumin, mineral yag, Quick Start-
Bradford Dye Reaktifi.

Sigma Firmasindan Alinan Kimyasallar: Adrinokortikotropik hormon (ACTH) clip 18-39,
Alkol Dehidrojenaz, Glufibrinopeptit B, Enolaz, Tripsin, Amonyum Bikarbonat, a-siyano-4
hidroksisinnamik asit, N,N,N',N'-tetramethylethylene diamine (TEMED).

Merck Firmasindan Alinan Kimyasallar: Asetonitril, Metanol, Asetik asit, Formik asit, Etanol,
Trifloroasetik asit (TFA), Formik asit, Amonyum peroksido stlfat(APS), Gliserin,
Sodyumdodesil stilfat(SDS), Tris.

Fluka Firmasindan Almnan Kimyasallar: Coomassie Brillant Blue G250, Akrilamid, N, N'
Metilen-bis-akrilamid.

Prona Firmasindan Alinan Kimyasallar: Agaroz

II1.3.YAPILAN CALISMALAR

I11.3.1. Ornek Hazirlama

Tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesinde en 6nemli adim olan 6rnek hazirhig Gorg ve
ekibine gdre (GORG ve dig., 2003) Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik
Farmakoloji A.B.D’da asagidaki sekilde yapildi:

1. Tablo Iil.1’de verilen GAERS ve kontrol (Wistar) gruplarindaki sicanlar eterli ortamda

bekletililerek (2-4 dakika) bayiltildi.
Tablo II1.1 Calismada Kullanilan Hastalikhi ve Saglikli Sican Gruplar

GAERS & 7 ayhk,277g 7 ayhk,295¢ 6 ayhk,250g 6aylik,261g 6aylik,258g
(hastalikli)grubu A2/2 A2/2 A2/2 Al/l Al

Wistar & (Kontrol) | 6 ayhk,340g 6 aylik,296¢g 7 ayhk,240g 7ayhik,245¢ Taylik,280¢g
Grubu

2. Bayilan siganlar dekapite edilerek beyinleri 1-2 dakikada ¢ikarildi.
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3. Hipokampiis, korteks ve talamus bolgeleri disekte edildi (3-5.5 dakika).

4. Beyin bolgelerinden ¢ikarilan bu bolgeler sivi azot ile dondurularak havanda 6giitiildil.

5. 500 pL liziz tamponunda (7 M iire, 2 M tioiire, %1(w/v) ASB-14 deterjani, 40 mM Tris
baz, 5 mM proteaz inhibitor, % 0.001 brom fenol blue) ¢oziiniirlestirildi ve sonike
edilerek (3x10 saniye) bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Bekleme siiresi sonunda drekler 16000 g’de 20 °C’de 20 dakika santrifiij edildi, siiziintii
alinarak 25 pL’lik hacimlere ayrilarak -20 °C’de saklandu.

I11.3.2. Bradford Metoduna Gore Protein Tayini

Omek protein miktar tayini Coomassie mavisi metoduna gore yapildi (BRADFORD,
1976).
1. 2 mg/mL ovalbumin stok ¢6zeltisi 0.1 mg/mL olacak sekilde seyreltilerek, standart olarak
kullamldi.
2. Standart ¢ozeltilerinden 20 ul (2pg/mL), 40 pL (4pg/mL),60 pL (6pg/mL), 80 uL (8
pg/mL) olacak sekilde alind1.
Orneklerden 2 pL alindi.

Standart ve 6rneklerin son hacmi distile su ile 800 puL’ye tamamlandi.

Referans olarak 800 pL distile su kullanildi.

AR A

Standart, 6rnek ve referans ¢ozeltilerine 200 pL Quick Start-Bradford Dye reaktifinden
konularak tiim tiipler vorteks ile iyice karistihdi.

7. 10 dakika sonra 595 nm’de absorbans 6l¢iimil yapildi.

111.3.3.1ki Boyutlu Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Calismada proteinlerin izoelektrik noktalarina gére ayrilmasi islemi, Bio-Rad firmasindan
temin edilen ReadyPrep 2D starter kit manuel kitap¢ifina uygun olarak yapildi (BIORAD).
Proteinlerin ikinci boyutta molekiil agirliklarina gore ayirimi ise Laemmli’nin gelistirdigi SDS-
PAGE sistemine gore yapi1ldi (LAEMMLI 1970).

Calismada izlenen yol asagidaki gibidir:
e Rehidrasyon basamagi 45 dakika

e [PG rehidrasyonu 11-16 saat




Izoelektrik Odaklama 7 saat
IPG striplerin dengelenmesi
SDS-PAGE 4.5-5.5 saat

Jellerin Boyanmasi 3 giin

I11.3.3.1. Orneklerin IPG stripine Yiiklenmesi

1.

8.
9.

25 pL’lik 6rneklerin protein miktarlarima gore; drnek tamponu ( 8 M iire, %2 CHAPS, 50
mM DTT, %0.2 (w/v) Bio-Lyte amfolit pH 3-10, eser miktarda brom fenol blue) ile
hacim 260 pL’ye tamamlandi.

Ornek pipet yardimi ile 6zel hazirlanmis ve on iki kanaldan olusan tablanin bir kanalina
dikkatlice yayildi.

-20 °C’de saklanan striplerden bir tanesi ¢ikarilarak 1-2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Stribin jel kismmnin {izerinde bulunan koruyucu bant ¢ikarildi.

Strip bir pens ile jel kismi Srnegin tizerine gelecek sekilde yayildi.

Tim jelin Ornek ile iyice temas etmesi ve hava kabarcigi kalmamasi icin pens jelin
lizerinde yavasca gezdirildi.

15 dakika beklemenin sonunda 6rnegin jel tarafindan iyice emilip emilmedigi kontrol
edildi. Gerekli durumda strip dikkatlice yerinden kaldirilarak tekrar 6mek iizerine
konuldu.

45 dakika sonunda jelin ememedigi eser miktardaki 6rnek bir pegete ile dikkatlice alind.

Bu iglem sonunda stribin tizeri 3 mL mineral yag1 ile kapatilarak hava ile temasi kesildi.

10. Tabla plastik kapak ile kapatild1 ve oda sicakliginda 11-16 saat boyunca bekletildi.

111.3.3.2. Izoelektrik Odaklama

1.

2

Odaklama tablasimin kanallarinin (12 adet) her iki ucunda bulunan elektrik akiminm
gegmesini saglayan tellerin {izerine, stribe yiiklenen drnek sayisina gére 2-3 pL distile su
ile 1slatilmig elektrot kagitlart konuldu. Elektrot kagitlar1 6rmegin diger amfoter olmayan
bilesenlerini ve tuzlarini tutarak daha iyi sonuglarin elde edilmesini saglar.

Tablada bulunan 6rek yiiklenen strip mineral yagindan bir pens ile ¢ikarildi ve stribin

ucundan 1-2 dakika tutularak yagin akmasi saglandi.
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3. Strip daha sonra odaklama tablasina + ve — uglarma gore jel kismi alta gelecek sekilde
konuldu.

4. Stribin tizerine 3 mL mineral yag konuldu. Odaklama tablasinin kapagi + ve — isaretlerine
dikkat edilerek kapatildi.

5. Odaklama tablasi Protean IEF hiicresine yerlestirildi.

6. Protean IEF hiicresinde odaklama islemi 3 basamakta Tablo I11.2°de verildigi sekilde
yapildr.

Sekil 111.2 Protean IEF Hiicresi

7. FElektroforez tamamlandiktan sonra strip odaklama tablasindan alindi ve temiz bir tablaya
jel kismu diste gelecek sekilde konuldu.
8. lkinci boyutta SDS-PAGE islemi yapilmadiginda tablanin kapag: kapatildi ve stre¢ film

ile iyice sanlarak strip -20 °C’de sakland1.

‘Tablo 111.2 izoelektrik Odaklama Islemi

! 17 cm Voltaj Zaman Volt-Saat Mod

‘ | Basamak 250 20 dakika | -meeememeees Lineer
. 2 Basamak 10000 25saat | eemeeemeee- Lineer
} 3 Basamak 10000 e 40000 V-saat Hizli

' lotal 7 saat ~50000 V-saat
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[11.3.3.3. SDS-PAGE

3a. Kullamilan Cozeltiler

3b.

1.

LI

APS (%10 w/v): Kag tane jel dokiilecekse ona gore her defasinda taze hazirlandi.

Agaroz ¢ozeltisi: % 0.5 agaroz, 192 mM glisin, % 0.1 SDS, 25 mM tris baz, eser miktarda
brom fenol blue bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra 50 mL’ye tamamlandi,
kaynatildiktan sonra 5 mL’lik hacimlerde +4°C’de sakland.

Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi: 29.2 ¢ akrilamid ve 0.9 g bisakrilamid distile su i¢inde
coziilerek hacmi 100 m1. ye tamamlandi ve +4°C’de saklandi.

1.5 M Tris-HCl ¢ozeltisi (pH 8.8): 18.15 g tris baz tartildi ve bir miktar distile suda
cozildiikten sonra pH’1 6 N HCl ile 8.8’e ayarland1 ve son hacmi 100 mL’ye tamamlandi
ve +4 °C’de saklandi.

SDS cozeltisi: 10 g SDS tartildi, bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra hacmi 100
ml. ye tamamlandi.

TEMED: Orjinal sisesinden kullamldi.

PAGE Tamponu: 3 g Tris baz, 15 g Glisin ve I ¢ SDS bir miktar distile suda ¢oziildiikten
sonra | L ye hacmi tamamland (her elektroforez isleminde taze hazirlands).

Dengeleme tamponu (6 M iire, %2 SDS, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, %20 gliserol): 9.08 ¢
Tris baz 35 mL distile suda ¢oziindii ve pH’1 6 N HCl ile 8.8’ getirildi. 36.03 ¢ Ure,2 g
SDS tartildi ve hazirlanan Tris ¢6zeltisinde ¢oziildii. Cozeltiye 20 mL Gliserol ilave edildi

ve son hacim100 mL’ye distile su ile tamamlandi.

Jel Kasetlerinin Hazirlanmast ve Jelin Dokiilmesi

icinde jelin polimerize olacagr kuru ve temiz cam levhalardan uzun olan (20x22.5c¢cm) en
alta ve levhanin her iki kenarina 0.8 cm eninde, 20 cm boyunda ve 1.5 mm kalinliginda
ara levha konuldu.

Bunlarin iizerine kisa levha (20x20cm) yerlestirildi. Hizalama karti iki cam levhanm
arasma konuldu ve ara levhalar diizeltildi.

Ara levhalarin bulundugu yerlerden kiskagla tutturularak her iki cam levha birlestirildi ve

boylece jelin dokiilecegi kaset hazirland.



4. Hizalama karti aradan c¢ikanldi ve cam levhalar ile ara levhalarm ayni hizada olup
olmadiklari kontrol edildi.

5. Dokiim standi fizerinde bulunan vidalar agild1.

6. Kasetin konulacagi bdlmeye énce plastik pet yerlestirildi ve iizerine hazirlanan kaset
konuldu.

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

Tablo 111.3 Jel Kompozisyonu

65 mL %12.5 ’lik Jel Kompozisyonu
Akrilamid/Bisakrilamaid 26 mL
Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 16.25 mL
SDS %10 (w/v) 650 pL
Distile su 21,64 mL
APS %10 (w/v) 350 uL
TEMED 70 pL

8. Tablo [11.3°e gore hazirlanan ¢ozelti jel kasetinin igine bir huni yardim ile dokiildi ve

hemen arkasindan 2D taragi takildi. Jelin polimerlesmesi igin bir saat kadar beklendi.

3¢. IPG Jellerin Dengelenmesi

1. -20 °C’de saklanan 6rnek iceren stribin mat beyaz rengi seffaf olana ve baslangigta stribin
icinde olan iire ¢bziinene kadar oda sicakliginda bekletildi.

2. Bekleme sonunda jel kism iiste bakan stribin iizerine dengeleme I tamponundan (6 M
iire, %2 SDS, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, %20 gliserol, %2 DTT(w/v)) 5 mL konuldu ve
orbital kanstiricida 10 dakika bekletildi.

3. 10 dakika sonunda jelin iizerindeki dengeleme I tamponu dokiildii. Daha sonra jelin
iizerine dengeleme II tamponundan (6 M iire, %2 SDS, 0375 M Tris-HCI pH 8.8, %20
gliserol, %2.5 iyodaasetamid (w/v)) 5 mL konuldu ve 10 dakika orbital kangtiricida
bekletildi.

4. Islem sonunda dengeleme II tamponu dokiildi.
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3d SDS PAGE iglemi

oA RN

10.

11

100 mL’lik bir meziire PAGE tamponu konuldu. Meziirtin tizerindeki kopiikler whatman
kagidi ile alindi.

Strip bir pensle tutulup meziirdeki PAGE tamponuna birkag defa batirilarak iyice islatildi.
Daha sonra jelin slaklig dikkatlice whatman kagidi ile alind1.

Jelin polimerlesmesinden sonra 2D tarafi jelin iist kismindan gikarildi.

Taragin ¢iktig1 yerin {lizerine (ancak jelin igine girmeyecek sekilde) stribin jel yiizli bize
bakacak sekilde yatirildu.

Agaroz  gozeltisi 1sitict {izerinde kaynayana kadar 1sitildi. 2D taraginin ciktify yere
poliakrilamid jelinin iizerine sicak agaroz gozeltisinden konuldu.

Bir dakikalik beklemeden sonra strip whatman kagidi ile heniiz donmamis olan agarozun
icinden poliakrilamid jelinin tizerine dogru itildi.

Merkezi sofutma initesinin her iki tarafimn st kisminda bulunan kisma lastik seritler
PAGE tamponunda 1slatildiktan sonra iyice oturtuldu.

Agarozun donmasindan sonra jel kaseti 6rnegin oldugu taraf lastik seritlerin oldugu tarafa
gelecek sekilde merkezi sogutma {initesine takild.

Merkezi sogutma initesinin her iki y6niine birer jel kaseti takilabilir. 6’l1 sistemde bu
tiniteden 3 adet vardir ve dolayisi ile 6 jel ayni anda yliriitiilebilir.

Jel basma ilk yarim saat 20 mA ve sonrasinda 30 mA akim verilerek Srnegin ikinci

boyutta yiiriimesi sagland1. Islem yaklagik 4.5-5.5 saat stirdii.

Sekil 111.3 SDS PA E’in Yapildigi Elektroforez Tanki
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111.3.3.4. Jellerin Kolloidal Coomassie ile Boyanmasl

Neuhoff ve ekibinin (NEUHOFF ve dig., 1990) kullandign yonteme gore jeller kolloidal

coomassie ile boyandi.

4a. Kullamlan Cozeltiler

Fiksasyon Cozeltisi (%o 50 metanol,%10 asetik asit): 500 mL matanol iizerine 100 mL asetik asit
konuldu ve son hacim 1 L’ye distile su ile tamamlandu.

Boya Cozeltisi (taze hazirlanir ve bir kullammliktir) = 85 g Amonyum siilfat 330 mL distile suda
¢oziildii ve 1 saat boyunca manyetik kanstiricida karistirildi. 0.325 g Coomassie G-250 tizerine
170 mL metanol konuldu ve iyice karistirilarak boyanimn ¢dziilmesi saglandi. Metanol-boya
karisimma 15 mL fosforik asit konuldu ve 1 saat manyetik kanstircida karistirldi. Metanol-
boya-fosforik asit karigimina amonyum siilfat ¢ozeltisi yavas yavag ilave edildi ve bu arada
¢ozelti stirekli olarak manyetik karistincida karistirildi. Amonyum siilfat ¢6zeltiye tamamen

eklendikten sonra ¢ozelti 1 saat daha manyetik karistiricida karistirildi.

Tablo 111.4 Boya Cozeltisini Olugturan Bilegenler

Kimyasal Son Konsantrasyon Miktar

Amonyum siilfat % 17 85¢g

Coomassie G-250 % 0.065 0325¢g

Distile Su . 330 mL

Fosforik asit % 3 15 mL

Metanol %34 170 mL
Bn bacim | 500 mL

Boya Ctkarma Cozeltisi (%10 Asetik asit): 100 mL asetik asit ¢ozeltisi alindt ve hacmi distile su
ile 1 L’ye tamamiand1.
4b. Boyama Islemi

1. Elektroforez igleminin sonunda jel kasetleri ¢ikarildu
2. Cam levhalan tutan kiskaglar agildi.

3. iki cam levha arasindaki ara Jevhalar gikarildi.
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4. Cam levhalar yikandiktan sonra plastik bir spatula yardimi ile iki cam levhanin
birbirinden ayrilmasi sagland.

5. Poliakrilamid jel, jel tutucusu ile cam levhanin lizerinden alind.

6. Saklama kabina %50 metanol ve %10 asetik asit igeren fiksasyon ¢dzeltisi konuldu ve jel
bu ¢dzeltinin igine birakildi. Jel bir gece fiksasyon ¢ozeltisinde bekletildi.

7. Ertesi giiniin sabahi fiksasyon ¢ozeltisi bosaltildi ve taze hazirlanan boya ¢dzeltisinden
350 mL jelin iizerine dokiildii ve orbital karistirict {izerine konuldu.

8. Jel boya ¢ozeltisinde 3 giin boyunca orbital karistiricida bekletildi.

9. Boyama isleminden sonra boya gozeltisi dokiildii ve jelin iizerine boya ¢ikarma
cozeltisinden konuldu ve belirli araliklarla ¢ozelti yenilendi.

10. Boya ¢ikarma islemi 2 giin siirdil.

11. Jellerin goriintiileri, HP marka 4370 model scanjet tarayici ile 300 dpi ¢oziintrlitkte tiff
formatinda alindi. Ayrica Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimii’de bulunan GS 800 jel goriintilleme sistemi kullanilarak da jellerin
goriintiileri alindi.

12. Jeller kilitli posetlerde %10’ luk asetik asit iginde +4 °C’de sakland.

I11.3.4. MALDI-Tof

Kiitle Spektrometresi ile proteinlerin tanimlanmast islemi Onder ve ekibine gore (ONDER
ve dig., 2006), Marmara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi biinyesinde bulunan MALDI-Tof
cihazi kullanilarak yapildi.

111.3.4.1. Kiitle spektrometresi i¢in 6rnek hazirlig:

4a Kullamlan Cozeltiler

100 mM Amonyum bikarbonat (NH{HCO3): 0.07906 g NH,HCO; tartildi ve bir miktar distile
suda ¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamléndl.

20 mM Amonyum bikarbonat/Asetonitril (50:50 v/v): 0.1581 g NH4HCO; tartilidi ve 50 mL
CH;CN+50 mL distile su karigiminda ¢oziilerek hacmi hazirlanan asetonitril ¢ozeltisi ile 100

mL’ye tamamlandi
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50 mM Amonyum bikarbonat (NHsHCOs3): 0.3953 ¢ NH;HCO; tartildi ve bir miktar distile suda
¢oziilerek hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Tripsin ¢ozeltisi (taze hazirlanir): 0.0015 g tripsin tartildi ve 50 mM 250 mL NH/HCO; ile
¢oziildii.

%1 Formik asit (HCOOH) %2 Asetonitril (CH;CN): 1 mL HCOOH ve 2 mL CH;CN otomatik
pipet ile alindi ve hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamland:.

% 0.025 a-siyano-4-hidroksisinnnamik asit: 0.0025 g a-siyano-4-hidroksisinnnamik asit tartildi
ve 5 mL asetonitril+5 mL etanol+100 pl. TFA (50:50 (v/v) CH3;CN/etanol, % 0.1 TFA)
¢ozeltisinde ¢ozilldii ve hacmi hazirlanan bu ¢dzelti ile 10 mL’ye tamamland.

25 fmol Adrenokortikotropik hormone 18-39 (ACTH):1 mg ACTH, 6.5 mL etanol+3.5 mL
CH;CN+30 puL. TFA (%65 etanol, %35 CH3CN,%0.3 TFA) igeren 10 mL ¢dzeltide ¢oziildi. Bu
¢ozeltiden 1 pL alind1 ve hacmi 16.233 pL’ye tamamlands.

25 fmol Alkol Dehidrojenaz: 1 mg ADH, 6.5 mL etanol+3.5 mL CH3;CN+30 pL. TFA (%65
etanol, %35 CH3;CN,%0.3 TFA) iceren 10 mL ¢dzeltide ¢oziildii. Bu ¢dzeltiden 1 pL almdi ve
hacmi 16.233 uL’ye tamamlandi.

25 fmol Glufibrinopeptit B: 1 mg Glufibrinopeptit B, 6.5 mL etanol+3.5 mL CH3;CN+30 pl. TFA
(%65 etanol, %35 CH3CN,%0.3 TFA) igeren 10 mL ¢dzeltide ¢oziildii. Bu gézeltiden 1 uL alindi
ve hacmi 16.233 pl’ye tamamlandi.

25 fmol Enolaz: 1 mg Enolaz, 6.5 mL etanol+3.5 mL CH3CN+30 pL TFA (%65 etanol, %35
CH;CN,%0.3 TFA) igeren 10 mL ¢ozeltide ¢oziildi. Bu ¢ozeltiden 1 pL alindr ve hacmi 16.233

pL’ye tamamlandi.

4b. Protein spotlarimn boyasimn ¢ikarilmasi

1. Jel analizi Bio-Rad firmasindan temin edilen PDQuest iki boyutlu jel analiz software
programinin bir aylik deneme versiyonu ile yapildi.

2. GAERS grubundaki her sigan grubundan elde edilen jeller kendi iglerinde ve birlikte
olarak analiz edildi. Ayni islem kontrol grubu i¢in de yapildi.

3. Elde edilen jel goriintiilerinden ve verilerden yararlanilarak hastalikli ve saglikli grup
jelleri kendi aralarinda hem otomatik hem de manuel olarak incelendi.

4. Analiz sonunda hastalikli ve saglikli grupta var olan ve/veya yok olan ya da spot

yogunluklarina gore farlihik gosteren protein spotlan segildi.
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9.

Segilen protein spotlari manuel olarak lansetle kesilerek ¢ikarildi ve ependorf tiiplere
konuldu.

Protein spotlart 300 pL. 100 mM NH4HCO; ile 15 dakika boyunca yikand:.

Yikama isleminden sonra siiziintii atild1.

Daha sonra, 300 pL. 20 mM NH;HCOs/CH;CN (50:50 v/v) ¢ozeltisi ile spotlarin boyalar
¢ikana kadar yikandi. Bu arada her 15 dakikada siiziintii dokiilerek ¢ozelti yenilendi. Bu
islem yaklasik 7-8 saat siirdii.

Spotlarin boyalari tamamen gidince siiziintii atild.

10. Protein spotlart 100 ul. CH3CN ile 5 dakika siire ile yikandi.

11. islem sonunda siiziintii atild.

12. Protein spotlarinin tamamen kurumasi i¢in yaklasik 5 dakika kadar acik havada bekletildi.

4c. Protein spotlarimn triptik par¢alanmast

1.

50 mM NH;HCO;3 i¢inde hazirlanan ve pL’sinde 6 ng tripsin olan ¢dzeltiden her protein
spot Ornegine 25 plL eklendi.

2. Cozelti jel pargasimi Ortmedigi durumlarda tripsin igermeyen 50 mM NH,HCO;
¢Ozeltisinden bir miktar daha eklendi.

3. Daha sonra 6rnekler 37 °C’de gece boyunca bekletildi.

4. Ertesi giin % 1 HCOOH ve % 2 CH;CN igeren ¢6zeltiden 30 ul eklendi ve 30 dakika
boyunca 6rnek oda sicaklhiginda vorteks ile karistirildi.

5. Islem sonunda 6rnekler 25000 g’de santrifiijlendi.

6. Santriftij isleminden sonra siiziintii alindi ve 5 pl’lik hacimlere ayrilarak MALDI
islemine kadar -20 °C’de sakland.

5d Ornek Uygulamas:

Ornek ve matriks (% 0.025 o-siyano-4-hidroksisinnnamik asit) (1:1) karistirildi.
Adrinokortikotropik hormon (ACTH) clip 18-39, Alkol Dehidrojenaz, Glufibrinopeptit B ve

Enolaz standart proteinleri matriks ile ayr ayr1 (1:1) karigtirildi. Matriks ile karistirilan 6rnek ve

standart proteinler ¢elik hedefte bulunan kuyucuklara tatbik edildi. Ornek ve standartlarin

uygulandi@i ¢elik hedef vakum haznesine konuldu. Once standartlarla alet kalibre edildi. Daha

sonra ornekler analizlendi.
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BOLUM IV

BULGULAR

IV.1. PROTEIN MIKTARLARI

GAERS (hastaliklr) ve kontrol(Wistar) siganlarma ait beyinlerin hipokampiis, korteks ve
talamus bélgelerine ait proteinler Boliim I11.3.1°de anlatildig sekilde hazirlandi. Bolim 111.3.2°de
verilen Bradford yontemine gére protein standart egrisi hazirlandi. Grafik IV.1’deki protein
standart egrisi kullanilarak hesaplanan, GAERS ve kontrol grubu hipokampiis, korteks ve
talamus bolgelerine ait yaklasik protein miktarlart Tablo IV.1°de verildi. Ayrica Tablo IV.1°de
GAERS sicanlarinin yaslari, agirliklan ve hangi aileden geldikleri; yine kontrol grubu si¢anlarin

yaslari ve agirhklan da bu tabloda verildi.

0,3
= 0,0232x + 0,0
0,25 - y O,2 32x + 0,056
R< = 0,9977

0,2 -

0,15 +

0,1 -

0,05 -

0 T T T T
0 2 4 6 8 10
pg/mL J

Grafik IV.1. Ovalbumin kullanilarak hazirlanan Bradford protein standart egrisi
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Tablo IV.1. GAERS ve Kontrol Grubu Sigan Beyinlerinden Elde Edilen Hipokampis, Korteks ve Talamus

Bolgelerine Ait Protein Konsantrasyonlan

GAERS & grubu 7 ayhik,277¢g 7 aylik,295¢g 6 aylik,250g 6aylik,261g 6aylik,258¢
(Hastalikl) A2/2 (1) A2/2(2) A2/2 (3) Al/1(4) Al/1(5)

Hipokampiis 10.7 mg/mL 11.6 mg/mL 9.6 mg/mL 10.3 mg/mL 10.1 mg/mL
Korteks 10.3 mg/mL 10.7 mg/mL 10.4 mg/mL 11.1 mg/mL 10.3 mg/mL
Talamus 9.8 mg/mL 11.2 mg/mL 10.6 mg/mL 9.7 mg/mL 10.6 mg/mL
Wistar & Grubu 6 aylik,340¢g 6 aylik,296¢g 7 aylik.240g Taylhk,245¢g 7aylik.280g

(Kontrol)

Hipokampiis 11.9 mg/mL 10.3 mg/mL
Korteks 11.4 mg/mL 10.7 mg/mL
Talamus 11.2 mg/mL 10.6 mg/mlL

8.5 mg/mL

9.8 mg/mL

"1 9.6 mg/mL

9.2 mg/mL

11.1 mg/mL

MT(-)ggmg/mL

9.8 mg/mL

10.4 mg/mL

1V.2. iKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZ (2D-PAGE)
SONUCLARI

Boliim 111.3.3°te anlatildigr sekilde 2D-PAGE islemi yapildt. Boliim 111.3.3.4°te verilen
kolloidal Coomassie boyama yontemine gore jeller boyandi. Hem GAERS hem de kontrol
gruplara ait her bir 8mek i¢in kendi i¢lerinde tekrarlanabilir sonuclar elde edilene kadar 2D-
PAGE islemi tekrar edildi.

Calismada kullanilan GAERS (n=5) ve kontrol (n=5) grubu hipokampiis, korteks ve
talamus bolgelerine ait 2D-PAGE sonuglart Sekil TV.1, Sekil IV.2, Sekil V.3, Sekil 1V.4, Sekil
IV.5, Sekil 1V.6°da verildi.
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Sekil IV.1 GAERS Hipokampiis Bolgelerine Ait 2D-PAGE Sonuglari (A=HG1, B=HG2,C=HG3, D=HG4, E=HG5 )
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Sekil IV.2 Kontrol Hipokampiis Bolgelerine Ait 2D-PAGE Sonuglan (A=HK 1, B=HK?2, C=HK3, D=HK4, E=HK35)
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Sekil IV.2 Kontrol Hipokampiis Bslgelerine Ait 2D-PAGE Sonuglar1 (A=HK1, B=HK2, C=HK3, D=HK4, E=HK5)
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E
Sekil 1V.3 GAERS Korteks Balgelerine Ait 2D-PAGE Sonuglan (A=KG1, B=KG2,C=KG3, D=KG4, E=KGS5 )
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Sekil IV.5 GAERS Talamus Bblgelerine Ait 2D-PAGE Sonuglart (A=TG1, B=TG2,C=TG3, D=TG4, E=TG5 )
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Sekil V.6 Kontrol Talamus Bolgelerine Ait 2D-PAGE Sonuglari (A=TK 1, B=TK2,C=TK3, D=TK4, E=TK5)
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IV.3. 2D-PAGE ANALIZ SONUCLARI

2D-PAGE sonunda elde edilen jeller PDQuest 8.0.1 iki boyutlu jel analiz software programi
ile hem otomatik hem de manuel olarak incelendi. Inceleme sonunda kendi iglerinde uyumlu
olduklan ve dolayisi ile tekrarlanabilir sonuglarin elde edildigi tespit edildi.

Kollaidal Coomassie boyasi ile boyanan jeller PDQuest programi igindeki renk
segeneklerinden biri olan gri formatinda kaydedildi. Bu sekilde kaydedilen jeller tizerinde
inceleme yapildi. GAERS ve kontrol gruplarina ait jellerde yaklagik 1500 kadar spot tespit edildi.
Protein spot sayist PDQuest iki boyutlu jel analiz software programinin jel inceleme 6zellikleri
hassaslastirildiginda yaklasik 1800 civarina ¢ikti. Spot sayisindaki bu artis jel {izerinde bulunan
ve konsantrasyonlar ¢ok diisiik olan protein spotlarinin software programi ile goriilebilir hale
getirilmesinden 6tiiriidiir. Ayrica protein spotlanindaki farkliliklarin daha iyi goriilebilmesi i¢in,
yine programin i¢inde yer alan renk segeneklerinden biri olan, false formati kullanilarak inceleme
yapildi.

IV.3.1. Hipokampiis Bolgesindeki Farkhliklar
Sekil.IV.7 A GAERS grubuna ait jellerde olup kontrol grubunda olmayan protein spotunu

gostermektedir. Okla isaretlenen proteinin yaklagik molekiil agirligi 18 kDa ve izoelektrik noktast

A
Sekil.IV.7 GAERS ve Kontrol Gruplarina Ait 2D-PAGE Jellerinin Karstlastiriimast ; A. GAERS, B. Kontrol

Sekil.IV.8 A’da ise kontrol hipokampiis bélgesine ait jellerde olup GAERS grubu jellerde
olmayan protein spotu gdsterilmektedir. Bu proteinin yaklasik molekiil agirligi 13 kDa ve

1zoelektrik noktast 7.6 dir.
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Sekil.IV.10 A’da GAERS grubunda kontrol grubuna gore ekspresyonu artmis olan bir

protein spotu gosterilmektedir. Okla isaretlenen proteinin yaklagik molekiil agirhg 30 kDa ve

B

izoelektrik noktas: 7°dir.

Sekil.IV.10 GAERS ve Kontrol Gruplarina Ait 2D-PAGE Jellerin Kargilastirtimasi; A.GAERS, B. Kontrol

1V.3.3. Talamus Bolgesindeki Farkliliklar
Kontrol ve GAERS grubu talamus bolgelerine ait jeller karsilastirildiginda, GAERS
grubunda ekspresyonu artmig olan bir protein spotu tespit edilmistir. Sekil.IV.11 A’da okla

isaretlenen proteinin yaklagik molekiil agirhgr 13 kDa ve izoelektrik noktas1 7°dir.

A B
Sekil.IV.11 GAERS ve Kontrol Gruplarina Ait 2D-PAGE Jellerin Karsilagtiriimasi; A.GAERS, B.Kontrol
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Sekil.IV.12 A’da kontrol grubu ile karsilastinldiginda GAERS grubunda ekspresyonu
artmis olan bir protein spotu gosterilmektedir. Okla isaretlenen proteinin yaklasik molekiil

agirhigr 13 kDa ve izoelektrik noktas: 7.6°dur.

A B
SekiL.IV.12 GAERS ve Kontrol Gruplarina Ait 2D-PAGE Jellerin Karsilagtiriimast; A.GAERS, B.Kontrol

IV.3.MALDI-Tof SONUCLARI

GAERS ve kontrol gruplarma ait 2D-PAGE sonuglart PDQuest iki boyutlu jel analiz
software programi ile incelendikten sonra farkhihk gdsteren Sekil.IV.7, Sekil.IV.8, Sekil.IV.9,
Sekil.IV.10, Sekil.IV.11, SekilIV.12’de verilen protein spotlari kesildi. Kiitle spektrometre
analizi i¢in 6rnekler Boliim 111.4°te anlatildig: sekilde hazirlandi. MALDI-Tof cihazi kullanilarak
protein drneklerinin analizi yapildr.

Bu proteinlerin ne olduklarina dair aragtirma www.mascotscience.com adresinde yapildi.

Sonuglar Tablo 1V.2’de verilmistir.
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Tablo IV.2. Hipokampiis, Korteks ve Talamus bolgelerine ait farklilik gdsteren protein spotlarmim MALDI analiz

sonuglan
Protein Kiitlesi | Izoelektrik | Ulasim Mascot | Kiitle  Geri
Spot Protein adi (kDa) | Noktasi Numarasi Skoru | kazanmmi
No (Yocoverage)
H1 Neuron-specific protein family member 1 20.9 5.97 NSG1_RAT |22 30
[Rattus norvegicus]

H2 hCG2007412 [Homo sapiens] 15.5 7.08 gi{119630098 | 43 34

K1 rCG45919 [Rattus norvegicus] 13.5 511 gi/149039121 | 36 44

K2 syndecan binding protein [Rattus norvegicus] 32.4 7.05 2i/14010891 |52 41

T1 Ig gamma-chain V-region [Mus musculus] 11.0 6.78 2i|194629 67 65

T2 hypothetical protein [Rattus norvegicus] 10.1 8.34 211109498152 | 38 47
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BOLUM V

TARTISMA/SONUC

Bir doku veya organ tarafindan ifade edilen proteinlerin tiimii anlamina gelen proteom ve
bu proteinlerin incelenmesi anlamina gelen proteomiks, canli hayatini ilgilendiren her alan ve
proseste uygulama alani bulmaktadir. Gen degisiklikleri ve anormal gen ekspresyonlari, hastalik
sonucu olusan protein modifikasyonlarinin belirlenmesinde proteomik metodu oldukea
duyarlidir.

Toplumun her kesiminde goriilebilen ve kronik bir bozukluk olan epilepsi, beyindeki
néronlarin anormal aktivasyonu sonucu olusan, kronik ve tekrarlayan nobetler ile giden bir
bozukluktur. Bazi epilepsi tiirlerinde Na', K¥, Ca™ gibi iyon kanallarinda veya ndronal sinyal
iletiminden sorumlu genlerde farkhliklar saptanmakla beraber epilepsinin  molekiiler,
biyokimyasal ve farmakolojik temelleri tam olarak aydinlatilamamistir (EUN ve dig., 2004).

Epilepsi ile ilgili proteomik calismalar olduk¢a azdir. Bu konudaki arastirmalar da
genellikle temporal mesial lob epilepsili hastalar, kindling ve kainik asitle olusturulan epilepsili
sicanlarla yapilan ¢alismalardir.

Bu ¢alismada; GAERS (n=5) ve kontrol grubu (n=5) siganlarin hipokampis, korteks ve
talamus bolgelerinden elde edilen proteinler, iki boyutlu jel elektroforezi ile ayrilmustir.
Siganlarin bayiltilmasinda, beyinlerinin ¢ikarilmasinda ve hipokampils, korteks ve talamus
bolgelerinin kesilerek ayrilmasindaki gecikmeler, sonikasyon sartlari ve ¢oziiniirlegtirme
cozeltilerinin hazirlanmasindaki hatalar gibi nedenlerden 6tiirii sonuglar etkilenebilir (TSUII ve
dig., 1999). Caligmamizda bu noktalara ¢ok dikkat edilmis ve her hayvan kesiminde aym ¢alisma
sartlari saglanmgtir.

Yapilan aragtirmalara bakildiginda 6zellikle insanlarla yapilan cahigmalarda etik ve bilimsel
bazi sikintilar olmaktadir. Ozellikle kontrol grubunun saglanmast olduke¢a zordur. Genelde post-

mortem insanlar kontrol olarak kullamilmaktadir. Ancak bdyle durumlarda len insanin bagka
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hastaliginin olup olmadigi, yast, cinsiyeti, uyrugu, hangi sebepten oldiigii gibi ozelliklerin

calismada kullanilan hastahikli grupla uyumlu olmasi gerekmektedir (YANG ve dig., 2005). Bu
nedenlerden 6tiirii epilepsi mekanizmalarini ortaya koymak ve tedavisine 1sik tutmak amaci ile
kulllanilan deneysel modellerden biri olan Strasbourg-Genetik Absans Epilepsi (GAERS)
modelini kullandik. Hayvanlarla yapilan calismalarda yas ve cinsiyet de onemlidir. 13 ayhk
(geng) ve 31 aylk (yash) siganlarin bobregi ile yapilan bir ¢alismada incelenen 380 protein
spotundan 167’sinin farklihk gosterdigi tespit edilmistir (KIM ve dig., 2004). Boyle bir
farklihgin yasanmamasi iin ¢alismamizda 6 ila 7 aylik erkek siganlar kullanilmistir.

Hipokampiis Depaulis ve Van Luijtelaar’e gore absans epilepsi patogenezinde rol almadig
diisiiniilen 6nemli bir beyin bolgesidir (DEPAULIS ve VAN LUNTELAAR, 2006 b). Son
zamanlarda yapilan g¢aligmalarda absans epilepsili  hayvanlarin hipokampiis bélgelerinde
morfolojik degisiklikler saptanmistir (SIRVANCI ve dig., 2003). En gdze ¢arpan histopatolojik
degisikliklerin oldugu hipokampiis bdlgesinin hem insan hem de hayvan modellerinde nobetlerin
gelisiminde siddetle iligkisinin oldugu diisiiniilmektedir (JUNKER, 2005). insan (BRIERLY ve
GRAHAM, 1984; LEWIS, 1999; COHEN ve dig., 2002) ve siganlarda (ONODERA ve dig.,
1986) ndbet aktivitesinden sonra &zellikle hipoksi ile birlikte olan nbetlerde hipokampal
bolgenin CA1l alt iinitesinin gok etkilendigi belirtilmistir (MELDRUM ve dig., 1974; DAM,
1980).

Epilepsi ile hipokampiis bdlgesinin bir iliskisinin olabilecegini diisiinerek bu beyin
bolgesini galismamizda kullamlmigtir. Bu kamy: dogrulayacak calismalar da vardir. Ormek
verilecek olursa; bir epilepsi modeli olan kindling sicanlarinin  hipokampiis bdlgelerinde,
proteomik metodu ile mitokondriyel sitokrom bcl kompleksin kompenenti olan Rieske demir-
kiikiirt proteinlerinin modifiye degiskenlerinin izoelektrik noktalarimin daha alkali degerlere
dogru degistigi saptanmistir JUNKER ve dig., 2005). En sik rastlanan epilepsi formu olan mesial
temporal lob epilepsili (MTLE) hastalarin hipokampiis bbolgelerindeki hiicre iskeleti
proteinlerindeki anormal ekspresyonlar 2DE ve MALDI spektrometresi ile tammlanmugtic. 8
kontrol ve 8 MTLE’li hipokampiis bolgeleri ile yapilan calismada toplam 77 protein analiz
edilmistir. MTLE’de 18 proteinin farkhilik gosterdigi tespit edilmigtir (YANG ve dig., 2006},
Diger bir ¢ahsmada ise; MTLE’li 8 hastanin ameliyatla alinan hipokampils bilgelers galsthmigtir,
Kontrol olarak epilepsi hastast olmayan beyninde timor olan iki kisinin mmelivat siasinda

tiimarle birlikte ¢ikarilan hipokampiis bdlgesi ve 5 post-mortem beyin kullantbmegtr, bpileptib
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hipokampiis bolgesinde, kontrol grubuna gére hiicre yaslanmasi siiresince aspartil kalintilarinin
anormal birikmesi sonucu zarar goren proteinlerin tamirinde gorevli olan L-isoaspartil metil
transferaz (PIMT) aktivitesi ve ekspresyonunun %50 daha az oldugu bulunmustur. PIMT nin
mRNA  ekspresyonu degismemesine ragmen PIMT nin post-translasyonel modifikasyona
ugramasindan otiirli daha az olustugu saptanmistir. Dahasi epileptik hipokampiiste anormal
aspartil kalintili birgok proteinin biriktigi de goriilmiistiir. Epileptik hipokampiiste mikrotiibiil
bileseni olan B-tubulinde iki kat daha fazla aspartil kalintisinin biriktigi belirlenmistir. MTLE’li
hastalarda tubulinin zarar gérmesi ile noronlar is géremez hale gelmektedir (LANTHIER ve dig.,
2002). Yang ve ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada ise; MTLE’li ve saghkli hipokampiis
bolgeleri ile yapilan ¢alismada apoliprotein A-I olarak 2 protein Spotu tanimlanmistir (YANG ve
dig., 2005).

Talamus, normal talamo-kortiko-talamik ritmik aktivitenin diizenlenmesinde ve noronal
osilasyonlarin saglanmasinda &nemli bir rol oynamaktadir. Bu yap1 serebral korteksin
uyarilabilirliginden ve uyanikligin kontroliinden sorumludur. Talamus noronlari, osilatuvar mod
ve tonik atesleme modu arasinda gegis yapabilme ozelligine sahiptirler. Boylece, talamus dig
¢evreden gelen uyarilarin kortekse ulasmasini denetlemektedir. Uyanikhk durumu, tonik atesleme
modundaki talamokortikal néronlarinin olusturdugu desenkronize EEG ile karakterizedir. Bu
durum, gevreden gelen uyanlarin talamus aracilign ile kortekse ulasmasmi saglamaktadir. Bu
tonik atesleme modu osilatuvar, ritmik, patlama moduna doniistiigiinde, talamusun eksitator post-
sinaptik potansiyel (EPSP) esigi yiikselmekte, kortekse ulasan sinyal iletimi azalmaktadir.
Bundan dolay1, uyaniklik hali kaybolmakta, EEG’de de bir senkronizasyon izlenmektedir. Bu
ritm degisikligi talamusun retikiiler cekirdegi (RtN) tarafindan saglanmaktadir. Bu durum,
RtN’nin  6zel konumu ile talamus ve korteksle olan baglantilarinin  yapisindan
kaynaklanmaktadir. Absans epilepsisi patogenezinde diken-dalga desarjlarin  primer
somatosensoriyel korteksin peri-oral bolgesinden (S1po) kaynak aldiga gosterilmistir. Bu ritmik
osilatuvar aktivitenin siirdiiriilmesinde ise, talamo-kortiko-talamik yolakta, talamus ve 6zellikle
de RtN’de gama-amino-biitirik asit (GABA) aracili inhibitér ndronal iletinin rol oynadigi
dugtiniilmektedir (DEPAULIS ve VAN LUIJTELEAAR, 2006).

Korteks ile sinirli sayida proteomik calisma yapilmistir. Bu ¢ahigsmalardan birinde Schlicht
ve arkadaglari, insanlar iizerinde postmortem prefrontal korteks dokularinda arastirma yapmis ve

hastalikh ve kontrol grubu arasinda yogunluklari farkli olan 5 protein spotu gozlemlemislerdir.
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Bunlardan {i¢ii hastalikli grupta olup MALDI-Tof analiz sonuglarina gore a- kristalin zincir B,
glial fibriiler asidik protein ve mangan siiperoksid dismutaz olduklari belirlenmistir. Bunlardan
birincisi diisiik molekiiler agirlikli 1si-sok proteini iken, ikincisi gliozisde astrositik aktivasyon
belirteci oldugu bilinmektedir. Ugiincii protein ise hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan bir
antioksidan enzimdir (SCHLICHT ve dig., 2007). Diger bir ¢alismada Eun ve arkadaslari,
epileptik hastalarin serebral kortekslerinde farhilik gosteren spotlardan birinin Mn-siiperoksid
dismutaz enzim aktivitesi gdsterdigini bulmuslardir (EUN ve dig., 2004).

Yapilan taramalarda epilepsi hastaliginda talamus bolgesine ait proteom ¢alismasi
bulunamamustir.

Calismamizda 2D-PAGE sonunda elde edilen jeller 8.0.1 versiyonlu PDQuest iki boyutlu
jel analiz programi ile hem otomatik hem de manuel olarak incelenmistir. inceleme sonunda
tekrarlanabilir sonuclarin elde edildigi tespit edilmistir. PDQuest data analiz programimin
kullanilmast sirasinda referans jel en az iki jelin karsilagtirimasi sonucu otomatik olarak
secilmektedir. PDQuest data analiz programi ile jeller dogru analiz edilmekte ve daha glivenilir
veriler alinabilmektedir. Bu programin kullanilmasi ile daha dogru sonuglar elde edilebilmektedir
(TSUJI ve dig., 1999).

Calismamizda GAERS grubu siganlarin hipokampiis bolgelerinde farklilik gosteren iki
protein spotu saptanmistir. Bu spotlardan birincisi sonuglarda H1 olarak verilmistir ve kontrol
grubunda bu proteinin olmadigi gézlemlenmistir (Sekil IV.7). Internet ortaminda yapilan tarama
sonucunda, bu proteinin Rattus norvegicus’da néron-spesifik protein aile liyesi 1 (beyin néron
sitoplazmik protein) olabilecegi saptanmistir (Mascot skoru 22, kiitle geri kazanimi %30)
Sutcliffe ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismaya gére, bu aileye ait proteinlerden biri tanimlanmis ve
norotransmitter baslaticilarindan biri olabilecegi bulunmustur. Ayrica bu proteinin serebellum,
hipokampiis, korteks ve diger beyin sapi hiicrelerinin iletisiminde yer alabilecegi 6ne siirlilmustiir
(SUTCLIFFE ve dig., 2004).

Hipokampiis bolgesinde saptanan diger protein spotu sonuglarda H2 olarak adlandirilmistir
ve bu proteinin GAERS grubunda olmadigi gézlemlenmistir (Sekil 1V.8). Yapilan tarama
sonucunda bu proteinin homo sapiens’de bulunan hCG2007412 proteini olabilecegi saptanmigtir

(Mascot skoru 43, kiitle geri kazanimi %34). Bu proteinin gen sekuansi ilk olarak Science
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dergisinde yaynlanan Insan genomu sekuansi makalesinde yer almistir. Ancak proteinin yapisi
ve gorevi ile ilgili herhangi bir yayin bulunmamaktadir (VENTER ve dig., 2001).

Calismada korteks bdlgesindeki iki proteinin ekspresyonunun GAERS grubunda kontrol
grubuna gore artmig oldugu bulunmustur. Bu proteinlerden biri sonuglarda K1 olarak
adlandinlmistir (Sekil 1V.9). Yapilan tarama sonucunda bu proteinin Rattus norvegicus’da
bulunan rCG45919 proteini olabilecegi saptanmistir (Mascot skoru 36, kiitle geri kazanimi %44).
[Ik olarak Florea ve arkadaslar tarafindan 2005 yilinda Norveg siganinda tamimlanmustir Yapisi
incelendiginde Gyp6 ve Gyp7 de bulunan yaygin domainlere sahip oldugu gﬁzlemlenmis,’bu
nedenle Rab-benzeri GTPazlar iizerinde GTP-aktivatér etkisi gosterebilecegi dﬁsﬁnﬁlniektedir.
(FLOREA ve dig., 2005) GTPazlar skaryotik hiicrelerde endositozda gorev alirlar. Yapilan
calismalar  sinaptik  vezikiillerin  endositozunun  azaltilmasmin  epilepsi  tedavisinde
kullanilabilecegini gostermektedir (http://www.biolink.org.au/library erisim
tarihi 09/2007). GAERS grubunda bu proteinin ekspresyonu artmistir. Bu proteinin GTP-
aktivatér ozelligi oldugu digiiniilirse bu bulgunun bilimsel verilerle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ciinkii GTPazlar1 aktive ederek sinaptik vezikiillerin endositozunu arttirmaktadir.

Korteks bolgesinde saptanan diger protein spotu sonuglarda K2 olarak adlandirilmigtir ve
bu proteinin GAERS grubunda ekspresyonunun arttigi gdzlemlenmistir. (Sekil IV.10). Yapilan
tarama sonucunda bu proteinin Rattus norvegicusda bulunan sindekan baglayict (syndecan
binding) protein olabilecegi saptanmigtir (Mascot skoru 52, kiitle geri kazanim1 %41). Sindekan
baglayict bir diger protein olan sintenin’in noronal membran organizasyonunun kontroliine
katildign ve kainat reseptorleri ile etkilesiminin sinapslarin olusumu ve gelisiminde etkili
olabilecegi bilinmektedir (HIRBEC ve dig, 2005). Burada bulmus oldugumuz proteininde de bir
sindekan baglayici olarak aym gorevi yapabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada talamus bolgesindeki iki proteinin ekspresyonunun GAERS grubunda kontrol
grubuna goére artmis oldugu bulunmustur. Bu proteinlerden biri sonuglarda T1 olarak
adlandirilmistir (Sekil IV.11). Yapilan tarama sonucunda bu proteinin Mus musculus’da bulunan
Ig gamma-zinciri V-bolgesi proteini olabilecegi disiiniilmektedir (Mascot skoru 67, kiitle geri
kazanimi %65).

Talamus bélgesinde saptanan diger protein spotu sonuglarda T2 olarak adlandiriimigtir ve

bu proteinin GAERS grubunda ekspresyonunun arttig1 gozlemlenmistir. (Sekil IV.12). Yapilan
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tarama sonucunda bu proteinin Rattus norvegicusda bulunan hipotetik protein gi/109498152
olabilecefi saptanmistir (Mascot skoru 38, kiitle geri kazammi % 47). Sigan genomu iizerinde
yapilan aragtirmalar sonucu bu proteinin var olabilecegi bulunmus ve protein veri bankalarina
eklenmigtir. Bu protein ile ilgili daha &nce bir calisma yapilmamis olup fonksiyonu
bilinmemektedir.

Epilepsi hastahginin patogenezinin aydimlatilmasinda proteom calismalari 6nemli veriler
saglayabilir. Epileptik siganlarin beyin proteomlarinda normal sicanlara gore farklihk gésteren
proteinlerin ekspresyonu cesitli ilaglarla inhibe edilebilir. Bundan sonraki asamada farklilik
gOsteren proteinleri inhibe eden‘veya bu proteinleri eksprese eden genleri susturan kimyasal
molekiillerin modellenmesi ve sentezlenmesi igin calismalar yapmayi diistintiyoruz. Bu amagla
oncelikle farkhilik gdsteren proteinlerin izole edilerek 3 boyutlu yapisinin aydinlatilmast ve bu
proteinlerin sentezinden sorumlu genlerin bulunmasi gerekmektedir. Proje ekibimiz bundan

sonraki aragtirmalarinda hastaligin genetik boyutuna yénelecektir.
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UYGULAMA RAPORU

Projeden elde ettifimiz sonuglarin en kisa zamanda uluslararasi indexlerce taranan bir
dergide yaymlanmasi oncelikli olarak gerceklestirilecektir.

Gergeklestirmis oldugumuz bu proje sonucunda epilepsi hastaliginin tan veya tedavisinde
etkili olabilecek hedef proteinler saptanmistir.

Bu amagla oncelikle tanimlanan bu proteinlerin saflastirilarak izole edilmeleri
gerekmektedir.

Epileptik grupta bulunup kontrol grubunda bulunmayan proteinlerin denek sayisi
arttirilarak epilepsiye 6zgli olup olmadigi ve bu proteinlerin diger viicut sivilarinda ki
(serum, bos, vb.) varliklari da arastirilabilir.

Saf olarak elde edilen bu proteinlerin {i¢ boyutlu yapisinin aydimnlatilmasi ile bu proteini
inhibe veya aktive edecek droglarin bilgisayar modellemeleri yapilarak se¢imi ve sentezi
miimkiin olabilir.

Yapisi aydinlatilmis olan bu proteinlerin genleri tespit edilerek bu genlerin susturulmasi
yoluna gidilebilir.

Yukarida tiim bu bahsettigimiz aragtirmalarin gerceklestirilmesi durumunda epilepsi
tedavisinde etkin olabilecek ticari degeri olan drog sentezi gergeklestirilebilecek ve bu da
ekonomik bir getiri saglayabilecektir.

Ticari droglarin gelistirilmesi i¢in ekibimiz ile isbirligi yapabilecek ila¢ firmalart ile

TUBITAK 1n proje s6zlesmesine bagli kalarak goriismeyi disiintiyoruz.
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Bu caligmanin amaci; Strasbourg-Genetik Absans Epilepsi (GAERS) deneysel modelinde
protein degisikiiklerini Proteomik teknolojisi ile saptamak ve karsilastirmaktir.
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Bu alti protein MALDI-Tof kitle spektrometresi ile analiz edildi. Hipokampuiste néron
spesifik protein Gyesi 1 proteininin kontrol grubunda olmadigi ve hCG2007412 proteininin de
GAERS grubunda kayboldugu bulunmustur. Korteksde rCG45919 proteinin ve sindekan baglayici
proteininin GAERS grubunda ekpresyonlarinin érttl@l, yine ayni sekilde talamusda lg gamma
zincir V. bolgesi protein ve hipotetik protein ekpresyonlarinin  GAERS grubunda arttig
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Proteom, GAERS, epilepsi, hipokampis, korteks, talamus

Projeden Yapilan Yayinlar: O.Danis, S.Demir, R.Aker, A.Ginel, F.Onat, A.Ogan: “Determination
of Alterations in Protein Profiles of Brain Tissues of Experimental Epilepsy Models by Proteome
Analysis”, The FEBS Journal, Vol 273, supplement 1, June 2006, p.252




_TUBITAK
PROJE OZET BILGi FORMU

Proje No:1045511 (SBAG-2976)

Proje Basgh@: Proteom Analizi ile Deneysel Epilepsi Modelinde Beyin dokusu
Proteinlerindeki Olasi Degigikliklerin Saptanmasi

Proje Yiiriitliciisii ve Arastirmacilar: Proje Yurutuctsi: Prof.Dr. Ayse OGAN, Aragtirmacilar:
Prof.Dr.Filiz ONAT, Yrd.Dog.Dr.Rezzan AKER, Yrd.Dog.Dr.Ashhan GUNEL, Ars.Gor.Ozkan
DANIS, Ars.Gor.Serap DEMIR, Ars.Gor.Dr. Medine Gulgebi

Projenin Yiiritiildiigii Kurulug ve Adresi: Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakultesi Kimya
Bslumi, Biyokimya Anabilim Dali 34722,G6ztepe-Istanbul

Destekleyen Kurulug(larin) Adi ve Adresi: Turkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu

Atattirk Bulvar No:221 06100 Kavaklidere-Ankara

Projenin Baslangic ve Bitig Tarihleri: 01.07.2005- 01.07.2007

Ozet
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protein degisikliklerini Proteomik teknolojisi ile saptamak ve kargilagtirmaktir.
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