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Sicanlarda Zorunlu Yiizme Testi ile Olusturulan Depresyon Modelinde 2

Boyutlu Elektroforez Ile Taniya Yonelik Proteinlerin Arastirilmasi

OZET

Depresyon, diinya niifusunun yaklasik %20 gibi biiyiik bir kismin etkileyecek kadar
yaygin olmasi yaninda; giinliik yasam islevselligini bozarak neden oldugu yeti
kayiplari, ekonomik sonuclart ve yiiksek intihar egilimi nedeniyle de en Onemli
psikiyatrik sorunlardan biri olma Ozelligini siirdiirmektedir. Major depresyon
tanisinda biyokimyasal tekniklere dayali bir tan1 sistemi heniiz gelistirilmemistir. Bu
calismanin amaci, siganlarda zorunlu yiizme testi ile olusturulmus depresyon modeli
ile depresyon sirasinda degisim gosteren serum Orneklerindeki proteinlerin
tanimlanmasidir. Depresyon ve kontrol gurubu olarak ayrilan toplam 14 hayvandan
alinan serum Ornekleri kromatografik yontemlerle ayristirilip daha sonra 2 boyutlu
elektroforez ile karsilastirilmast yapildi. Iki boyutlu elektroforez sonrasinda
bilgisayar yazilimi ile ifadelerinde farklilik gosteren toplam 9 potansiyel tani proteini

dizisi belirlendi.

Calismanin son agsamasi olan MALDI-TOF analizi asamasinda, guruplar arasinda
farkl ifade edildigi belirlenen noktalarin dizileri elektriksel alanda aminoasit kalim
stirelerini hesaplama yoluyla belirlendi. Aralarinda anlamli farklilik bulunan protein
ifadeleri karsilastirilarak elde edilen 9 farkli noktanin ayr1 ayr1 ya da birkagi birlikte

kullanilarak potansiyel biyobelirtegler olabilecekleri sonucuna varildi.



Investigation of Diagnostic Proteins by 2D Electrophoresis in Depression Model
Induced by Forced Swimming Test in Rats
SUMMARY

Aside from its pervasiveness, whereby it affects as much as 20% of the world's
population, depression continues to be one of the most important psychiatric
problems due to the loss of power caused by disrupting daily life functioning,
economic consequences, and high suicidal tendency. A diagnostic system based on
biochemical techniques for major depression has not yet been developed. In this
study, we aimed to identify the proteins in serum samples that change during
depression with the major depression model created by forced swimming test in rats.
Serum samples taken from 14 animals, as divided by depression and control groups,
were separated by chromatographic methods and then compared with 2D
electrophoresis. After the two-dimensional electrophoresis, a total of 9 potential
diagnostic protein sequences were identified, which differed in their expressions with

computer software.

During the last phase of the study of the MALDI-TOF analysis, the sequences of
points identified differentially among the groups were determined by calculating the
durations of amino acid residues in the electrical field. By comparing protein
expressions with significant differences among them, it was concluded that 9

different points could be used together as a potential biomarker.



1. GIRIS

Glinlimiizde psikiyatrik problemlerin varligi hem bireysel hem de toplumsal agidan
dikkat ¢ekecek oOlclide artmistir. Depresyon, diinya niifusunun yaklasik %20°1 gibi
blyiik bir kismini etkileyecek kadar yaygin olmasi yaninda; giinliikk yasam
islevselligini bozarak neden oldugu yeti kayiplari, ekonomik sonuglar1 ve yiiksek
intihar egilimi nedeniyle de en dnemli psikiyatrik sorunlardan biri olma 6zelligini
stirdiirmektedir. [1] Genetik ve metabolik yatkinlik ile stres ve yasam olaylar1 gibi
cevresel faktorlerin birlikte etkin oldugu ¢ok faktorlii bir etiyolojiye sahiptir.
Anatomik isaretler yeterli olmasa da birgok islevsel bulgu beyin devrelerinin
etkilendigini kesinlikle gostermektedir. Depresyon norobiyolojisinde yapilan
calismalar ve tedavide kullanilan antidepresan ilaglarin etki mekanizmalarinin
cesitliligine ragmen tedaviye yiiksek oranda yanit alinamamasi veya olusan yanitta
gecikmenin goriilmesi gibi klinik sorunlar bu alanda yapilacak klinik Oncesi

caligmalarin 6neminin korunmasini saglamaktir. [2]

Major depresyon hastalarinda beyni incelemek i¢in molekiiler profil teknolojileri
kullanilarak yapilmis bir¢ok arastirma vardir. Depresyonda beyinde meydana gelen
protein seviyesindeki degisimlerin ve diger proteinlerle iliskisinin belirlenmesi
sendromun 1ilerlemesi acisindan 6nemlidir. Proteomikler, yakin zamanlarda beyin
hastaliklarinin tanilar1 i¢in uygun belirteglerin kesfi, hastalik seyrini izleme ve yeni
tedavi hedeflerini belirlemek iizere kullanilmaya baglanan yaklagimlardan biridir. [3]
Gen diizenlenmesi ve protein ekspresyonlarinin karmasik dogas1 ve bunlarin ¢evresel
ve digsal faktorlerle etkilesimini insan beyninde incelemenin giigliigii arastirmalarin
hayvan modelleri iizerine odaklanmalarina neden olmustur. [4] Hayvanlarda
yiiriitiilen klinik 6ncesi ¢aligmalar hem depresyonda noron isleyisinin farkli boyutlari
ile ilgili bilgi birikimimizi arttirir hem de taniya yonelik caligmalarin gelismesine
yonelik katki saglar.

Insan metabolizmasindaki degisimler kandan izole edilen seruma da yansimaktadir.

Hastanelerde taniya yonelik yapilan klinik oOncesi ¢alismalarda Oncelikle

biyokimyasal bulgular goz Oniinde bulundurulmaktadir. Giiniimiizde, alinan serum
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orneklerindeki, belirteglerle belirlenen degisimler metabolik bir bozukluk ya da
hastaligin teshisinde kullanilmaktadir. Henliz sicanlarda zorunlu yiizme testi ile
olusturulan depresyon modeli ile yapilmis bir proteomik caligmasi bulunmamaktadir.
Lee ve ark. (1988) yaptig1 bir ¢alismada major depresyon modeli yapilmis siganlarda
antidepresan ilaglar1 verilmis ve verilmemis hasta siganlarda degisen proteinlerin
seviyesi gosterilmistir. [5] Bu calismada ileri kromatografik tekniklerle aminoasit
miktarlarina bakilmis olsa da 2 boyutlu elektroforez yontemi ile proteomik

konusunda bir bilgi verilmemistir.

Bu caligsma ile deneysel depresyon modeli gelistirilmis sigan serumlar1 kullanilarak
depresyonlu ve saglikli siganlarin serumlar1 arasindaki protein degisimleri 2 boyutlu
elektroforez yontemi ile belirlenerek diger proteinlerle olan iligkileri arastirilacaktir.
Boylece bulunabilecek olast biyobelirtegler ile bu proteinlerdeki degisimler
gozlenerek depresyonun tanisinda yeni biyobelirte¢ler bulunmasi yoniinde énemli bir

adim atilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Depresyon

Depresyon sozliik anlamiyla ruhsal ve bedensel ¢okiintii, ¢cokkiinliik ve isteksizlik
olarak tanimlanmaktadir. Yasamin getirdigi stres yaratan bircok duruma gdsterilen
normal bir tepki olarak, hemen herkesin yasadigi bir duygudur. Ancak yasanilan
olaylarla orantili olmadigi zaman siireklilik gostermesi durumunda psikiyatrik
sendrom olarak depresyondan soz edilir. Depresyonun temelinde kisinin daha
onceden isteyerek ve severek yaptigi giinliik aktivitelere karsi isteksizlik durumu
vardir. Zamanla bu durum kiside, kederli ve iizgiin duygudurum degisiklikleri
olusturur. Bu duygudurum degisikligi kisinin giinliik yasantisinda her olayin olumsuz
tarafin1 gérmesi ve gecmis yasantisindaki olaylarin olumsuz ve kotii taraflarim
diisiinerek kendini suclu ve cezalandirilmis hissetmesine neden olur. Kisi ayni
sekilde gelecegine karsi da umutsuz duygu ve diisiinceleri pekistirerek, hayatindan
zevk alamaz hale geldigini ve yasamasiin anlamsiz oldugunu diisiiniir. Depresyon
belirtilerinden kaynaklanan sosyal iliski sorunlari, kisilerin zaman i¢inde toplumdan

uzak ve yalniz yagamak durumunda kalmalarina neden olabilir.

Depresyon goriilme sekli olarak kisiden kisiye gore degismektedir. Bireyin kisilik
Ozelliklerinden sosyal destek diizeyine, iliski sorunlarindan bireyin psikoseksiiel
gelisimsel siireglerine, olumsuz yasam olaylarindan issizlige, stresle basa ¢ikma
becerilerinden yasanan travmatik olaylara varan bir¢gok degisken iizerinde
depresyonun etkisinden soz edebiliriz. [6] Bununla birlikte depresyon tizerinde etki

eden faktorler daha ¢ok aydinlanir.
2.2 Depresyonun Tarihgesi

Tarih oncesi donemlerde Niobe depresyonu aglayan bir tas ile oliimsiizlestirerek
sembolize etmistir. Tarihsel siirec icerisinde Hipokrat (M.O. 460-357) uykusuzluk,

keder, umutsuzluk, huzursuzluk halindeki goériiniim igin ‘melankoli (melan=siyah,
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chole=safra)’ terimi ile depresyonu tanimlayan ilk kisidir. Hipokrat, viicutta dort
stvinin emisyonla baglantili oldugunu (kan, sar1 safra, kara safra, lenf) ve bunlardan
kara safra fazlaligimin melankoli gelisimine neden oldugunu ileri stirmdistiir. [7]
Depresyon gibi ruhsal bozukluklarin beden sivilartyla beynin etkilesiminden

kaynaklandigini soylemistir. [8]

Orta ¢agda Avrupa’da, akil hastaliklarinin seytanin bedeni ele gegirmesi sonucu
olustugu diisiincesi hakimken, ruhsal bozukluklarin tanimlanmasinda ve
siniflandiriimasinda Islam diinyas1 énemli gelisme gostermistir. Ibni Sina (M.S. 980-
1037) melankoli de farkli duygulanim durumlarini tanimlamis ve farkli depresif
goriiniimlerin viicut sivilarinin farkli oranlarda karisimindan kaynaklandigini, ruhu
beynin bir islevi gibi gdrdiigiinii ve buradan kaynaklanan herhangi bir bozuklugun
hastalig1 ortaya ¢ikardigini soylemistir. [9] 19. yy. ‘da psikiyatrik bozukluklar, klinik
ve anatomik yaklagimla agiklanmaya ¢alisilmistir. Melankoli terimi yerine karamsar
diistincelere sahip, genel hareketlerde azalma, ruhsal agidan bir diskiinliik hali,
heyecansal fonksiyonun azlig1i anlamina gelen depresyon terimini Delasiauve
hastalik tamimlamada kullanan ilk kisilerden birisidir. [10] 20. yy. baslarinda
Kraepelin depresyonu bir semptom olarak degil, depresif durumlar baglhig: altinda
kategorize etmistir. Klinik depresyonu, duygudurumda ¢okme, fiziksel ve zihinsel
siireclerde yavaslama olarak tanimlamistir. Psikiyatride ileri yaslarda kadinlarda
menapoz sonrasi, erkeklerde geng erigkinlik doneminde baglayan sinirlilik ve
ajitasyonlarin oldugu bir depresyon tipini tanimlamistir. Ayrica dualistik bir
yaklasimla depresyonu psikolojik ve biyolojik nedenlere bagl olarak ortaya ¢ikanlar
olarak smiflandirmakla beraber, botanik bilimlerdeki siniflandirma sistemlerinde
kullanilmis olan endojen ve eksojen terimlerinin, ruhsal bozukluklarda kullanilmasini
onermistir. Kraepelin, yaptigi simiflandirmalar ile psikiyatride birlestirici bir rol

oynamuistir. [11]

Glinimiiz psikiyatrisinde tan1 koymada o6nemli bir etkisi olan Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) ve International Classification of
Diseases (ICD) sistemleri duygulanim bozukluklarini tek ya da yineleyici ¢okkiinliik
ve iki uglu olarak ayirmislardir. Son siniflama 2013 yilinda DSM-5 de
yayimlanmistir. Bu son gézden gegirme ile genel yaklasimda 6nemli bir degisiklik

yapilmamis, DSM-IV-TR’deki Duygudurum Bozukluklar1 baglig1 altinda siniflanan



depresif bozukluklar, Depresyon Bozukluklari olarak ayr1 bir baglik altinda yer
almustir. [12]

2.3 Depresyonun Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii raporlarina gére ruhsal bozukluklar arasinda toplumda giderek
artig gosteren ve yetimine yol acan depresyonun yayginliginin daha da artacagi, kalp
damar hastaliklarindan sonra en yaygin goriilen ikinci hastalik olacagi
ongoriilmektedir. [13] Toplumda yaygmhigin giderek artmasinin yani sira,
kroniklesme riskinin ve intihar davranigi sikliginin artmasi sebebiyle depresyon
hastaligr lizerinde giin gectikge daha fazla durulmaktadir. [14] Depresyon,
bebeklikten yasliliga her donemde ortaya cikabilmektedir. Ancak orta yaslarda
ozellikle 20-44 yaslar arasinda daha siklikla goriilebilen bir hastaliktir. Kadinlarda
erkeklere oranla iki kat daha fazla rastlanir. Yasam boyu gelisme olasiligi %10-25
aras1 kadinlarda, %5-12 aras1 erkeklerde degismektedir. Kisinin ailesinde 0ykiisiinde
depresyon gecirmis diger aile tiyelerinin bulunmasi hastalik riskini 1,5-3 Kkat

arttirmaktadir. [15]

Depresif bozukluklar arasinda en sik goriilen depresyon tiirii major depresif
bozukluktur. Weismann ve ark. (1993) yaptigi calismada yasam boyu major
depresyon yayginligi % 4,4 - % 2,7°dir. [16] Kessler ve ark. (1994) c¢alismasinda
yasam boyu ve yayginlik oran1 %17.1, %10.3°dir. [17] Kiiey’in (1985) kirsal alanda
“Tam1 Koydurucu Goriisme Olgegi” kullanarak yaptigi ¢aligmada yayginhk %9.2,
yasam boyu yayginlik ise %?23.6 olarak bulunmustur. [18] Saglik Bakanligi
tarafindan yapilan, 7479 kisiyi kapsayan, Uluslararas1 Bilesik Tan1 Gorlismesinin
kullanildigr “Tiirkiye Ruh Sagligi Profili” arastirmasinda, depresif ndbet yayginligi
%4,0 kadmnlarda goriilme siklig1 %5,4 iken erkeklerde %2,3 olarak bulunmustur. Bu
calismada depresyon goriilme riskinin kirsal merkeze kiyasla sehir merkezinde daha
yiiksek oldugu bildirilmektedir. [19]

Gegmiste yapilan ¢alismalara bakildiginda depresyonun siklikla 30’lu yaslarda
basladig1, genc yaslarda goriilme sikliginin arttigr lizerineydi. Fakat giiniimiizde
yapilan ¢aligmalar gosteriyor ki, depresyon daha erken yaslarda baslayabilecegi gibi
siklikla 20’11 yaslarda baglayip, orta yas grubunda yiliksek yaygmlik gdsterdigi

gorilmektedir.



2.4 Depresyonun Etiyopatogenezi

Depresyon etiyopatogenezi birgok yonden aydinlatilmaya caligilmasina ragmen,
giinimiize dek yapilan caligmalar etiyopatogenezi tam anlamiyla agiklamakta
yetersiz kalmaktadir. Bunun nedenleri arasinda depresyonun belirli bir hastaliktan
cok bir sendrom olmasi, farkli alt guruplarin var olusu ve olusumunda cogul
etkenlerin rol almasi olabilir. Depresyon etiyopatogenezinde rol oynayan etkenleri
organik/biyolojik c¢alismalar ve psikolojik kuramlar bagliklar1 altinda incelemek

miimkiindiir.
2.4.1 Organik/Biyolojik Calismalar

Depresyonun etiyolojisinin aydinlatilmasinda ¢esitli norobiyolojik mekanizmalarin
varligi ileri siiriilmektedir. Bunlar arasinda genetik, noradrenerjik sistem, serotonerjik
sistem, dopaminerjik sistem, GABA, glutamaterjik sistem, ndrofizyolojik ¢aligmalar
noéroendokrinolojik faktorler, ndroanatomik baglantilar ve noroplastisite drnek olarak

verilebilir.
2.4.2 Genetik

Depresyonda genetik etkenlerin 6nemli oldugu yapilan aile, evlatlik ve ikiz
caligmalarinda gosterilmis olup gecisin nasil gerceklestigi hala tam olarak
bilinmemektedir. [20] Ikizler iizerinde yapilan arastirmalardan elde edilen
bulgularda, 6zdes ikizlerden birinde depresyon belirlendiginde, diger ikizin de ayni
bozukluga ugrama olasiliginin %50 ile 100 arasinda degistigi goriilmiistiir. [21]
Evlatlik ¢alismalarinda; depresyon Oykiisii olan evlatliklarin biyolojik ebeveyninde
depresyona yakalanma ihtimali veya depresyon Oykiisiinlin olmasi, depresyon
Oykiisii olmayan biyolojik ebeveynlerinkinden daha yiiksek bulunmustur. Major
depresyon bozuklugu tanisi alan hastalarin birinci derece akrabalariyla birinci derece

akrabalar1 hastalanma riski genel niifusa gore iki—ii¢ Kat yiiksektir.
2.4.3 Biyokimyasal etkenler

Monoamin hipotezi, merkezi sinir sistemindeki bazi biyojenik aminlerin azalmasinin
veya inaktivasyonunun depresyon gelisiminde etkili olabilecegi diisliniilen ve
biyolojik etiyolojisindeki roliinii agiklamaya calisan bir hipotezdir. [22] Ancak gerek

yapilan arastirmalarda ortaya cikan geliskili sonuglar, gerekse antidepresanlarin etki
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mekanizmalarindaki nérotransmitter miktarindaki artisin ve klinikte goriilen cevabin
zamanlama olarak uyum gostermemesi yeni hipotezlerin gelistirilmesine neden
olmustur. [23] Giliniimiize dek yapilan arastirmalar, depresyon gelisiminde
norotransmitter roliiniin sadece monoamin hipoteziyle agiklanamayacagini gostermis,

reseptorler ve hatta gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiler olaylara yonelmistir.
2.4.4 Norepinefrin

Norepinefrin, duygudurum, emosyonel durum, kognitif fonksiyonlar ve davranislar
tizerinde 6nemli bir yere sahiptir. [24] Depresif hastalarda noradrenalin saliniminin
azalmasi, deprese duygudurum, ilgi- istek kaybi, timitsizlik diisiinceleri, psikomotor
retardasyon, dikkatin azalmasi depresif semptomlarda artisa neden olur. [25] Yapilan
bir¢ok arastirmada depresyon tanist almis hastalarin noradrenerjik fonksiyonlarinda
degisiklikler gosterilmistir. Bu degisiklikler igin sOylenebilecek olan; plazma
noradrenalin yogunlugunda artig, noradrenalin reseptorlerinin fonksiyonlarinda artis,
beta adrenerjik reseptor yogunlugunda degisiklikler, beyin omurilik sivisinda (BOS),
plazmada ve idrardaki noradrenalin ana metoboliti metokshidroksi fenil glikol
(MHPG) konsantrasyonlarinda artis olarak gosterilebilir. [26-27] Ancak noradrenalin

tek basina depresyonun etiyolojisini aydinlatmada yetersiz kalmaktadir.
2.4.5 Serotonin (5-HT)

Depresyon etiyopatogenezinde en 6nemli role sahip olan serotonin iizerinde en ¢ok
durulan nérotransmitterlerdendir. Serotonin miktarindaki azalma depresyona zemin
hazirlamaktadir. 1970’lerin ortalarindan itibaren depresyonda serotonin eksikligi
hipotezi nem kazanmis ve selektif serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI) yaygin
sekilde kullanilmasi tedavinin temelini olusturmustur. [28] SSRI’larin etki
mekanizmasi sinaptik aralikta gerialimin inhibe edilmesine bagli olarak serotonerjik

asirimin arttirilmasi esasina dayanir.

Beyinde raphe sistemi i¢inde inen ve ¢ikan yolaklar seklinde bulunan serotonin,
duygudurumun, uykunun, istahin, kan basincinin, beslenme davraniginin, kognitif

fonksiyonlarin, ndroendokrin islevlerin isleyisinden sorumludur. [29]

Depresyon ve iligkili bozukluklarda 6nemli serotonin alt tipleri 5-HT1a-8, 5-HT2’dur.

Serotonerjik noronlarin soma ve dentritlerinde ve serotonerjik sistemin bitis



kisimlarinda korteks ve subkortikal alanlardaki hedef noéronlarda yer alan 5-HT1a
reseptorleri postsinaptik otoreseptorlerdir. Bu nedenle, azalmis 5-HT1A otoreseptor
islevleri serotonin iletiminde artisa neden olurken; hedef noronlardaki islev azalmasi
5-HT1A’nin aracilik ettigi noral iletilerin etkilerinde azalmaya neden olmaktadir. [30]
5-HT1B reseptorlerinin ise impulsif-agresif ve cinsel davranislar1 diizenlemede, alkol
ve kokain aliminda bir rolii bulundugu bilinmektedir. Beyin korteksi ve kaudat
cekirdekte en yogun reseptorleri bulunan 5-HT2 reseptorii postsinaptik regiilator
reseptorii, depresyon tedavisinde dikkate alinan en 6nemli reseptorlerden birisidir.
Serotonin ile uyarilir. Uyarilma ile postsinaptik hiicrede iletici sistemleri, yani ikinci
haberci sistemleri olan fosfatidilinositol'ii harekete gecirir. Bunlarda hiicre iginde
istenen etkiyi ortaya ¢ikaracak g¢evirici faktorlerin {retilmesini saglar. [31]

Antidepresan ilaglar bu reseptorlerin yogunlugunu azaltirlar.
2.4.6 Dopamin

Depresyon mekanizmasinin etiyopatogenezinin aydinlatilmasinda etkili oldugu
diisiiniilen alt yapilardan biri de ‘beyin 6diil sistemi’dir. Dopamin beyin 6diil
sistemindeki en etkili norotransmitterdir. [32] Sistemin isleyisinde meydana gelen
bozukluk depresif semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Dopaminerjik
islev bozukluklari motivasyon kaybina neden olup bunun sonucunda anhedoni ortaya

cikmakta ve haz duygusu yetersiz kalmaktadir.

Beyinde tuberoinfundibuler, nigrostrial, mezokortikal ve mezolimbik yolagin
odiillendirme ile iliskisi iyi bilinmektedir. Mezolimbik yolak insanlarda duygudurum
ve haz davramisinda onemlidir. Her ne kadar depresyonun patofizyolojisinde
norepinefrin ve serotonin kadar 6nem kazanmamigsa da dopaminin de rolii oldugu ve
diger biyojenik aminler gibi depresyonda azaldigi belirtilmektedir. Ozellikle
psikomotor yavagligi olan ve 6zkiyima egilimli depresif hastalarin beyin omurilik
stvisinda dopaminin metaboliti olan homovanilik asit (HVA) diizeyleri diisiik

bulunmasina ragmen g¢alismalar arasinda tutarsizliklar mevcuttur. [33]
2.4.7 GABA

GABA, santral sistemindeki en yaygm inhibitér norotransmitterdir. Klinik

caligmalarda depresyonlu hastalarin serebrospinal sivilarinda GABA konsantrasyonu



diisiik bulunmustur. Postmortem c¢alismalarda da depresif hastalarin beyinlerinde

GABA konsantrasyonun diisiik oldugu gozlenmistir. [34, 35]
2.4.8 Glutamat

Beyinde ve omurilikte yaygin olarak bulunan glutamat, cksitatér bir
norotransmitterdir. Merkezi  sinir  sisteminin  hem fizyolojisinde hem de

patofizyolojisinde 6nemli role sahip oldugu diistiniilmektedir.

Altamura ve ark (1995) yaptigi calismada bir grup depresyonlu hastalarin
plazmasinda ylikselmis glutamat seviyeleri goriilmiis olsa da, sonraki caligmalarda
antidepresan kullanmayan depresyon tanili hastalar ile kontrol grubu arasinda fark
bulanamamustir. [36] Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikan sonuglar
amino-3-hidroksi-5-metilisoksazol-4 propionik asit (AMPA) ve N-metil D-aspartat
(NDMA) reseptorlerinin depresyon ve antidepresanlar tizerinde etkili oldugunu
gostermistir. [37, 38, 39]

2.4.9 Norofizyolojik ¢calismalar

Depresyonlu hastalarin norofizyolojik calismalarinda birtakim degisiklikler tespit
edilmistir. EEG ve biyoritm bulgularinda; alfa dominansi ve fokal temporal lob
anomaliligi, kortizol ve melatonin salgilanmasindaki bozuklugun bedendeki uyku
uyaniklik dongiisiinii  etkileyerek uyku fazinda degisiklige neden oldugu
gosterilmistir. Depresyonlu hastalarda elektrodermal aktivitede azalma tespit
edilmistir. Evoked potansiyel ¢alismalar1 depresyonlu ve saglikli hastalar arasinda
gesitli uyaranlara kardiyak cevapla, cevap siiresinde farkliliklar oldugunu

gostermistir. [40]
2.4.10 Noroendokrinolojik calismalar

Psikiyatrik bozukluklar ile endokrin sistemler arasinda kurulan karsilikli iliski
sonucunda ortaya ¢ikan anormallik digerini etkilemekte ve hastaligin
fizyopatolojisini  ve  prognozunu  anlamakta  yardimci  olabilmektedir.
Norotransmitterler tarafindan kontrol edilen néroendokrin sistemlerdeki bozukluk
depresyon gelisiminde rolii olan norotranmitter degisikliklerini anlamamizda
yardimct olabilir. Adrenal, tiroid ve biliylime hormonu depresyonla iligkili olarak

ortaya atilmig ndroendokrin anormallikleridir. [41]
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2.4.11 Hipotalamo-pitiiiter-adrenal eksen

Hipotalamo-Pitiiiter-Adrenal ~ (HPA)  ekseninin  islevindeki  degisikliklerin
duygudurum bozukluklar1 ile iligkili olabilecegi ve tespit edilmesinin hastaligin
seyrini belirlemek igin 6nemli olabilecegi one siiriilmiistiir. [42] Bu e¢ksen alaninda
yapilmis c¢alismalara bakildiginda kortikotropin salgilatici hormona (CRH) karsi
adrenokortikotrofik hormon cevabinin diistiigli, CRH diizeyinin daha ¢ok artti1 ve

sonugta kortizol miktarinda artis gézlemlenmistir. [43]
2.4.12 Hipotalamo-pitiiiter-tiroid ekseni

HPT hipotalamustaki tirotropin salma hormonu salgilayan néronal hiicrelerden baslar
ve tiroidal folliikiiler hiicrelerinde son bulur. Tirotropin salgilayan hormon (TRH)
iireten noronlarin govdeleri hipotalamusun dorsomedial ¢ekirdeklerinde ve etrafinda
mevcuttur, bunlarin néron uglari1 ise medial eminensin dis kisminin i¢ kisminda son

bulur. [44]

Son olarak; literatiir ¢alismalar1 incelendiginde TRH karsi verilen tiroid stimulan
hormon cevabinin diistiigii goriilmiistiir. Ayrica kronik depresyonda daha cok kiigiik

dereceli hipotiroidizm oran yiiksektir. [45]
2.4.13 Hipotalamo-pitiiiter-growth hormon ekseni

Biiytime hormonu (BH) hipoglisemi, amfetamin, L-dopa ve klonidin gibi
hormonlarin depresyondaki yanitlar1 diisiiktiir. Fakat, biiylime hormonu biiyilik
olasilikla GHRH ile somatostatinden sorumlu olan norepinefrin, serotonin, dopamin,
asetilkolin ile p-aminobiitirik asid gibi pek ¢ok norotransmitterin etkisindedir. Diger
yandan IGF-1’in inhibitor etkisi dikkate alinmadigi i¢in sonuglart yorumlamak kolay

olmadig1 diger ¢alismalarda gosterilmistir. [46]

BH sekresyonu major depresyonda 24 saatlik periyotlarda arttigi bilinmektedir. Bu
artisin nedeni uyku zamanindaki olumsuz yonde degisiminin yol agtigi uykudaki
salgilanmanin da azalmasmma ragmen gilindiiz salgilanmasinin yilikselmesiyle
meydana gelir. BH seviyesindeki yiikselme her ne kadar depresyona bagh

hiperkortizolizmle ilgili olsa da hipofiz merkezleriyle iligkilidir. [47]
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2.4.14 Noroanatomik ¢alismalar

Limbik sistemin 6nemli bir boliimii olan hipokampiis’iin, bilissel islevlerde
bozulmaya neden oldugu ve depresyon olusumuna zemin hazirladigi yapilan
calismalar sonucunda gosterilmistir. [48] Depresyon gelisiminde onemli role sahip
bir diger alan ise prefrontal kortekstir. Ozellikle medial prefrontal korteksin
duygudurum degismeleriyle iligkili oldugu bilinmektedir. Bu yerin striatum, globus
pallidus ve substantia nigra, mediodorsal talamus ile olan baglantilar1 ana donglyii
olusturmaktadir. Bu alanlarla iliskili diger bolgeler de duygudurum diizenlemesine
katilmaktadir. Bu bolgelerdeki anormallikler, depresyon gelisimine neden
olabilmektedir. Yogun olarak serotonerjik sinir lifleriyle inerve edilen anterior
singulat bolge, talamus ve bazal gangliyon aktivitesinde azalma gozlenen
calismalarda liziintii, irritabilite, endise, bilissel katilik, olumsuz diisiince Oriintiisii
gibi belirtilerin yogunlastig1 ve bunlarin siklikla serotonerjik antidepresanlara yanit

verdigi bildirilmektedir. [49]
2.4.15 Noroplastisite

Noroplastisite bircok 6nemli islevin yliriitilmesine yardimci olur. Yetersizligi
depresyon gibi psikiyatrik hastaliklarin ortaya ¢ikmasma neden olabilir. Beyinde
icten ve distan gelen uyarilarin algilanmasinda, noéron ve baglantilarinin

islevselliginde ayrica yapisalligin ortaya ¢ikmasindan sorumludur.

Tedaviye direngli agir depresyon vakalarinda antidepresan kullanimina ragmen
yanitin gecikmesi veya alinamamasi, kimyasal ileticilerin roliiniin depresyon
etiyolojisini agiklamadaki yeterliliginin sorgulanmasina neden olmustur. [7]
Antidepresan tedavisinin noroplastisite ile ilgili sinyal iletim sistemi ve gen
ekspresyonu tizerindeki etkileri yapilan ¢aligmalarla  gosterilmistir.  [50]
Noroplastisitenin gergeklesmesinde rol oynayan sinyal ileti yolaklari ve genetik
transkripsiyon iizerinde etkili olabilecek ilaglarin depresyonda 1iyilesmeyi
saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Serotoninin yeni néron ve sinaps olusumu ve hiicre
Olimii {lizerinde direkt olmayan etkileriyle trofik cevaplar1 destekledigi
gosterilmektedir. [51] Antidepresanlar ve atipik antipsikotiklerin limbik sistemde
glial hiicre ¢ogalmasini uyardiklar1 ve lityumun norotrofik faktorlerinin yeni sinaps

olusumunu arttirdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. [52]
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2.1.4. Depresyonla ilgili psikolojik kuramlar

Depresyonla ilgi psikolojik kuramlarda ortak bir goriisii yoktur. Her kuramin
depresyonla ilgili farkli goriisii vardir. Depresyonla ilgili psikolojik kuramlar
psikanalitik kuram, bilissel kuram ve davranigsal kuram olmak iizere ii¢ grupta ele

alinabilir.
2.1.4.1 Psikanalitik kuram

Depresyon dinamikleri konusunda en kapsamli psikanalitik aragtirmalar Carl
Abraham tarafindan yapilmistir. Psikanalitik kurama goére depresyonda bir sevgi
nesnesinin kaybina kars1 gelistirilen bir tepki s6z konusudur. Yasamin ilk yillarindan
itibaren Ozellikle oral donemde saplanma, ¢oziimlenmemis catigsmalar, sevilen bir
nesneye karst bagimlilik duygulari, kisilerarasi iliskilerden kaynaklanan diis
kirikliklar, erigkinlik doénemde de gercek kayiplar ya da kayip tehditleriyle
karsilasma kiside depresyonu tetikler. Yasanilan bu durumlar, kiginin benliginde
bosluk, terk edilmislik duygulariyla, 6z degerinin azalmasina neden olur. [53] Gergek
bir kaybi yasadiklarinda da yitirdikleri nesneyi icsellestirirler ve &fkelerini
icsellestirdikleri nesneye, dolayisiyla kendilerine yoneltirler. Kisi ice alma ile,
kaybedilen nesneyle 6zdesim kurar. Bu, kaybin travmasma ve onun ruhsal

sonuclarina karsi bir savunmadir.

Psikanalitik kuramda depresyona giren kisi diigmanca duygularini bastirmayi
ogrenmis kisilerdir. Freud depresyonu, kaybedilen nesnenin i¢e alinmasiyla, ona
duyulan sevginin yaninda bilin¢dis1 nefret, 6fke gibi olumsuz duygularin varligi,
nesne ile yapilan Ozdesim nedeniyle Ofke ve diis kirikliklarinin kendisine
yoneltilmesiyle agiklamaktadir. [54] Rado kisinin benlik saygisinin asirt olmasi
sonucu, kendi disindaki kisilerden beklenen istekleri ger¢eklesmediginde hayal
kiriklig1 sonucu kayip nesnenin sevgisini yeniden kazanmak ic¢in amagli, diirtiisel
tavirlarin ortaya ¢ikmasiyla depresyonda siiperegonun roliine dikkat ¢ekmistir. [55]
Klein, depresif hastalarin kendi hirslar1 yiiziinden sevdikleri i¢sel objelerinin "k&tii"
icsel objeler tarafindan kendilerine kotiiliilk edilecegini hissetmekte oldugunu ve
catismanin ¢odziimlenmemesi durumunda bireyin ileride depresyona yatkin hale

gelebilecegini soylemistir. [56] Bibring” e gore, benligin, uyumlu ve degerli
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olabilmesi, benlik 6z saygisinin korunabilmesine baglidir. Benlik saygisini diisiiren

herhangi bir narsisistik zedelenme Kklinik bir depresyonun tetiklenmesidir. [57]
2.1.4.2 Bilissel kuram

A.T. Beck depresyonun bilissel bir bozukluk oldugunu duygudurum bozuklugunun
biligsel bozukluga sekonder gelistigini ve tedavisinde en etkin yaklagimin bilissel
kuram oldugunu kapsamli tedavi deneyimlerinden yola ¢ikarak ortaya koymustur.
[58] Bireyler, bir durumu, kendileri i¢in 6nemli olan ilgi alanlarina kars1 bir tehdit
olarak algiladiklarinda psikolojik sikinti1 yasarlar. Depresyona yatkin bireyde ilk
donemlerden baglayarak, kendi benligine, gelecegine ve dis diinyaya karst olumsuz
semalar bulunmaktadir. Olumsuz semalar bir yasam olay1 ardindan giderek olumsuz
yargilara, diislincelere ve tutumlara neden olur olaylar1 algilamalar1 ve
yorumlamalar1 olduk¢a segici, ben merkezci ve katidir. Bu da normal bilissel
aktivitenin isleyisinin bozulmasiyla sonuglanir. Kendine 6zgii diisiinmeyi birakma,
konsantre olma, animsama ve sonu¢ ¢ikarma konusunda azalmis bir beceri vardir.

[59, 60]

Depresyondaki kisiler, diistinlirken de olumsuz benlik semalarina katkida bulunacak
tarzda gergekligin yanlig anlagilmasina yol agan ve bilissel bozukluklar olarak
nitelendirilebilecek bazi sistematik hatalar yaparlar. Bu biligsel hatalar1 “’keyfi
cikarsama, secici soyutlama, asir1 genelleme, biiylitme ve kiigiiltme, kisisellestirme,

iki degerli diigiinme seklinde siralayabiliriz. [58]
2.1.4.3 Davramis¢i kuram

Seligman’in dgrenilmis, caresizlik goriisiinii destekler. Ogrenilmis, ¢aresizlik kavramu,
bir organizmanin davranislariyla olumsuz olaylart kontrol edemedigi bir durumu
yasanilmadiktan sonra olumsuz olaylar1 kontrol edebilecegi durumlarda gerekli
davraniglar1 yapmakta basarisiz kalarak, bundan sonra yapacaklarinin bir ise
yaramayacagini diisiinerek artik hicbir sey yapmamasidir. Ogrenilmis caresizlik

goriisu Ozellikle reaktif depresyonlarin agiklanmasinda énemlidir. [43]

Davranisgilar pekistirme davraniginin depresyonda onemli bir rol oynadigini 6ne
stirmektedirler. Depresif kisinin iiziintli duygularinin, olumlu pekistirme oraninin

diisiik veya istenmeyen deneyimlerin oraninin yiiksek olmasindan 6tiirii oldugu iddia
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edilmektedir. Ayrica, depresyona giren kisi olumlu pekistirme saglamak veya
olumsuz olaylarla etkin bir bigimde basa ¢ikmak igin gerekli olan sosyal beceriden

de mahrum olabilmektedir. [61]
2.1.5 Depresyonun klinik tanisi

Ayni iki haftalik donem boyunca, asagidaki belirtilerden besi (ya da daha ¢ogu)
bulunmustur ve onceki iglevsellik diizeyinde bir degisiklik olmustur; bu belirtilerden

en az biri ya da ¢okkiin duygudurum ya da ilgisini yitirme ya da zevk almamadir.

1. Cokkiin duygudurum, neredeyse her giin, giiniin biiyiik bir boéliimiinde bulunur ve
bu durumu ya kisinin kendisi bildirir ya da bu durum bagkalarinca gézlenir

2. Biitlin ya da neredeyse biitiin etkinliklere karsi ilgide belirgin azalma ya da
bunlardan zevk almama durumu, neredeyse her giin, giiniin biiylik bir boliimiinde
bulunur

3. Kilo vermeye calismiyorken kilo alma ya da neredeyse her giin, yeme isteginde
azalma ya da artma

4. Neredeyse her giin, uykusuzluk ¢cekme ya da asir1 uyuma

5. Neredeyse her giin, psikodevinsel kiskirma (ajitasyon) ya da yavaslama

6. Neredeyse her giin, bitkinlik ya da i¢sel giiclin kalmamasi

7. Neredeyse her giin, degersizlik ya da asir1 ya da uygunsuz sucluluk duygulari

8. Neredeyse her giin, diisiinmekte ya da odaklanmakta giiclik ¢ekme ya da
kararsizlik yagama

9. Yineleyici olim disiinceleri, 6zel eylem tasarlamaksizin yineleyici kendini
oldiirme diisiinceleri ya da kendini 6ldiirme girisimi ya da kendini 6ldiirmek iizere

0zel bir eylem tasarlama

Bu belirtiler klinik agidan belirgin bir sikintiya ya da toplumsal, isle ilgili alanlarda
ya da onemli diger islevsellik alanlarinda islevsellikte diismeye neden olur. Bu
donem, bir maddenin ya da baska bir saglik durumunun fizyolojiyle ilgili etkilerine

baglanamaz. [12]
2.1.6 Depresyonun tedavisi

Depresyonun tedavisi i¢in Oncelikle hastanin dykiisiiniin dikkatli bir sekilde alinmasi

gereklidir. Oykii alinirken depresyon belirtileri, yol agtig1 islevsel sorunlar, yakin
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donem yasam olaylari, tetikleyici ve altta yatan etkenler, erken yaslardaki olumsuz
olaylar ve destekleyici aile ortaminin olup olmadig: bilinmesi gerekir. Hafif siddette
ki depresyon i¢in psikoterapi major stresin ortadan kalkmasiyla tek basma yeterli
olabilir. Tanm1 diizeyinde depresyonu olan bir olguda farmakoterapi birincil tedavi
yontemidir. Akut donem belirtileri diizelen veya tani diizeyinde olmayan depresif
belirtilerde hastaya gore sorun alanlar1 belirlendikten sonra psikoterapi yontemleri
uygulanabilir. Son déonemde bu alanda gergeklestirilen aragtirmalar 6zellikle biligsel
davranis¢i terapi uygulamasinin konusma terapileri iginde en etkili tedavi yontemi

oldugunu gosteriyor. [62]
2.2 Deneysel Depresyon Hayvan Modelleri

Insanda yiiriitiilmesi giic olan bir¢ok calismada kullanilan hayvan modelleri, yeni
tedavi araclarinin belirlenmesi agisindan Onemli bir yere sahiptir. Depresyon
norobiyolojisinde ve kullanilan antidepresanlarin etki mekanizmalari alaninda birgok
aragtirma yapilmasina ragmen tedaviye yanitin gecikmesi istenmeyen yan etkilerin
olusumu, tedaviye yiiksek oranda yanitin alinamamasi veya gecikmesi deneysel
hayvan modellerinin gelistirilmesine 6n ayak olmustur. Yaklasik otuz bes yil dnce
McKinney ve Bunney hayvanlarda depresyonun modelinin kargilamasi gereken

Olciitleri su sekilde siralamistir;

e Insanda goriilen bozukluga goriiniim ya da tekil belirtiler agisindan benzemelidir.

e Nesnel olarak degerlendirilip gozlenebilecek davraniglar olmalidir.

e Insanlarda etkili olan miidahalelerle davramgsal degisiklikler geri dondiiriilebilir
olmalidir.

e Model farkli arastirmacilar tarafindan tekrarlanabilmelidir. [63]
2.2.1 Rezerpin etkisi

Deney hayvanlart iizerinde gelistirilen rezerpin, tetrabenazin uygulanimiyla
monoamin tiiketiminin fizyolojik ve davramigsal etkilerinin incelenmesi en eski
depresyon modelidir. [64] Monoaminlerin presinaptik depolarini bosaltan rezerpin ve
benzeri ilaglar uygulandiginda, pitoz, hipotermi ve katalepsi meydana gelir.
Noroleeptiklerin farmakolojik etkinliklerinin ilk bulgular trisiklik antidepresan ve
monoamin oksidaz inhibitorlerinin O6nceden uygulanmasi durumunda pitoz ve

hipoterminin goriilmemesidir. [65] Rezerpinin etkisinin ve buna bagl gelisen
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katatoninin kigide depresyona yola actifi ve antidepresan tedavisiyle diizeldigi
bulgusu ilk baglarda modele olan bakis agisin1 giiclendirdiyse de sonraki

calismalarda desteklenmemistir. [66]
2.2.2 Psikostimulan yoksunlugu

Kafai¢i kendini uyarim (intracranial self stimulation) depresyon ve sizofrenideki
negatif belirtilerde goriilen anhedoninin hayvanlarda olusturulmaya calisilan
modelidir. [67] Bu modelde beynin belirli bélgelerine kisa elektrik uyarilar1 verilir.
Kontrolii hayvanda olan uygulamayla belirli miktarda pekistirecin verilerek
maksimum g¢abaya ulasmas1 saglanarak kirilma noktasi belirlenir ve kirilma noktasi
nesnel olarak Olciilebilir degisken olarak kabul edilir. Pekistirici giiciiniin fazla
oldugu hayvanin uyarimi tekrarlamak igin ¢aba gostermesinden anlagilir. Uyarim igin
gerekli davranis1 gosterme sikligi ve uyarima ulagsmak icin sarf edilecek en yiiksek
caba esigi, uyarmin 6diil degerini 6lgmekte kullanilir. Esigin azalmasi uyarimin haz
olarak karsiliginda artis anlamina gelirken, esigin artmasi uyarimin haz olarak
degerinde azalma, anhedoni olarak yorumlanir. Yoksunlukla hayvanlarda hazla ilgili
meydana gelen degisiklikler, antidepresan tedavilerle kaybolmaktadir. [68]

Prosediiriin karmagiklig1 nedeniyle uygulamasi zordur.
2.2.3 Ogrenilmis caresizlik

[lk olarak Seligman ve ark. tarafindan ilk olarak kdpeklerde gelistirilmis daha sonra
fare, sigan, balik, kedi gibi bir¢ok hayvan tiiriinde denenmistir. [69] Deneklerin
kagcma imkani olmayan iki bdlmeli diizenege yerlestirilerek tekrarlayan sekilde soka
maruz birakilma modeli depresyondaki 6grenilmis ¢aresizligin hayvanlardaki
uygulanma seklidir. Iki bélmenin bir tarafinda denek soka maruz birakilirken diger
bdlmede 151k ya da ses uyaraninin tekrarlanmasiyla elektrik sokunu sona erdirecek
bir pedal bulunmaktadir. Sok iizerinde kontrolii olan grup uyaranin tekrarlanan
uygulamasiyla pedala basarak kendisine ac1 veren durumdan kurtulmay1 6grenir. Sok
tizerinde kontrolii olmayan grup ise diger denemelerde soku engelleyebilecekleri
denemelerde, kontrolii olan gruba gore daha pasif kaldiklar1 goriilmiistiir. Maruz
kaldiklar stres karsisinda deneklerin hareketlerinde yavaslama, yeme ve keyif verici
davraniglarinda azalma, kilo kaybi, azalmis cinsel davranis gibi degisiklikler

gorilmistiir. [70, 71]
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2.2.4 Kronik hafif stres modeli

Deneklerde cesitli ve hafif stress olusturulmak i¢in bulunduklari kafesten alinip farkli
kafese konmasi, yemek ve sudan mahrum birakilmasi, siirekli aydinlik ortamda
bekletilmesi, kafesin zeminin 1slak tutulmasi, gece giindiiz dongiisiiniin bozulmasi ve
kafesin pozisyonun stirekli degistirilmesi gibi islemlerin doniistimlii olarak haftalarca
veya aylarca uygulanmasidir. [72] Denekler dogal siddette stresorlere maruz
birakildigi i¢in gecgerliligi diger testlere gore yiiksektir. Bu modelin dezavantaji farkl
laboratuvarlarda farkli protokollerle uygulanmasina ragmen giivenirliginin diisiik

olmasidir.
2.2.5 Sosyal stres

Hayvanlar arasindaki sosyal iliskinin neden oldugu stres modelidir. Hayvanlarin
sosyal statiisii ile davranislar1 arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢alismada diisiik sosyal
statiideki hayvanlar yiiksek statiideki hayvanlara gore siiregen stres belirtileri
gostermislerdir. [73] Bu modelde denegin tekrarlayan sekilde baskin ve saldirgan
baska bir denekle karsi kasiya birakilmasi, bazen fiziksel hasara izin verilmesi,
siklikla gorsel stresin devamliliginin saglandig: diizeneklerin kullanilmasi gibi ¢esitli
midahaleler yapilmaktadir. Bazen deneklerin kalabalik kafeslerde tutulmasi, bazen
de izole edilmeleri sosyal stres olarak kullanilabilir. Bu modelde nesnel olglimler
yapmak, miidahalelerin tekrarlanmasi operasyonel olarak tanimlanmasi agisindan

miimkiin degildir ve zorluk yaratmaktadir [71].
2.2.6 Olfaktor bulbektomi

Sicanlarda depresyon gelisimi temel duyu modalitesi olan kokunun yoksunlugunda
ortaya cikabilecegi One siiriilmiistiir. Sican ve farelerin olfaktor bulbuslarinin
bilateral almmasiyla c¢ogu depresyonda goriilen davranigsal,ndroanatoik,
norokimyasal, noroendokrin, néroimmunolojik degisiklikler goriilmesi nedeniyle
deneysel depresyon modeli olarak kullanilabilecegini sdylemislerdir. [74, 75] Klasik
olarak degerlendirilen davranig, acik alan testinde artmis hareketliliktir. Bu
degisiklikler akut antidepresan tedavisine yanit vermez. Ancak yapisal ve etiyolojik
gecerliligi tartigmali olmasina ragmen giivenirligi ve 6ngoriicti gegerliligi agisindan

yiiksek bir model oldugu diistiniilmektedir. [66]
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2.2.7 Kuyruktan asma testi

Steru ve ark. (1985) tarafindan gelistirilen testtir. Deney hayvanlarinin
kuyruklarindan havaya asilarak gerceklestirilen davranigsal umutsuzluk modelidir.
Bu testte hayvanin hareketsiz kalincaya dek ge¢irdigi siire 6l¢iilmektedir. [76] Bu
modelin siganlarda kullanilmasi Onerilmez. Hizli uygulanabilirligi ve Ongoriicii
gecerliliginin - yilksek olmast bu testin ilag gelistirme c¢aligmalarinda sik

kullanilmasini saglamustir. [65]
2.2.8 Zorunlu yiizme testi

Porsolt ve ark. (1978) tarafindan gelistirilmistir. ‘Porsolt ylizme testi’ veya
‘umutsuzluk- despair’ olarak adlandirilmaktadir. ilk olarak siganlarda kullanmis
sonra fareler lizerine adapte edilmistir. Zorunlu yiizme testi; Morris’in su tanki
calismasinda sicanlarin tank icerisindeki platformu bulamayip hareketsiz kaldiklari
gozleminden yola cikilarak gelistirilmistir. [77] Kolay uygulanabilirligi, sonuglarin
laboratuvarlar arasinda tutarlilik gostermesi, deney hayvaninda gdzlenilen
immobilite halinin, olusturulan depresif durumun direkt belirtisi olmas1 depresyon
modeli gelistirmede kullanilan en yaygin testtir. [78, 79] Depresyon modellerinin
detayli karsilagtirilmas: ve kullanim oranlarmin 6zelligine gore siralanmasi Tablo

2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1 : Depresyon modellerinin karsilastirilmasi [80]

Hayvan Modeli Giivenirligi Ongoriicii Gegerligi Yapisal Gegerligi Uygulama Kolayhigi
Rezerpin Etkisi Orta Orta Diisiik Yiiksek
Psikostimulan Diistik Orta Orta Diisiik

Ogrenilmis Caresizlik Orta Yiiksek Orta Orta

Kronik Hafif Stres Diistik Yiiksek Yiiksek Diisiik

Sosyal Stres ? ? Yiiksek Diisiik

Olfaktor Bulbektomi Yiiksek Yiiksek Diisiik Orta

Kuyruktan Asma Testi Yiiksek Yiiksek Orta Yiiksek

Zorunlu Yiizme Testi Yiiksek Yiiksek Orta Yiiksek
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2.3 Protein Saflastirma Yontemleri

Hiicre ya da dokudan istenilen belli bir proteini saflastirmak zor bir olaydir. Ozellikle
konsantrasyonu diisiik olan proteinlerin diger binlerce protein arasindaki ayirmak ve
saf bir hale getirmek icin farkli saflagtirma tekniklerini bir arada kullanmak
gerekmektedir. Sekil 2.1°de de gosterildigi gibi proteinler ¢esitli kolonlar ve ayiraglar
kullanilarak ayrigsmaktadir. Giiniimiizde birgok protein saf halde elde edilebilmistir.
[81]
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wrdipk olarak toplanan fraksiyondar

Sekil 2.1 : Protein saflastirma sablonu [82]

Saflagtirma islemine baglamadan once dncelikle proteinin en ¢ok bulundugu hiicre ya
da doku grubu sec¢ilmelidir. Daha sonra proteinin karakterine bagli olarak
bulunabildigi tampon ortami saglanmali ve homojenizasyon yapilmalidir. Bu
asamadan sonra gerekirse birden fazla saflastirma teknigiyle protein saf olarak elde

edilir. [83-84]
2.3.1 Diyaliz ve ultrafiltrasyon

Temel olarak proteinleri daha kiiciik olan diger molekiillerden ayirmak igin
kullanilan bir tekniktir. Sahip oldugu porlar sayesinde gecirgenligi saglayan bir
membran i¢ine konulan protein ¢ozeltisi konsantrasyon farki ile igerdigi kiiciik

molekiillerin membran disar1 ¢ikmasi saglanir. [85, 86]

Glikoz ve NaCl gibi kiigiik molekiiller membrandan gegerken biiyiik protein
molekiilleri diyaliz porlarindan gecemedigi i¢in icerde kalir. Sekil 2.2°de de
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goriildiigli lizere ortam suyunun birka¢ kez degistirilmesi ile kiigiik molekiillerin
protein  cozeltisi igerisinden uzaklagtirllmasi miimkiin hale gelmektedir.
Ultrafiltrasyon yontemi de diyaliz teknigine gore calisir. Aradaki fark, diyaliz
tiiptinden kii¢iik molekiillerin ¢ikmasi i¢in hidrostatik basing veya santrifiij gibi
transmembran kuvvetlerinin etkisiyle proteinleri molekiil biyiikliiklerine gore
diyalize gore daha hizli ve daha yiiksek verimlilikte ayrilmasini saglar. Bu basing

sayesinde kiiciik molekiillerle birlikte bir miktar sivi kaybedildigi i¢in protein daha

konsantre bir sekilde elde edilir. [87, 88]

%%

Sekil 2.2 : Diyaliz ve membran filtrasyon teknigi [82]

2.3.2 Santrifiigasyon yontemleri

Santrifugasyon bir soliisyon igerisindeki partikiillerin sahip olduklar biiyiikliik, form
ve dansitelerine, medyumun viskozitesi ve rotorun hizina uygun olarak ayrilmasi
teknigidir. Siispanse durumda olan partikiiller ya birbirlerinden ya da iginde

bulunduklari ¢6ziiciiden ayrilirlar. [89]

Her bir komponentin sedimentasyon hizi parcaciklarin yogunluguna (dansite=d),
stvinin yogunluguna (d sivi) parcacik formuna, biiyiikliigline ve sivinin viskozitesine
bagli olarak degisir. Partikiillerin sedimentasyon kinetigi kendi dansiteleri ile sivi
medyumun dansitesi arasindaki farkla dogru orantilidir. Partikiillerin ve medyumun
dansitesi birbirine esit ise sedimentasyon kinetigi 0 dir. Stvi medyumun dansitesi
yiiksek ise sedimentasyon kinetigi ters orantili olarak diisiiktiir. Santrifiiy hizi

yiikseltilirse partikiillerin sedimentasyon kinetigi artar. [90]
2.3.2.1 Densiti zonal santrifiigasyon

Bir protein karigimini santrifiigasyon yontemi ile ayirmak igin tiip icerisinde siikroz
gibi bilesiklerle bir konsantrasyon gradienti yaratilir. Bunun ig¢in plastik tiip

icerisinde en yogundan en az yoguna dogru bir siikroz gradienti meydana
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getirildikten sonra tiipiin en {izerine protein karigimi ilave edilir. Bu sekilde
hazirlanmis olan tiip yiiksek devirde santrifiij edilecek olursa her bir protein kendi
dansitesi ile ayni olan sukroz bolgesine toplanacaktir. Tip icerisinde farkli bantlar
halinde ayrilmis olan proteinler daha sonra tiipiin alt1 igne ile delinip toplanarak veya
tiip dondurulduktan sonra bu bantlar buz halinde kesilerek ¢ozdiiriiliir ve bu sekilde

proteinler birbirlerinden ayrilmis olur. [91, 92]
2.3.2.2 Differansiyel santrifiigasyon

Differansiyel santrifiigasyon ile bir karisimda bulunan partikiiller boyutlarindaki
farkliliklara bagli olarak ayrilmaktadir. Homojenat relatif santrifiigal kuvvet (RCF)
arttirildikga fraksiyonlarina ayrilmaktadir. [93, 94]

2.3.3 Kromotofografik yontemler

Kromatografi, bir karisimin bilesenlerini, bunlara secimsel ilgi gosteren iki ya da
daha ¢ok evreden sistemler arasinda farkli goclerine bakarak tanimak, gerektiginde
niceliklerini belirlemek amaciyla yapilan ve ayirma islemine dayanan analitik

yontemdir.

Kromatografi terimi baslangicta, drnegin bitkisel pigmentlerde oldugu gibi cisimleri
renklerine gore ayirma olusmus isleminden kaynaklandi, ama zamanla uygulama
alan1 oldukca genisledi. Kromatografi giiniimiizde son derece duyarli ve etkin bir
ayirma yontemi olarak kabul edilmektedir. Duruma gore iki temel mekanizma

uygulanir; [82, 95]

e Bilesikler ya iki s1v1 evre arasinda paylasilir (bu durumda dagilim ya da paylagim
kromatografisinden s6z edilir)

o Hareket halindeki bilesikler duragan kati bir evre yiizeyine baglanir (baglar
ylizeysel ve fiziksel bir nitelik tagidiginda yiizde tutma kromatografisinden (tersinir
bag, bilesigin biitiinlligliniin korunmasi), buna karsilik hareketli ve yiizde tutulan
bilesikler arasinda gercek kimyasal baglar olustugunda iyon degisimi

kromatografisinden s6z edilir.

Kimyasal ve fiziksel Ozellikleri birbirine ¢ok yakin olan bilesiklerden olusan

karigimlart damitma ve ayrimsal kristallendirme ile birbirinden ayirmak zor olabilir.
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Bu tiir maddeler i¢in cesitli kromatografi yontemleri kullanilarak bagarili ayrimlar

yapilabilir.

Kromatografi, bir karistmin gozenekli bir ortamda, hareketli bir ¢oziicii etkisiyle,
karisim bilesenlerinin farkli hareketleri sonucu birbirinden ayrilmasi olgusuna
dayanir. Hareket eden faza hareketli faz, bahsedilen gozenekli ortama ise adsorban
veya sabit faz denir. Kromatografi olayinda adsorpsiyon, dagilma ve degistirme
kuvvetleri rol oynar. Bu kuvvetlere gore de farkli kromatografik yontemler farkl

gruplarda toplanirlar.
2.3.3.1 Jel filtrasyonu

Jel filtrasyonu proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrilmasini saglar. Bu
yontemde proteinlerin birbirinden ayrilmasi, sabit fazdaki jelin olusturdugu porlarin
capina gore molekiillerin belirli derecede engellenmesine dayanir. Sabit faz olarak
kullanilan sefadeks, biojel, agaroz gibi dolgu maddeleri kolona doldurulduktan sonra
uygun bir tampon ile yikanir ve kararli hale gegirilir daha sonra protein ¢ozeltisi

tampon ile birlikte kolonun iizerinden yavas yavas ilave edilir.

Yer ¢ekimine gore asagi dogru hareket eden protein ¢ozeltisi igerisinde bulunan
kiictik protein molekiilleri kolon dogu maddesinin kiigiik oyuklarina girerkan, biiyiik
proteinler bu oyuklara hi¢ girmeden kolondan ilk ¢ikan molekiiller halinde ayrilirlar.

[96-97]
2.3.3.2 Iyon degistirici kromatografisi

Proteinleri asit ve baz 6zelliklerine gore ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde kolon igine pH= 7 de pozitif yiik tasiyan bir seliiloz tiirevi olan DEAE-
seliiloz (dietil aminoetil seliiloz) konur. Bu bilesige negatif yiik tagiyan proteinler
baglanirken diger proteinler kolondan c¢ikar. Kolonun igerisine konan diger bir
bilesik ise pH= 7 de negatif yiik tasiyan CM-seliiloz ( karboksimetl seliiloz ) dur. Bu
bilesige de pozitif yiik tagiyan proteinler baglanir. Diger proteinler ise kolon dolgu
maddesine baglanmadan kolondan c¢ikar. Daha sonra kullanilan tamponlarin iyonik
kuvveti degistirilerek kolon materyaline gecici olarak baglanmis olan bu proteinler
kolonun dolgu maddesinden ayrilarak kolondan c¢ikmaya baslarlar. Fraksiyon

toplayicist ile kiiciik miktarlar halinde tiiplerde toplanan proteinler asidik ya da bazik
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ozelligine gore diger proteinlerden ayrilmis olur. Iyon degistirici kromatografi ayni
zamanda aminoasitlerin ve peptitlerin de birbirinden ayrilmasimi saglar. Bu tip
kromatografi o6zellikle molekiil agirliklar1 birbirine ¢ok yakin olan molekiilleri

ayirmak i¢in kullanilmaktadir. [87, 98]
2.3.3.3 Affinite kromatografisi

Cok kompleks bir karigim i¢inde bulunan bazi proteinler affinite kromatografisi
sayesinde tek basamakta oldukca saf halde elde edilirler. Affinite kromatografisi i¢in
polisakkarit yapisindaki agaroz taneciklerine kimyasal bir reaksiyon ile bir enzimin
koenzimi baglanir. Uzerine koenzim baglanmis olan agaroz tanecikleri kolon dolgu
maddesi olarak kullanilir. Proetin karisimi bu kolona uygulandigi zaman yalniz
ilgilendigimiz enzim proteinleri koenzimin serbest ucuna spesifik olarak
baglanmaktadir. Bu baglanma kovalent bir baglanma degildir. Diger proteinler
koenzimin serbest ucuna baglanma Ozelligine sahip olmadiklar1 i¢in kolondan
ayrilirlar. Daha sonra serbest koenzim iceren ¢6zelti kolona ilave edildiginde, agaroz
taneciklerine bagl koenzime baglanmis olan enzim molekiilleri bu defa rekabetten
dolay1 ¢ozelti ile birlikte gelen serbest koenzime baglanarak kolondan ¢ikar. Boylece
koenzime spesifik olarak enzim proteini diger yiizlerce proteinden affinite

kromatografisi ile tek basamakta saflastirilmis olmaktadir. [99-100]

Sekil 2.3 : Histidin ve Ni-NTA birlesimini [82]

Ni-NTA spin kolon kromatografi teknigi kullanilarak 6-histidinli ug¢ tasiyan
rekombinant proteinlerle dogal veya denatiire sartlar altinda ¢alisilabilir. Inkliizyon
cisimciklerindeki bir¢ok protein deterjanlar, denatiire edici ajanlar (8M {ire, 6M
GuHCI qgibi), diyaliz, 1s1, pH gibi gibi parametreler kullanilarak ¢oziiniir hale
getirilebilirler. Ni-NTA afinite kromatografi tekniginde rekombinant proteine bagl
6-histidin molekiiliinden ikisi nikel-nitrilotriasetik asit molekiilleriyle kaph kat1 faza
tutunurlar. Histidin molekiillerinin fazlaligi hem afiniteyi artirmakta hemde protein

molekiiliinde olabilecek sayica daha az olan histidin molekiilleriyle yarisarak
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kontaminant protein baglanmasini onlemektedir. [97] Yiiksek pH’da baglanan
rekombinant protein, yikama ve eliisyon adimlarina dogru pH’s1 giderek diisiiriilen
tamponlarla veya artan imidazole konsantrasyonuyla, protein matriksi birakarak eliie
olur. Kontaminant proteinlerin baglanmasin1 engellemek igin gerekirse belirli
miktarlarda imidazol tamponlara ilave edilebilir. Sekil 2.3’de histidin ve Ni-NTA
birlesimi gosterilmektedir. Histidin analogu olan bu molekiil sondaki yikama

adimlari ile kolayca uzaklastirilabilir.
2.3.4 Elektroforetik yontemler

Elektroforez, elektriksel bir alanda molekiillerin yiiklerine, molekiiler agirliklarina ve
biiyiikliiklerine gore ayirt edildikleri bir tekniktir. Elektroforetik analizin temeli,
molekiillerin elektriksel bir alanda jel iizerindeki gdcline dayanir. Bu go¢ hizi
molekiiliin biiyiikliigline, yapisina, jeldeki kullanilan maddenin konsantrasyonuna,

iyonik kuvvete ve uygulanan akima bagli olarak degismektedir. [94, 101]
2.3.4.1 Elektroforez

Olusturulan bir elektrik alaninda protein parcalarmin iyonik kuvvetle ayirma
prensibine dayanmaktadir. Temelde bu yontemde bir haraketli bir de sabit faz vardir.
Hareketli olan faz icin poliakrilamid, agaroz ya da seliiloz gibi dolgu maddeleri
kullanilmaktadir. Bu dolgu maddelerinin en énemli 6zelligi sahip oldugu porlar ile

ayirim saglamalaridir. [95]
2.3.4.2 izoelektrik fokuslama

Elektroforetik yontemlerden elektroforezden farkli olarak bu teknikden Once
proteinlerin izoelektrik noktalarina gore ayirimi yapilmasidir. Bu islem icin ytliksek
mobiliteye sahip olan sentetik asiterin karisimi olan bilesikleri iceren jel kullanilarak
proteinlerin pH gradienti iginde hareket etmeleri saglanir daha sonra elektroforez ile

bu proteinler ayrica molekiiler biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. [ 97]

Izoelektrik odaklama, bir pH gradiyetinde yapilan elektroforezdir. Bunun igin
makromolekiiller (+) ve (-) yiiklere sahip olduklar1 miiddetce gradient boyunca
izoelektrik noktalarma rastlayan pH’ya kadar go¢ ederler. izoelektrik noktada net
elektriksel yiik sifirdir. pH gradienti diisiikk molekiil agirlikli amfoterik maddelerin

(amfolitler) yardimiyla olusturulur. Eger elektroforezde kullanilan tampon sistemi
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yerine anotta kuvvetli bir asit, katotta da kuvvetli bir baz kullanilir ve aradaki jel
ortammna da gerektigi kadar amfolit solusyonu katilirsa amfolitlerin anoda yakin
kisminda (+) katoda yakin kisimda (-) net yiikleri olur. Bundan dolayr elektrik
verildiginde bunlar anot ve katot tarafina itilerek merkeze dogru hareket ederler. Bu
hareketleri sirasinda cevresel ortamin pH’smin kendi izoelektrik noktalarina esit
oldugu bolgelerde hareketsiz kalirlar. Bundan dolayi, en asidik amfolitler katoda
yakin olacak sekilde izoelektrik noktalarina gore siralanirlar. Bunun sonucu jel i¢inde
anottan katoda dogru azalan bir pH gradienti olusur. [102] Numune tatbik edilip
yiriitiildiiglinde protein izoelektrik pH’sina geldigi anda net olarak yiiksiizlesir.
Hareket etmez ve o noktada odaklanir. [103]

Elektroforezde yiirlitme asamasindan sonraki islemler de biiylik titizlik gerektirir.
Fiksator olarak alkol siklikla kullanilir. Serum protein boyamasinda amido black
(naftol blue black), bromofenol blue, brilliant blue G ve R, nigrosin, ponceau S
kullanilabilir. Izoenzim boyamalarinda nitrotetrazolyum blue kullanilirken,
lipoproteinler igin oil red veya sudan black gibi bir lipid boyas: kullanilir. Izoelektrik
odaklama serum ACP izoenzimlerinin dlgiimlerinde yararli olmustur. Bu uygulama
serebrospinal sivida oligoklonal immunglobulin bandlari, CK izoenzimi ve serum
ALP saptanmasma dek uzanmistiraiEF’da kullanilan tasiyici amfolitler genellikle
yiiksek konsantrasyonlarda oldugundan yiiksek voltajli (2000 V’a kadar) bir giic
kaynagi gereklidir. Islem sirasinda elektroforetik matriks soguk tutulmalidir.
Poliakrilamid jel-izoelektrik odaklama (PAGE-IEF) analitik caligmalarda yaygin
olarak  kullanilmaktadir. Poliakrilamid jel saydam ve esnek olmalidir.
Elektroendozmozu 6nleyen materyaller kullanilarak IEF yontemi AGE ve CAE’e
adapte edilebilir. AGEIEF ve CAE-IEF’in avantajlari; uygulamanin daha basit olusu
ve por ¢api biiyiik oldugu igin MA’a gore seperasyon yapilmamasidir. [96, 102]

IEF°’da kullanilan tasiyict amfolitler genellikle yiiksek konsantrasyonlarda
oldugundan yiiksek voltajli (2000 V’a kadar) bir giic kaynag1 gereklidir. Islem
sirasinda  elektroforetik ortam soguk tutulmalidir (jelin yapist yiiksek voltaj

uygulandigindan sicaklik ile degisir. [96, 104, 105]
Bu yontemin uygulanisi kabaca soyledir:

o Amfoterik elektrolitler igeren jelin (agaroz ya da poliakrilamid) hazirlanmasi,
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e Jele elektrik alan uygulandiginda elektrolitlerin bir pH egilimi olusturacak sekilde
jelde hareketi,
e Protein ¢ozeltisinin jele eklenmesi ve jelin tekrar elektrik alana maruz birakilmasi,

e Ayrilmis proteinlerin goriintiillenmesi i¢in boyanmasi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg
3.1.1 Cihazlar

Bu tez kapsaminda agagida listede verilen cihazlar kullanilmistir. Cihazlarin marka

ve modelleri Tablo 3.1°de detayl olarak yazilmustir.

Tablo 3.1 : Cihazlarim marka ve modelleri

Cihaz Marka Model
Derin Dondurucu Argelik 2354 A+D
Dikey Jel Elektroforez Sistemi | Bio-rad Mini Protean Tetracell
Isitma Tablasi IKA C-MAG HS 7
Siringa Filtreleri Santa Cruz UltraCruz® Syringe Filter, MCE
Inkiibatorlii Calkalayict Stuart SI1500
Otoklav Niive OT 40L/90L
Jel Goruntiileme Sistemi Vilber Lourmat Fx7
Spektrofotometre Shimadzu UV-1800
Yatay Jel Elektroforez Sistemi | Bio-Rad The Mini-Sub® cell GT
Otomotik Pipetler Axygen AXxygen Pipets
MALDI-TOF Bruker microflex LT MALDI-TOF MS
Hassas Tarti NHB NHB
pH Metre Hanna Hanna
Isitma Tablasi IKA C-MAG HS 7
Santrifijj Hermle Z326R

3.1.2. Kimyasal ve sarf malzemeler

Calismada deney asamasinda ¢esitli kimyasal ve sarf malzemeler kullanildi. Marka

ve isimler asagida belirtilmistir.

Protein Ladder Thermo
2-Merkapto Ethanole Sigma
3-Merkaptop Etanol Sigma
APS (Amonyum Peroksidistilfit) Sigma
Bromofenol Blue Santa Cruz
BSA (Bovine Serum Albumine) Santa Cruz
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D-Glukoz AppliedBiochem

DMSO AppliedBiochem
EDTA AppliedBiochem
Glisin Santa Cruz
Commasie Brilliand Blue Santa Cruz
Isopropanol Sigma
Gliserol Sigma
Commasie Brilliand Blue R-250 Santa Cruz
Commasie Brilliand Blue G-250 Santa Cruz
K2HPO Merck

KCI Merck
KH2PO4 Merck
Acrylamide Sigma
BisAcrylamide Sigma

NaAc Merck

NaCl Merck
Proteinaz K Life

SDS (Sodium Dotesil Sulfate) Sigma
TEMED Sigma

Trisma Base Sigma

Trisma HCI Sigma

H2SO4 Sigma

HCI Sigma

Triton X 100 Sigma

Tween — 20 Sigma

NaOH Merck

Asetik asit Merck

Hitrap depletion GE Healthcare

3.1.3 Tampon ve ¢ozeltiler

e 0.5MEDTA pH 8 (500 ml igin)

93,05 gram Na,EDTAH20 400 ml deiyonize su igerisinde 9 gram kadar NaOH
eklenir ve daha sonra tamami ¢oziindiikten sonra ¢ozeltinin pH's1 8'e gelene kadar
yavagca NaOH eklenir boylelikle EDTA'nin tamami ¢oziinmiis olur daha sonra
toplam hacim 500 ml'ye tamamlanir.

e 5M NaCl (1 Litre i¢in)

292.2 NaCl 1 litre son hacim olacak sekilde deiyonize su i¢inde ¢oziildii.

e 10M NaOH (10N NaOH) (500 ml i¢in)

200 gram NaOH tartildi ve 500 ml deiyonize su igerisinde ¢oziildii.

e 1M Tris tamponu (1 Litre i¢in)

121.1 gram Trisma base 800 ml deiyonize su igerisinde ¢oziildii istenilen pH'ya
konsantre HCl ile ayarlandi ve deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

e 1.5M Tris pH 8.8 (1 litre i¢in)
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181,65 gram tris baz't 800 ml deiyonize i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra pH's1 konsantre
HCl ile 8.8'e ayarlanir daha sonra deiyonize su ile 1 litreye tamamlanir.

e (0.5 M Tris pH 6.8 (1 litre igin)

60,55 gram tris baz 700 ml i¢inde ¢oziiliir daha sonra konsantre HCI1 kullanilarak
pH's1 6.8'e ayarlanir son hacim olarak 1 litreye tamamlanir.

e 10X Tris Glycine running buffer (4 Litre i¢in)

121,1 gram tris base 3 litre icerisinde ¢6ziiliir daha sonra tizerine 576 gram glycine
eklenir 200 ml % 20'lik SDS eklendikten sonra deiyonize su ile 4 litreye tamamlanir.

e 2X Sample loading buffer (non-reducing) (100 ml igin)

5ml 1M Tris pH 7 iizerine 25 ml %20'lik SDS eklenir daha sonra 20 ml gliserol
eklendikten sonra 2mg bromophenol blue ile karistiritlip 100 ml'ye deiyonize su ile
tamamlanir.

e 2x Sample loading buffer (reducing) (1 ml igin)

950 ul 2x non-reducing sapmle loading buffer igine 50 ul B-mercaptoethanol eklenip
kullanilir.

e Stain/destain solusyonu (4 litre i¢in)

200 ml absolute ethanol i¢in 200 ml glacial acetic acid eklenir ve 4 litreye deiyonize
su ile tamamlanir.

e Fiksasyon Solusyonu (1 litre igin)

600 ml absolute ethanol i¢ine 75 ml glacial acetic acid eklenip 1 litreye deiyonize su
ile tamamlanir.

e Commasie Blue Stock soliisyonu (100 ml i¢in)

250 mg i¢ine Commasie Brilliand Blue G-250 boyas1 100 ml fiksasyon soliisyonu
i¢cine eklendi.

Protein miktar tayininde Bradford metodu kullanildi. Bu metod i¢in kullanilan
coOzeltiler asagidaki tabloda verilen sekilde hazirlanmistir.

Coomassie Brillant Blue G-250 01g

%95 ‘lik Etanol 50 ml
%95’lik Fosforik asit 100 ml
Deiyonize su 1 L tamamland1

0,1g Coomassie Brillant Blue G-250 50 ml % 95°lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozelti

tizerine %95°lik 100 ml Fosforik asit ilave edildikten sonra deiyonize su ile 1 litreye
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tamamlandi. 0,45 pum lik filtre ile filtre edildikten sonra 1s1k almayan bir siseye
konarak +4°C’de saklandi.

Standart: 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) igeren stok standart ¢ozeltisi

kullanilarak farkli miktarda stok i¢eren standartlar hazirlandi.
3.2 Yontem
3.2.1 Zorunlu yiizme testi yontemi

Bu calisma, Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
27.05.2016 tarihinde 2016/ 148 say1l1 etik kurul onay1 alinarak yapildi.

Arastirmada, Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Deneysel Arastirmalar Laboratuvarinda tiretilen her bir grup i¢in 7 adet denek
olmak tizere toplam 14 adet Wistar Albino tiirii erkek sican kullanildi. Deneklerin

agirlik ortalamalari iki grubun agirlik ortalamalarina esit olacak sekilde ayrildi.

Deneklere standart laboratuvar kosullarinda 12 saat aydinlik 12 saat karanlikta, 20-22
°C sabit 1s1da, %45-%55 nem oraninda ve ayni ortamda tutuldu. Su ve yemleri ad
libitum olarak sunuldu. Denekler deney sirasinda temastan dogacak huzursuzlugu en
aza indirgemek igin testini uygulayacak arastirmacinin el temasina alistirildi. Deneye
baslamadan agirliklar tek tek ol¢iildi. 20 cm c¢apinda 40 cm yiiksekliginde cam
silindirin, 25 cm’lik kismi su ile dolduruldu. Suyun sicakligi 22-25 °C arasinda
tutuldu. Deneyin ilk giinii siganlar su dolu kabin i¢ine tek tek konuldu ve 15 dakika
suda yiizmeye birakildi. Her denek suya birakilmadan once su degistirildi ve cam
silindirden alindiktan sonra kurulanarak kafeslerine yerlestirildi. 24 saat sonra
denekler 1 hafta boyunca 5 dk siiresince zorunlu yiizmeye birakildi. Total siire
boyunca her si¢anin “despair’’e (umutsuzluk) giris (hareketsiz kalincaya kadar gegen
stire) ve “despair’de kalis (belli bir siire i¢cinde ne kadar hareketsiz kaldig1)” siiresini
belirlemek icin yiiksek ¢oziiniirliikklii kamera ile video kaydi yapildi. Hareketsizlik,
ylizme ve tirmanma olmak {lizere 3 farkli parametre degerlendirildi. Skorlama
yapilirken 5 dakika 5 saniyelik araliklara boliindii ve her aralikta baskin olan

davranig dikkate alinarak araligin tiirii belirlendi.
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o Hareketsizlik: ¢irpinmadan suda siiziilme ve sadece basmi suyun iizerinde
tutmasini saglayacak zorunlu hareketler yaptigi, cabalamanin olmadigir durum olarak
tanimlandi.

e Yiizme: aktif yiizme hareketinin oldugu, ¢abalama ve kagmak icin miicadele ettigi
durum olarak tanimlandi.

e Tirmanma: siganin On bacaklari ile aktif hareketlerle suyun disina ¢ikma ve cam

silindirin duvarina tirmanmaya ¢alisma davranisi olarak yorumlandi.
Kontrol grubuna herhangi bir sey uygulanmadi.
3.2.2 Serum orneklerinin toplanmasi

Omek toplama islemi proteomik calismalarinda ¢ok &nemli bir basamag: teskil
etmektedir. Bu nedenle alinacak tiim orneklerin g¢ikarilmasinda ayni yol izlendi,
ornekler protein degredasyonuna firsat vermemek i¢in uygun = sekilde
isimlendirildikten sonra hemen sivi azot igerisinde dondurulup, DEKART
Proteomiks Laboratuvarina ulastirilmalar1 esit siire igerisinde gerceklestirilmeye
calisildi. Bu sayede Orneklerin alinmasi sirasinda olusabilecek farkliliklar ortadan
kaldirildi. Ornekler burada calisilacagi giine kadar etiketlenip sivi azot tankinda -

140°C’de saklanda.

Serum ornekleri kullanilarak yapilan proteomik caligmalarinda yasanan en biiyiik
deneysel giicliik; serumda yiiksek miktarda bulunan serumun kendi proteinleridir.

Fibrinogen
IgA

1gG Total o2-Macroglobulin

ﬁ(LI~AnLiu ypsin
Haptoglobir

al-acid Glycoprotein
Apolipoprotein A-|
Apolipoprotein A-l1

POOL CONTAINING
LOW ABUNDANT
PROTEINS

Sekil 3.1: Serum protein iceriginin genel dagilimi [82]
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Sekil 3.1°de de goriildiigii tizere Albumin, 1g, transferrin, antitripsin ve haptoglobin,
sican serum proteinlerinin yaklasik %85'ni olusturmaktadir ve bu proteinler diisiik

konsantrasyondaki proteinleri maskelemektedirler.

Diisiik miktardaki proteinleri arastirmak i¢in yeteri miktardaki proteinin kullanilmasi
demek bahsi gegen bu serumun dogal proteinlerinin asir1 fazla yiiklenmesi anlamina
gelmektedir. Biz yapacagimiz deneylerde bu yiiksek konsantrasyonda bulunan
proteinlerden albumin ve IgG'yi Hitrap depletion (HiTrap® Albumin IgG Depletion
GE Healthcare, 28-9466-03, pack of 2 x 1mL, ABD) kolonu kullanarak
uzaklastirdik. Bu kolon sayesinde serum oOrneklerinde bulunan bu proteinler %60
oraninda uzaklastirilabilmektedir. Bu sayede diisiik konsantrasyonlu proteinler

saptanabilir seviyeye ¢cikmaktadir.

Alinan serum 6rnekleri ilk 6nce bu kolonlardan 4 mL/dk akis hizi ile NGC sistemi
(BioRad,ABD) kullanilarak gegirilecek, toplanan orneklerden konsantrasyon
Olctimleri yapilacaktir. Serum ornekleri buz iizerinde ¢oziildiikten sonra tuzlari ve
diger uygun olmayan maddeleri uzaklastirmak icin TCA-Aseton ile ¢oktiiriilerek
temizlenmistir. Serumun nasil goriindiigii Sekil 3.2°de gosterilmistir. Her bir drnegin
hacimce dortte biri kadar TCA o6rneklere eklenmis ve 10 dk 4°C’de bekletilmistir.
Tiipler mikro santrifiijde 14000xg de 5 dk santrifiij edildikten sonra c¢oken
proteinlerden sivi kisim dikkatli bir sekilde ayrilmistir. Protein ¢dkeltileri 200 pL
aseton ile yikandiktan sonra mikro santrifiijde 14000xg de 5 dk santrifiije edilecek ve
sonrasinda asetonu uzaklastirmak i¢in proteinler 5 dakika oda sicakliginda birakildi.
Cokelek 250 puL, rehidrasyon tamponu igerisinde ¢oziildiikten sonra protein
konsantrasyonu belirlendi (Rehidrasyon tamponu: 8M urea, %0,2(w/v) Bio-Lye 3/10
ampholytes, %2 CHAPS, 50 Mm dithiothreitol (DTT) ve Bromophenol Blue).

Ornekler ikinci bir metot olarak 2DE clean up kitten (BioRad) gegirilerek de
temizlendi. Ornekler protein c¢oktiiriicii tampon icerisinde -20°C’de 30 dk
bekletilerek ¢oktiiriildii, ardindan santrifiij sonucunda elde edilen pellet uygun
tampon igerisinde ¢oziildii. Hangi ¢oktiirme metodunun uygun olacagi ornekler ile

yapilacak 6n denemelere bagl olarak belirlendi.
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Plazma ve Serum

Diger <
Elemanlar

Sekil 3.2 : Plazma ve serum [82]

Ornekler buz iizerinde c¢oziildiikten sonra dier uygun olmayan maddeleri
uzaklastirmak i¢in TCA-Aseton ile ¢oktiiriilerek temizlendi. Her bir 6rnegin hacimce
dortte biri kadar TCA o6rneklere eklenecek ve 10 dk 4°C’de bekletildi. Tiipler mikro
santrifiijde 14000xg de 5 dk santrifiij edildikten sonra ¢oken proteinlerden sivi kisim
dikkatli bir sekilde ayrildi. Protein ¢okeltileri 200 pL aseton ile yikandiktan sonra
mikro santrifiijde 14000xg de 5 dk santrifiij edildi ve sonrasinda asetonu

uzaklagtirmak i¢in proteinler 5 dakika oda sicakliginda birakild:.

Cokelek 250 upL, rehidrasyon tamponu igerisinde ¢oziildiikten sonra protein
konsantrasyonu belirlendir (Rehidrasyon tamponu: 8 M urea, %0,2 (w/v) Bio-Lye
3/10 ampholytes, %2 CHAPS, 50 Mm dithiothreitol (DTT) ve Bromophenol Blue).

Ornekler kullanilmak iizere -80 °C’de saklama 6ncesi protein konsantrasyonlarimnin
Olciilmesi gerekmektedir. Protein konsantrasyonlar1 hazirlanan standartlar ve gerekli
ornek diliisyonlar1 kullanilarak BCA assay (Multiscan FC, Thermo Scientific) ile
belirlendi ve tiipler ilizerine konsantrasyonlar yazilarak ornekler hizli dondurma

sonrasi -80°C’de saklanacaktir.
3.2.3 2 Boyutlu jel elektroforezi

Sekil 3.3’de de goriildiigii tizere 2 boyutlu elektroforez teknigi ilk olarak proteinlerin
pH gradienti i¢inde ayrigmalarini takiben ikinci adimda molekiiler agirliklarina gore
ayrismalar1 sonucunda olusmus bir tekniktir. Protein orneklerine ilk asamada IPG
stripler tizerine gegebilmeleri i¢in Sekil 3.4’de de goriildiigi tizere striplerle birlikte

rehidrasyona tabi tutulacaklardir.
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Izoelektrik odaklamada onciil denemeler icin 7 cm’lik analizler igin ise 11 cm’lik
IPG stripleri (7 cm, pH 3-10 ve 11 cm, pH 5-8 IPG ReadyStrip, BioRad). Daha ileri
¢oziinlirliik alabilmek icin gerektiginde 17 cm’lik pH 5-8, pH 3-10 NL IPG
striplerdekullanilabilecektir, yapilacak 6n denemelere bagli olarak IPG striplerin pH
araliklart Orneklerin yogunlastigt pH’lar dikkate alinarak genisletilebilir veya
daraltilabilir. Bu asamada 7 cm IPG stripler i¢in 25-50 pg, 11 cm IPG stripler i¢in
100-200 pg ve 17 cm IPG stripler i¢in 200-500 pg protein 6rnegi kullanilacaktir. Cup
loading yapildiginda ise 6rnek ylikleme miktar1 17 cm’lik stripler i¢in 1 mg kadar

cikabilmektedir. Gerekli miktardaki protein 6rnegi 2D rehidrasyon buffer (son miktar

Isoelectric focuwsing
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polyacrylamide zel.

by bt

=el clectrophorosis
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|'H‘

Decreasing >
=

=

Sekil 3.3: 2 boyutlu jel elektroforez teknigi [82]

7 cm'lik stripler ig¢in 125 pl, 11 cm'lik stripler igin ise 200 pl ve 17 cm'lik stripler i¢in
ise 300 pl dir.) ile karistirilip igerisine stripin pH'sina uygun %1 Amphylote ve %1
TBP eklenecektir. Bu asamadan sonra protein ornekleri fokuslama trayleri igerisine

konulur ve 6rneklerin tizerlerine uygun IPG stripler dikkatli bir sekilde yerlestirilerek

Sekil 3.4 : IPG striplerinin hazirlanmasi
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50 pA/IPG Strip akim uygulanacak sekilde PROTEAN IEF (BioRad) igerisinde aktif
rehidrasyona tutulacaktir (20°C). Aktif rehidrasyon sirasinda 1. saatin sonunda
ornegin buharlagsmasin1 dnlemek i¢in IPG striplerin iizerlerine 2-3 ml mineral yagi

ilave edilecek ve yaklasik 16 saat rehidrasyon islemine devam edilecektir.

Rehidrasyon isleminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasina gegilecektir.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak iizerlerinde fazla miktarda bulunan yag
kurutma kagidi ve su yardimi ile temizlenecek ardindan temiz bir fokuslama trayi
igerisine konularak iizerlerine yemi mineral yag eklenecektir. Trayler daha sonra yine
PROTEAN IEF (BioRad) igerisine konularak adim adim akimi yiikselten ii¢ asamali
bir program ile 20°C’ fokuslanacaktir (7 cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk
Linear, S2: 4000V 2 saat Lineer, S3: 4000volt, 10000 V-saat, Rapid, toplam 5 saat
14000 V-saat. 11 cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2: 8000V 2,5 saat
Lineer, S3: 8000 volt, 20000 V-saat, Rapid, toplam 5.3 saat ~30000 V-saat. 17 cm'lik
IPG stripler i¢in S1:250 V 20 dk Linear, S2: 10000 V 2,5 saat Lineer, S3: 10000 volt,
40000 V-saat, Rapid, toplam 7 saat ~50000 V-saat.). Fokuslama sirasinda proteinler

ait olduklar1 izoelektrik noktalarina gore IPG strip iizerinde siralanirlar.

Fokuslama sonrasinda stripler tampon | (6 M iire, 0.375 M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon Il (6 M iire, 0.375 M tris-HCL pH8.8, 2%
SDS, 20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) igerisinde 30 dk’lik siirelerle
yikanacaklardir. Stripler bu asamadan sonra hazirlanan veya precast olarak alinan
poliakrilamid jellere (12% veya degisik konsantrasyonlarda) yerlestirilerek
elektroforez (7 cm'lik stripler i¢in Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) kullanilarak
180V'da 55 dakika oda sicaklifinda, 11 cm'lik stripler i¢in Criterion Dodeca Cell
(Bio-Rad) kullanilarak 180 V'da 1 saat 16°C’de ve 17 cm'lik stripler i¢in Dodeca Cell
(Bio-Rad) kullanilarak 35 mA 30 dk, 48 mA 5 saat 16°C’de) ile molekiiler
biiyiikliiklerine (MW) gore ikinci boyutta (2D) ayirima tabii tutulacaklardir
(Laemmli, 1970). Ikinci boyutta ayirim sirasinda kullanilacak jeller igin jel jel
farklicaligin1 ortadan kaldirmak amaciyla ¢oklu 6rnek c¢alismalarinda 11 cm'lik
stripler i¢in Criterion hazir jeller veya 17 cm'lik stripler icin DODECA (BioRad
Sekil 3.5) jel dokme, jel yiirlitme ve boyama sistemi kullanilacaktir. Elektroforez
sonrasinda jeller 40% metanol, 10% asetik asit igerisinde en az bir saat fikse edilecek

ardindan SyproRuby (BioRad) boyasi igerisinde gece boyu boyanacaklardir. Jellerin
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goriintiilenmesi VersaDoc sistemi (BioRad) ile yapildiktan sonra jellerin analizleri
Quantityone ve PDQuest Advanced programlart ile yapilarak istatistiki olarak
anlamli gozlenen regiilasyonlara ait protein spotlarin kesimi Spot-cutter robotu

(BioRad) ile yapilacaktir.

Sekil 3.5 : izoelektrik odaklama cihaz

Sekil 3.6°da goterildigi gibi protein spotlarindan peptidlerin elde edilebilmesi i¢in
proteinlerin jel igerinde peptidlerine ayrilmasi ve ardindan jelden izole edilmeleri
gerekmektedir. Bu islem icin spot ornekleri %50 asetonitril (ACN) %50 25 mM
amonyum bikarbonat ¢ozeltisi icerisinde destain edilerek ¢alkalamali vorktes
tizerinde yikanir. Yikama sonunda 6rnekler 25 mM amonyum bikarbonat igerisinde
10% TCEP olacak sekilde 60°C’de 10 dk disulfit baglarinin kirilmas1 saglanacak
(reducing) edilir. Ardindan son konsantrasyonu 100 mM iyodaasetamit (IAA) olan
25 mM amonyum bikarbonat igerisinde oda sicakliginda karaklikta 1 saat
bekletilerek indirgenmis olan sistin yan zincirlerinden metillenecektir (Alkylation).
Bu islem sonunda %100’likk ACN igerisine alinan spotlar, ACN uzaklastirildiktan

sonra son konsantrasyonu 10ng/ul olan tripsin ile 30°C’de gece boyu kesime alinir.
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Sekil 3.6 : IPTG striplere proteinlerin yliklenmesi

Orneklerin Zip-Tip’leri uglarin énce ACN ve 0.1% triflorik asit ile dengelenmesi ile
baglar. Her 6rnek 25-30 defa pipetlendikten sonra MALDI matriks ile MALDI plate

izerine ellisyonu yapilir.
3.2.4 Farkh ifade edilmis proteinleri belirleme

Kontrol ve depresyon gruplarindan aliman serum ornekleri jellere aktarilip Sekil
3.7°deki glic kaynag1 ve elektroforez tanki kullanilarak daha yiiriitiildiikten sonra
analizler yapildi. Boyanip resimleri dijital ortama aktarilan jeller karsilastirma icin
MALDI-TOF cihazina gonderildi. Bu asama i¢in yazilim yardimiyla belirlenen farkli

noktalar izole edilip farkli ifade edilmis olan proteinlerin dizileri belirlendi.
3.2.5 MALDI-TOF analizi

Zip-tip sonrast MALDI plate yerlestirilen 6rneklerin AbSciex 5800 MALDI-TOF-
TOF (MS/MS) cihazinda analizleri yapilacaktir. Sekil 3.8’da sematik olarak olarak
gosterilen MALDI-TOF-TOF, bir kiitle spektrometresi olup lazer 15181 kullanarak

iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tiip igereisinde ayrigtirdiktan sonra kiitle/yilik
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(m/z) oranlarina ve peptitlerin amino asit dizilimlerine gore tanimlamaya yardimci
olur. Cihazdan elde edilen veriler online MASCOT data bankasindan PROTEIN
PILOT program1 kullanilarak hangi proteine ait olduklar1 belirlenir.

Elde edilen proteinler arasindaki biyolojik iligkiyi ortaya koymak ve hiicresel

Sekil 3.7 : Gii¢ kaynagi ve elektroforez tanki

yolaklar1 belirlemek i¢in ise PANTHER ve STRING programlari kullanilacaktir.

MALDI kalibrasyonu eksternal veya internal kalibrant kullanilarak yapilacak, her bir

spektrum igin ortalama 200 lazer vurusu kullanilacaktir.
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Elde edilen tim spektralar (m/z), arama parametreleri; bir hatali kesim bdlgesi,
fiksed modifikasyon olarak carbamidomethyl (cysteine), degisken modifikasyon
olarak Met oksidasyonu, peptid yiikii +1, monoizotopik kiitle degerleri, peptid kiitle
toleranst £50 ppm, fragment kiitle tolerans1 £0.25 Da olarak belirlenerek MASCOT

bilgi bankasinda analiz edilecektir.

sample source analyzer detector
inlet
=

i § =
o TEI=D 3 F—m

quadrupoles electron
ESI, El, or MALDI or time-of-flight multiplier
| ;
‘ vacuum vacuum ‘ I
pumps pumps

Sekil 3.8 : Maldi-TOF ¢alisma sekli
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4. BULGULAR

4.1 Zorunlu Yiizme Testi Bulgular

Deneklerin agirliklarinda degisim goriilmiistiir. Deney Oncesi ve deney sonrasi

deneklerin agirliklar1 arasindaki fark Tablo 4.1°de gosterilmistir. 7 giin boyunca 5

dakikalik zorunlu yiizme testine maruz birakilan deneklerin hareketsiz kalma siireleri

Tablo 4.2°de gosterilmistir. Deneklerin hareketsiz kalma stirelerini karsilastiran

grafik Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1 : Deneklerin agirliklar

Deney Grubu 1 2 3 4 5 6 7
Ik giin 272gr 306gr 250gr 200gr 370gr 256gr 222gr
Son giin 269gr 300gr 248gr 197gr 365gr 250qgr 217gr

Tablo 4.2 : Deneklerin hareketsiz kalma siireleri
1.glin 2.glin 3.gilin 4.glin 5.glin 6.glin 7.glin
Denek 1
15 sn 18 sn 38.87sn | 48.40sn 54.38 sn 68.67sn 93 sn
Denek 2
50 sn 60 sn 85.98 sn 97 sn 125 sn 150 sn 170 sn
Denek 3
34 sn 40 sn 54.28 sn 67.94 sn 78.54 sn 98.12 sn 120 sn
Denek 4
51sn 60 sn 67.29sn | 80.02sn 99.34 sn 110 sn 138 sn
Denek 5
14.73 sn 19 sn 23.17 sn 30.61 sn 44 sn 59sn 90 sn
Denek 6
15.49 sn 33 sn 52.25sn 60.59 sn 79.09 sn 90.40 sn 120.63 sn
Denek 7
3.73 sn 6.70 sn 9.11 sn 12.10 sn 18.46 sn 22.14 sn 34.08 sn
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Sekil 4.1 : Deneklerin hareketsiz kalma siirelerini karsilastiran grafik
4.2 Toplanan Serum Ornekleri Bulgular

Denek hayvanlardan alinan kanlar santrifiij isleminden sonra serumlarina ayrildi ve
protein miktarlart Olgiildii. Protein miktarlar1 ve biiyiik molekiillerden ayrilmasi

sonucunda olusan safliklar1 belirlendi.

Protein oOrnekleri serumdan izole edildikten sonra indirgenmez-zenginlestirme
kolonundan gegirildi boylece proteinlerin ¢oziintirliikleri daha fazla artti. Bu asamada
daha biiyiik olan proteinler ayristirilarak daha kiiciik kDa’a sahip olan proteinler
izole edilerek 2 boyutlu elektroforez isleminde daha net ayrigma saglandi. Serum

orneklerinin jele yiiklenmesi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2 : Serum Orneklerinin jele yiikklenmesi.
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4.3 2 Boyutlu Jel Elektroforezi Bulgular:

izole edilen protein drnekleri 6ncesi ve sonrasi durumlari olacak sekilde 2 boyutlu
elektroforez yapilarak biiylik 6l¢iide bulunan Albumin ve IgG proteinlerinin ayristig
gorilmektedir. Serum orneklerinden biiyiik proteinlerin ayrismasi oncesi ve sonrasi

jel goriinlimii Sekil 4.3 de gosterilmistir.

Sekil 4.3 : Serum 6rneklerinden biiylik proteinlerin ayrismasi oncesi ve sonrast jel
gorinimdu.

Tez kapsaminda yapilan calismanin biiylikk kismini olusturan 2 boyutlu jel

elektroforez sonuclar1 kapsaminda asagida kontrol ve depresyon gurubu deneylerinin

saflagtirilmis serum Orneklerinin karsilagtirilmig goriintiileri bulunmaktadir. Her

gurup iki kere yiiriitilmiis ve sonuglar bilgisayar yardimiyla cakistirilip yine

bilgisayar yardimiyla ortalamalar1 alinmistir.
4.4 Farkh ifade Edilmis Protein Bulgulari

Farkli ifade edilen proteinler jel iizerinde nokta halinde belirirler ve goz ile
goriinmeleri ¢ok zordur. Ozellikle aym noktalarm farkli biiyiikliikte goriinmeleri
normal gozle anlagilmazlar. Bu yiizden jeller yazilim yardimiyla dijital ortama
yiiksek ¢Oziiniirliiklii bir kameraya sahip olan VerdaDoc MP4000 sistemi ile
cekilerek aktarildi. iki gurup iki kere tekrar edilerek proteinler jelde spot halinde
gozlemlendi. PDQuest Advance analizi kullanilarak yapilan spot analizine ait
resimler asagida belirtilmistir. Jellerin birbirlerine olan benzerliklerini gdsteren

“scatter” plot Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.4 : Jellerin birbirlerine olan benzerliklerini gosteren “scatter” plot.

Protein spotlar1 belirlendikten sonra eslestirildi ve aralarindaki regiilasyon oranlarin
bulabilmek i¢in analize tabi tutuldu. Elde edilen spot dagilim profillerinin birbirine
olduk¢a benzer olmalarina karsin bilgisayar yazilimi ile farkliliklar ortaya
cikmaktadir. Gruplar arasinda ifade edilen proteinlerin jel tizerinde goriiniimii Sekil

4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Group D

3.0 ———— 10.0
150kDa =1 : 2
100kDa
75kDa

150kDa
100kDa
75kDa

50kDa 50kDa

37kDa 37kDa

25kDa 25kDa

Group K

3.0 —— 10.0 3.0 —— 10.0

150kDa

100kDa
75kDa

50kDa
37kDa
25kDa

Sekil 4.5 : Gruplar arasinda ifade edilen proteinlerin jel lizerinde goriiniimii
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Sekil 4.6: Gruplar arasinda farkli ifade edilen proteinlerin jel lizerinde goriiniimii

4.5 MALDI-TOF Analiz Bulgular

Jeller iizerinde bilgisayar yazilimi ile belirlenen noktalar alinarak MALDI-TOF
cihazi ile protein dizilemesi yapildi. Dizilemesi yapilan proteinler jel iizerinde

cakistirilmasinin yapilmasi asagidaki jel goriintiisiiyle gosterilmistir.

Burada edinilen bulgular neticesinde oOncelikle degisim gosteren proteinlerin

biyolojik proses analizi yapildi. Bunlar Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Sekil 4.7: Gruplar arasinda ifade edilen proteinlerin yazilim ile belirlenmesi

44



Tablo 4.3 : Degisim gosteren proteinlerin biyolojik proses analizi

#pathway pathway description observe false matching proteins in your network (labels)
1D d gene discover
count y rate
G0.003436 | plasma lipoprotein particle 4 | 9.86e-08 | Apoal,Apob,Apoe,Scarbl
9 remodeling
G0.003334 | cholesterol efflux 4 | 1.93e-07 | Apoal,Apob,Apoe,Scarbl
4
G0.009700 | regulation of plasma lipoprotein 4 | 7.95e-07 | Apoal,Apob,Apoe,Scarbl
6 particle levels
G0.000820 | cholesterol metabolic process 5 | 1.05e-06 | Apoal,Apob,Apoe,Lcat,Scarbl
3
G0.000606 | alcohol metabolic process 6 | 1.55e-06 | Apob,Apoe,Lcat,Rbp4,Scarbl,Ttr
6
G0.004263 | cholesterol homeostasis 4 4.6e-06 | Apoal,Apob,Apoe,Scarbl
2
G0.003399 | response to lipid 8 | 7.45e-06 | Apoal,Apob,Apoe,Lcat,Ppara,Rbp4,Scarbl, Tf
3 rc
G0.001088 | regulation of cholesterol storage 3 | 8.97e-06 | Apob,Ppara,Scarbl
5
G0.004369 | reverse cholesterol transport 3 | 1.35e-05 | Apoal,Apoe,Scarbl
1
G0.001943 | triglyceride catabolic process 3 1.9e-05 | Apoal,Apob,Apoe
3
G0.004215 | lipoprotein metabolic process 4 | 2.71e-05 | Apob,Apoe,Lcat,Ppara
7
G0.003030 | cholesterol transport 3 | 5.77e-05 | Apob,Apoe,Scarbl
1
G0.001585 | organic hydroxy compound 4 | 7.27e-05 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl
0 transport
G0.004583 | positive regulation of lipid 4 | 0.000138 | Apoal,Apoe,Ppara,Scarbl
4 metabolic process
G0.001591 | phospholipid transport 3 | 0.000151 | Apoal,Apoe,Scarbl
4
G0.004689 | regulation of lipid biosynthetic 4 | 0.000151 | Apoal,Apob,Apoe,Scarbl
0 process
G0.005118 | vitamin transport 3 | 0.000151 | Apoal,Rbp4,Scarbl
0
G0.000686 | lipid transport 4| 0.00022 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl
9
G0.004887 | chemical homeostasis 6 | 0.000234 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl, Tf, Tfrc
8
G0.001087 | lipid localization 4| 0.00029 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl
6
G0.004428 | small molecule metabolic process 7 | 0.00029 | Apob,Apoe,Lcat,Ppara,Rbp4,Scarbl,Ttr
1
G0.004215 | lipoprotein catabolic process 2 | 0.000505 | Apob,Apoe
9
G0.001003 | response to organic substance 8 | 0.000672 | Apoal,Apob,Apoe,Lcat,Ppara,Scarbl,Tf,Tfrc
3
G0.001604 | lipid catabolic process 4 | 0.000703 | Apoal,Apob,Apoe,Scarbl
2
G0.000670 | cholesterol catabolic process 2 | 0.000841 | Apoe,Scarbl
7
G0.001088 | positive regulation of cholesterol 2 | 0.000841 | Apob,Scarbl
6 storage
G0.003437 | very-low-density lipoprotein particle 2 | 0.000841 | Apoal,Apoe
2 remodeling
G0.005508 | lipid homeostasis 3 | 0.000988 | Apob,Apoe,Scarbl
8
G0.003236 | regulation of lipid transport 3 0.00104 | Apoal,Apoe,Ppara
8
G0.001087 | positive regulation of cholesterol 2 0.00118 | Apoal,Apoe
3 esterification
G0.001921 | regulation of steroid metabolic 3 0.00118 | Apoal,Apob,Apoe
8 process
G0.003438 | low-density lipoprotein particle 2 0.00118 | Apob,Scarbl
3 clearance
G0.005077 | regulation of immune response 4 0.00118 | Apoal,C4a,Crll,Scarbl
6
G0.004688 | positive regulation of lipid 3 0.00136 | Apoal,Apoe,Scarbl
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9 biosynthetic process

G0.001568 | ferric iron transport 2 0.00152 | Tf,Tfrc

2

G0.003370 | phospholipid efflux 2 | 0.00152 | Apoal,Apoe

0

G0.003438 | high-density lipoprotein particle 2 | 0.00152 | Apoal,Apoe

0 assembly

G0.003475 | cellular hormone metabolic process 3 0.00152 | Rbp4,Scarbl,Ttr

4

G0.003475 | iron ion transmembrane transport 2 0.00152 | Tf,Tfrc

5

G0.000972 | response to hormone 6 0.0018 | Apoal,Apob,Apoe,Lcat,Ppara, Tf
5

G0.003252 | response to retinoic acid 3 | 0.00236 | Apoe,Rbp4,Tfrc

6

G0.000669 | steroid biosynthetic process 3 0.00276 | Apoal,Apoe,Scarbl

4

G0.007170 | organic substance transport 6 0.00278 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl,Tfrc, Ttr
2

G0.000225 | activation of immune response 3 0.0028 | C4a,Crll,Scarbl

3

G0.000193 | endothelial cell proliferation 2 | 0.00311 | Apoal,Scarbl

5

G0.004353 | blood vessel endothelial cell 2 | 0.00311 | Apoal,Scarbl

4 migration

G0.001401 | peripheral nervous system axon 2 0.00357 | Apoal,Apoe

2 regeneration

G0.004476 | single-organism transport 7 | 0.00357 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl, Tf Tfrc,Ttr
5

G0.007032 | triglyceride homeostasis 2 | 0.00357 | Apoal,Scarbl

8

G0.000662 | lipid metabolic process 5 0.00404 | Apoe,Lcat,Ppara,Rbp4,Ttr
9

G0.000110 | response to acid chemical 4 0.00414 | Apob,Apoe,Rbp4,Tfrc

1

G0.005100 | positive regulation of nitric-oxide 2 0.0049 | Apoe,Scarbl

0 synthase activity

G0.007139 | cellular response to lipid 4 | 0.00502 | Apob,Apoe,Ppara,Scarbl
6

G0.190170 | response to oxygen-containing 6 0.00506 | Apob,Apoe,Ppara,Scarbl,Tf,Tfrc
0 compound

G0.003237 | regulation of cholesterol transport 2 0.00551 | Apoal,Apoe

4

G0.009020 | positive regulation of triglyceride 2 | 0.00707 | Apoal,Scarbl

8 metabolic process

G0.000820 | steroid metabolic process 3 0.0115 | Apob,Apoe,Lcat

2

G0.004257 | retinol metabolic process 2 0.0115 | Rbp4,Ttr

2

G0.000681 | ion transport 5 0.0117 | Apoal,Apoe,Scarbl, Tf,Tfrc
1

G0.000687 | cellular iron ion homeostasis 2 0.0118 | Tf,Tfrc

9

G0.000695 | complement activation, classical 2 0.0118 | C4a,Crll

8 pathway

G0.004222 | response to chemical 7 0.0118 | Apob,Apoe,Lcat,Ppara,Scarbl, Tf, Tfrc
1

G0.004471 | single-organism metabolic process 7 0.0118 | Apoe,C4a,Crll,Lcat,Ppara,Rbp4,Ttr
0

G0.000245 | humoral immune response mediated 2 0.0127 | C4a,Crll

5 by circulating immunoglobulin

G0.004559 | positive regulation of cell 4 0.0127 | Apoal,Apob,Apoe,Tf

7 differentiation

G0.000669 | cholesterol biosynthetic process 2 0.0136 | Apoal,Apoe

5

G0.004592 | positive regulation of fatty acid 2 0.0136 | Apoal,Ppara

3 metabolic process

G0.005099 | regulation of lipid catabolic process 2 0.0141 | Apoal,Scarbl

4

G0.009013 | epithelium migration 2 0.0141 | Apoal,Scarbl

2

G0.001407 | response to organic cyclic 5 0.0155 | Apoal,Apoe,Lcat,Ppara, Tf
0 compound
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G0.003134 | regulation of defense response 3 0.0155 | Apoal,Cril,Scarbl

7

G0.004425 | cellular lipid metabolic process 4 0.0155 | Apoe,Ppara,Rbp4,Ttr

5

G0.000695 | defense response 4 0.0157 | C4a,Crll, Tf,Tfrc

2

G0.001003 | response to inorganic substance 4 0.0162 | Apob,Lcat,Tf,Tfrc

5

G0.004586 | negative regulation of proteolysis 3 0.0167 | C4a,Crll,Pzp

1

G0.003303 | macromolecule localization 5 0.0179 | Apob,Apoe,Rbp4,Scarbl,Tfrc
6

G0.000664 | triglyceride metabolic process 2 0.018 | Apoal,Apoe

1

G0.007131 | cellular response to organic 5 0.018 | Apob,Apoe,Ppara,Scarbl,Tf
0 substance

G0.004851 | positive regulation of biological 7 0.0181 | Apob,Apoe,C4a,Crll,Rbp4,Scarbl,Tf
8 process

G0.004409 | negative regulation of molecular 4 0.0194 | Apoal,C4a,Ppara,Pzp

2 function

GO0.000695 | acute-phase response 2 0.0202 | Tf,Tfrc

3

G0.000695 | response to stress 6 0.0207 | Apoal,Apoe,C4a,Crll,Tf Tfrc
0

G0.004668 | response to copper ion 2 0.0208 | Lcat,Tfrc

8

G0.000269 | negative regulation of immune 2 0.0219 | Apoal,Cril

8 effector process

GO0.005134 | negative regulation of hydrolase 3 0.023 | Apoal,C4a,Pzp

6 activity

G0.190170 | cellular response to oxygen- 4 0.023 | Apob,Apoe,Scarbl,Tf

1 containing compound

G0.000989 | negative regulation of metabolic 5 0.0232 | Apoal,C4a,Crll,Ppara,Pzp
2 process

G0.004215 | lipoprotein biosynthetic process 2 0.0251 | Apoal,Apob

8

GO0.005077 | negative regulation of immune 2 0.0251 | Apoal,Cril

7 response

G0.001953 | protein metabolic process 6 0.0311 | Apob,Apoe,C4a,Crll,Lcat,Ppara
8

G0.003132 | regulation of cellular catabolic 3 0.0322 | Apoal,Ppara,Scarbl

9 process

G0.000695 | inflammatory response 3 0.0327 | Cda,Tf,Tfrc

4

G0.004470 | single-multicellular organism 7 0.037 | Apob,Apoe,Crll,Pzp,Rbp4,Scarbl, Tf
7 process

G0.006500 | regulation of molecular function 5 0.0428 | Apoe,C4a,Ppara,Pzp,Scarbl
9

G0.001072 | positive regulation of cell 3 0.0447 | Apoal,Apoe,Tf

0 development

G0.000166 | response to hypoxia 3 0.0472 | Ppara,Tf,Tfrc

6
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Ayrica diizeylerinde regiilasyon gbzlemlenen proteinler arasindaki baglantinin ortaya
cikartlmast amacli STRING analizi yapilmistir. Baglantilar deneysel veriler

tizerinden kurulmustur.

P I.Apob

— ENSRNOGO0000012744

— RGD1308350

Sekil 4.8 : STRING analizi

MALDI-TOF analizi ile kesin olarak degisimleri gosterilen spotlarin tam agiklamasi

ve benzerlik oranlari tam olarak tablo 4.4’de gdsterilmistir.

Tablo 4.4: Degisim gosterilen spotlarin tam agiklamasi ve benzerlik oranlari

Best Best Cale Seq.
Protein Protein | Expect | Match ' Cov.

Spot ssP | ACno. Best Protein I
Mass Score P (%)

ID Acc.

Best protein
Description

Ig kappa chain
C region, B
4,20E- allele

05 5 4,97 | 47% OS=Rattus
norvegicus
PE=1 Sv=1

Al 7112 | P01835 | KACB_RAT | 11594 82

Complement
C4 OS=Rattus
A2 7104 | P08649 | CO4_RAT 192042 48 0,13 16 6,99 | 6% norvegicus
GN=C4 PE=1
Sv=3

Serotransferrin
OS=Rattus

29 7,14 | 30% norvegicus
GN=Tf PE=1
Sv=3

1,90E-

Ad 7401 | P12346 | TRFE_RAT 76346 446 "

Alpha-1-
33 6,46 | 20% macroglobulin
OS=Rattus

A5 | 5002 | 063041 | AIM RAT | 167019 | 352 | %70F
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norvegicus
GN=Alm
PE=1 SV=1

Beta-2-
glycoprotein 1
6,00E- o OS=Rattus
39 24 8,59 | 44% norvegicus
GN=Apoh
PE=2 SV=2

A6 8504 | P26644 | APOH_RAT | 33175 421

Retinol-
binding
protein 4
14 5,69 | 50% OS=Rattus
norvegicus
GN=Rbp4
PE=1SV=1

2,40E-

A10 | 7106 | P04916 | RET4_RAT 23205 185 15

Apolipoprotein
A-IV
1,20E- 2% 512 | 43% OS—thtus
norvegicus
GN=Apoa4
PE=2 SV=2

Al2 | 2304 | P02651 | APOA4_RAT | 44429 338

Transthyretin
OS=Rattus

12 577 | 51% norvegicus
GN=Ttr PE=1
Sv=1

6,00E-

B1 5407 | P02767 | TTHY_RAT 15710 351 32

Apolipoprotein
A-1 OS=Rattus
30 552 | 47% norvegicus
GN=Apoal
PE=1 SV=2

1,50E-

B2 4103 | P04639 | POAL_RAT 30043 427 39

Belirlenen Proteinlerin Degisim Grafigi
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Sekil 4.9: Belirlenen proteinlerin degisim grafigi

Son olarak tanimlanan proteinler karsilastirmali olarak gosterilmistir. Kontrol ve
depresyon gurubu denekleri arasinda goriilen farkli protein ifadelerinin oranlari,

Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada zorunlu yiizme testi ile gelistirilen depresyon modelinde si¢can deney
hayvanlart kullanarak, serum Orneklerinde kontrol gurubuna karsi degisen protein

ifadelerinin karsilastirilmasi yapilmustir.

Depresyon ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Psikolojik testler, gesitli belirtilerle
depresyon teshisi [2, 7, 8, 15, 30, 50] konulabilirken molekiiler anlamdan bir ¢alisma
yeterli seviyede yapilmamustir [31, 37, 38]. Tibbi teshislerin en 6nemli avantaji erken
tan1 yapilmasi ve miidahalenin erken zamanda yapilmasina olanak saglamasidir.
Psikolojik rahatsizliklarmn ilerlemesinin en biiyilik etmenlerinden birisi ise ge¢ taninin
yapilmasidir [27, 71]. Bu nedenle kanser hastaliklarinda da en biiyiikk tibbi tani
yapma sekli olan antikora dayali testlerin psikolojik hastaliklarin erken tanisinda

kullanilabilmesi Onem arz etmektedir.

Model organizma olarak insana hem genetik hem de psikiyatrik olarak benzeyen
sicanlar deneysel depresyon modellerinde de ¢ok kullanilmaktadir. Bu ylizden deney
hayvanlarindan insana dogru gecerken oncelikli ¢alisma siganlarda yapilmasi dogru

analiz etme bakimindan onemlidir.

Gilintimiiz teknolojisinde molekiiler biyoloji teknikleri her alanda kullanilmaktadir.
Ozellikle tip alanindaki uygulamalar1 giincel sorunlarin ¢6ziime katki saglamaktadur.
Cogu tibbi teshis koyma yontemi metabolizmadaki belli olan proteinlerin
degisiminin belirlenmesiyle ortaya ¢ikmistir. Bu alanda 6nce olan tekniklerin basinda
MALDI-TOF ile protein dizilerinin belirlenmesi gelmektedir. Bilinmeyen
proteinlerin Oncelikle izoelektrik noktalarina gore ayrimindan sonra molekiiler
agirliklarina gore ayrilmalarindan sonra elektriksel alanda kalma siirelerine gore elde

edilen diziler ile tanimlanmasi saglanmaktadir. [104]

Calismada elde edilen sonuglara gore yeni ve ilk defa depresyon tanisina karsi

molekiiler biyoloji tekniklerinden olan 2 boyutlu elektroforez ve MALDI-TOF
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analizi ile potansiyel biyobelirte¢ elde edilmesi amaglanmistir. Elde edilen verilere

gore 9 farkli proteinin miktar1 ylizdelik olarak degiskenlik gostermistir.

Bu sonuglara gore Ig Kappa zincirinin C bolgesindeki alt biriminde depresyon
gurubundaki hayvanlarda kontrol gurubundaki hayvanlara gore bir artma
gbzlemlenmistir. Bu proteinin depresyon gurubunda bulunma oranit %73 iken kontrol
gurubunda %27 olarak belirlenmistir. immiinglobiilinin agir zincirlerinde bulunan bu
protein membran yapisinda bulunan antibodylerdendir. B lenfositlerinde iiretilen bu
protein humoral bagisiklikta gérev almaktadir. [L05] Complement C4 proteini de Ig
Kappa zincirinin C bolgesindeki alt birimi gibi depresyon gurubu ile kontrol gurubu
arasinda farklilik gosteren proteinlerden birisidir. Depresyon gurubunda bu proteinin
yiiksek ¢ikmasi bu proteinin daha fazla ifade edildigi anlamima gelmektedir. Bu
proteinin depresyon gurubunda bulunma orani %61 iken kontrol gurubunda %29

olarak belirlenmistir.

C3 ve CS5 proteinlerinin enzimatik olmayan yapist olan C4 proteini Klasik
tamamlama yolagi icin gereklidir. Yerel enflamatuar siireclerinin diizenleyicisi
olarak gorev alan Complement C4 proteini diiz kaslarin caligmasini indiikler ve
damarsal gegirgenligin artmasina neden olur. Bununla birlikte histamin salinimi arttir
boylece bagisiklik fonksiyonunda degisiklige neden olur. [106] Ayrica yine C4
proteinin artmasi depresyon gurubundaki hayvanlarin kaslarimin gerilmesine sebep

olabilmektedir.

Serotransferrin dolasim sisteminde demir iyonlarinin tasinimindan sorumlu olan
transferrinlerdendir. [107] Demir iyonlarmin hiicreye girisi sirasinda bir reseptor
olarak gorev yaparlar. Taginim sirasinda hiicreye ulagtiginda endositozu baslatir ve
demir iyonlar1 bdylece hiicreye girerler. Calisma sonucunda elde etti§imiz sonuglara
gore serotransferrin miktar1 O6nemli derecede depresyon guruplarinda kontrol
guruplarina gore artig géstermistir. Bu proteinin depresyon gurubunda bulunma orani
%64 iken kontrol gurubunda %36 olarak belirlenmistir. Organizmada demir
miktarinin artmasi depresyon ile birlikte cesitli hastaliklara neden olabilir. Bunlarin
basinda hemokromatoz adi verilen halk dilinde demir fazlalig1 olan hastalik goriilme

orani artabilir.
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Onemli derecede yiikselis gdsteren bir diger protein olan Alpha-1- Microglobulin
proteini omurgalilarda 6zellikle karacigerde bulunan bir proteindir. [108] Cokca kan
serumunda ve organlarin damar dist dokularinda bulunmaktadir. Organizmada
hemoglobinleri baglar ve onlar1 pargalama gorevine sahiptir. Boylelikle siirekli
olarak hem guruplarini dokulardan alarak parcalarlar. Bu proteinin depresyon

gurubunda bulunma orani %81 iken kontrol gurubunda %19 olarak belirlenmistir.

B (2) -Glikoprotein I (B (2) -GPI) kan i¢inde yiiksek konsantrasyonda dolasan bir
proteindir. B (2) -GPI'nin islevi 20 yildan fazla bir siiredir bir muammadir, B (2) -
GPI'nin antifosfolipid sendromunda dolasimdaki antikorlarin baslica antijeni oldugu
kesfedildi. Bununla birlikte, bu bilgi, proteinin fizyolojik rolii hakkindaki
anlayisimizi gelistirmemistir. Son yillarda, yeni bilgiler, dogal bagisiklikta bu
proteinin 6énemli bir iglevini 6énerdi. B (2) -GPI'nin lipopolisakkariti temizledigi ve
dolasimdaki mikro parcaciklar gibi istenmeyen anyonik hiicre kalintilarim
temizleyebildigi bulundu. B (2) -GPI'nin fonksiyonu, proteinin yapisal
konformasyonuna bagli gibi goriinmektedir ve B (2) -GPI'nin en azindan iki
konformasyonda var olabilecegi saptanmustir. Bu proteinin depresyon gurubunda

bulunma orani %53 iken kontrol gurubunda %47 olarak belirlenmistir.

A vitamini, karaciger depolarindan harekete gegirilir ve lipit alkol retinolii seklinde
plazmada tasinir ve belirli bir transport proteini, retinol baglayici protein (RBP) ile
baglanir. RBP'nin kimyasal yapisi, metabolizmas: ve biyolojik rolleri hakkinda ¢ok
sey bilinmektedir. RBP, molekiil agirligi 20.000'e yakin olan tek bir polipeptid
zincirdir [108]. RBP plazma prealbumin ile kuvvetli etkilesime girer ve normalde
plazmada 1: 1 molar RBP-prealbiimin kompleksi olarak dolasir. Prealbiiminin hem
birincil hem de {giinciil yapist bilinmektedir ve yakin zamanda RBP'nin primer
yapist bildirilmistir. Bu tagima sisteminde yer alan protein-protein ve protein-ligand
etkilesimleri hakkinda ¢ok bilgi mevcuttur. Bir¢ok klinik ¢alismada insanlarda RBP
ve prealblimin plazma seviyeleri iizerine ¢esitli hastaliklarin etkileri incelenmistir.
Karaciger hastalig1 olan hastalarda plazma RBP diizeyleri diisiiktiir ve kronik bobrek
yetmezligi olan hastalarda yiiksektir. Bu bulgular, RBP'nin karacigerde iiretildigi ve
esas olarak bobreklerde katabolize oldugu gergegini yansitiyor. Retinoliin ekstra-
hepatik dokulara verilmesi, RBP icin spesifik hiicre yiizeyi reseptorlerini icerdigi

goriilmektedir. Karacigerden alinan vitamin A mobilizasyonu ve periferik dokulara
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aktarim, RBP iiretim ve salim hizlarimi kontrol eden faktorler tarafindan biiyiik
oranda diizenlenir. Retinol eksikligi, plazma RBP seviyelerinin diismesine ve
karaciger RBP diizeylerinin yilikselmesine neden olacak sekilde RBP salgisin1 6zel
olarak bloke eder. Vitamin A ¢ksikligi olan si¢anlara retinol enjeksiyonu,
karacigerden plazmaya RBP'nin hizli salinmasini uyarir. Bu fenomenlere aracilik
eden hiicresel ve molekiiler mekanizmalar incelenmektedir. Bu proteinin depresyon
gurubunda bulunma oran1 %51 iken kontrol gurubunda %49 olarak belirlenmistir.
RBP proteini depresyon gurubundaki hayvanlarda kontrol gurubundaki hayvanlardan
cok az sekilde artmis olmast A vitamini metabolizmasini etkileyebilecegini

distindiirmektedir.

APOA4 geninin birincil translasyon iirlinii, bir 396 kalinti preproteini olup,
proteolitik isleme tabi tutarak apo A-IV, 376 kalintili olgun O-baglantili glikoprotein
iiretmektedir. Insanlar da dahil olmak iizere ¢cogu memelide, apo A-IV sentezi
barsakla smirlidir; Fare ve siganlarda hepatik sentez de olusur. [109] Apo A-IV yeni
sentezlenen silomikron pargaciklar1 yiizeyinde dolasima girer. Bagirsak yag emilimi,
apo A-IV sentezini ve salgilanmasini 6nemli olgiide artirir. Yaptigimiz calismaya
gore APOA4 proteinin depresyon sirasinda artis gostermistir. Bu proteinin depresyon

gurubunda bulunma orani %51 iken kontrol gurubunda %49 olarak belirlenmistir.

Prealoumin adi1 da verilen transtiretin, karaciger tarafindan iretilen ve kan
dolasiminda bulunan 6nemli proteinlerdendir. Temel goérevi, kan dolagiminda tiroid
hormonu tiroksin ve A vitaminini tagimaktir. Genellikle kisinin beslenme durumunu
ortaya koymak icin, beslenme yetersizligi olanlarda ve besin deste§i alan yogun
bakim hastalarinda yapilir. Ancak transtiretin ¢esitli hastaliklarda rolii olup

olmadigina dair arastirmalar devam etmektedir.

Transtiretin proteini kan dolagimindaki tiroksin hormonu ve A vitamininin
tasinmasinda gorev alsa da kan dolasiminda bulunan seviyesi kiginin beslenme
diizeyini belirler. Eger besin aliminda bir sorun varsa, kan dolasiminda birgok
maddenin diizeyinde yetersizlik olur. [110, 111] Bunu belirlemenin yollarindan biri,
kan dolagiminda belirli seviyelerde bulunmasi gereken maddeleri tahlil etmektir.
Transtiretin bu is i¢in son derece giizel bir ornektir. Kan dolasimindaki kisa yari

omrii sayesinde, beslenme diizeyini uygun bir sekilde ortaya koyar.
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Ayrica transtiretin sizofreni hastaligi ile de iliskili olabilecegi daha 6nce yapilan
caligmalarla ortaya konmustur. Yiiksek seviyede bulunan transtiretin sizofreni
hastaliginda da rol almaktadir. Sizofreni gibi norodejeneratif bir hastalik olan
depresyonda da bu proteinin ifadesinin artmis oldugu deneylerimizde de
gosterilmistir. Bu proteinin depresyon gurubunda bulunma oran1 %67 iken kontrol

gurubunda %33 olarak belirlenmistir.

Apolipoprotein Al, insanlarda APOA1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Lipid
metabolizmasinda spesifik bir role sahiptir. Yakin tarihli bir rapordaki metin APOA1
mRNA'nin endojen olarak eksprese edilen antisens RNA ile diizenlendigini ileri

surdi.

Apolipoprotein Al, plazmada HDL pargaciklarinin ana protein bilesenidir. [112]
Bagirsak enterositinden salinan chylomicronlar apo A1 igerir, ancak hizli bir sekilde

kan dolasiminda HDL'ye aktartlir.

HDL pargaciklarinin bir bileseni olarak protein, nakil i¢in (hiicrelerin disindaki suda)
hiicrelerden (atardamar duvarlarinin i¢indeki makrofajlar oksitlenmis LDL
parcaciklarindan asir1  yiilk haline gelmis olan) yaglar kabul ederek yag
molekiillerinin disar1 atilmasini saglar. LDL parcaciklari veya atilim i¢in karaciger de
dahil olmak iizere baska yerlerde. Cogu plazma kolesteril esterinin olusumundan
sorumlu olan lesitin kolesterolasiltransferaz (LCAT) igin bir kofaktordiir. Apo Al
ayrica bir prostasiklin (PGI2) stabilize edici faktor olarak izole edildi ve bu nedenle
antiklotlama etkisi gosterebilir. Onu kodlayan gendeki bozukluklar, Tangier hastalig
da dahil olmak iizere HDL eksikliklerine ve sistemik non-ndropatik amiloidoz ile
iligkilidir.

ApoAl siklikla kardiyovaskiiler hastaliklarin tahmini i¢in bir biyolojik belirte¢
olarak kullanilir. ApoB-100 / apoA1l orani (yani LDL ve daha biiyiik partikiiller ile
HDL partikiiller1), NMR ile dl¢iilmiis Lipoprotein (LDL / HDL) partikiil oranlar
daha da fazla miyokard enfarktiisii olay oranlar1 ile daha eski yontemlere gore daha

giiclii bir korelasyona sahiptir.

Caligmamizda belirlenen diger proteinlerin aksine depresyon guruplarinda kontrol

guruplarina gore diisiis gosteren bu protein oOzellikle yag metabolizmasindaki
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bozukluklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu proteinin depresyon gurubunda

bulunma oran1 %46 iken kontrol gurubunda %54 olarak belirlenmistir.

Calismamizda, depresyonun erken tanisinda kullanilabilecek yeni bir yontem bulmak
amaciyla model organizmanin serum Ornekleri i¢inde degisen proteinlerden
bilinmeyenlerin tayin edilerek tanimlanmasi amag edilmistir. Sonuglarda elde edilen
verilere gore depresyon guruplarindaki hayvanlarin kontrol gurubundaki hayvanlara
gore artis gosteren Ig Kappa Chain C Region, Complement C4, Serotransferrin,
Alpha-1- Macroglobulin, Beta-2- Glycoprotein 1, Retinol-Binding protein,
Apolipoprotein A-IV, Transthyretin proteinlerine ek olarak bunlardan farkli olarak
kontrol guruplarindaki hayvanlara gore depresyon gurubundaki hayvanlarda diisiik
olarak goriilen Apolipoprotein A-I proteini birlikte diisiiniilerek major depresyon

tanisinda kullanilabilecek bir yeni bir tani sistemi belirlenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonug¢

Glinlimiizde psikiyatrik problemlerin varligi hem bireysel hem de toplumsal agidan
dikkat ¢ekecek oOlclide artmistir. Depresyon, diinya niifusunun yaklasik %20°1 gibi
blyiik bir kismini etkileyecek kadar yaygin olmasi yaninda; giinliikk yasam
islevselligini bozarak neden oldugu yeti kayiplari, ekonomik sonuglar1 ve yiiksek
intihar egilimi nedeniyle de en 6nemli psikiyatrik sorunlardan biri olma 6zelligini
stirdiirmektedir [1]. Genetik ve metabolik yatkinlik ile stres ve yasam olaylar1 gibi
cevresel faktorlerin birlikte etkin oldugu g¢ok faktorlii bir etiyolojiye sahiptir.
Anatomik isaretler yeterli olmasa da bircok islevsel bulgu beyin devrelerinin
etkilendigini kesinlikle gostermektedir. Depresyon norobiyolojisinde yapilan
calismalar ve tedavide kullanilan antidepresan ilaglarin etki mekanizmalarinin
cesitliligine ragmen tedaviye yiiksek oranda yanit alinamamasi veya olusan yanitta
gecikme ile goriilmesi gibi klinik sorunlar bu alanda yapilacak klinik Oncesi

caligmalarin 6nemini korumasini saglamaktir. [2]

Major depresyon hastalarinda beyni incelemek i¢in molekiiler profil teknolojileri
kullanilarak yapilmis bir¢ok arastirma vardir. Depresyonda beyinde meydana gelen
protein seviyesindeki degisimlerin ve diger proteinlerle iliskisinin belirlenmesi
sendromun ilerlemesi agisindan 6nemlidir. Proteomikler, yakin zamanlarda beyin
hastaliklarinin tanilar1 i¢in uygun belirteglerin kesfi, hastalik seyrini izleme ve yeni
tedavi hedeflerini belirlemek iizere kullanilmaya baglanan yaklasimlardan biridir [3].
Gen diizenlenmesi ve protein ekspresyonlarinin karmasik dogasi ve bunlarin ¢evresel
ve digsal faktorlerle etkilesimini insan beyninde incelemenin giigliigii arastirmalarin
hayvan modelleri iizerine odaklanmalarina neden olmustur [4]. Hayvanlarda
yiiriitiilen klinik 6ncesi ¢aligmalar hem depresyonda noron isleyisinin farkli boyutlari
ile ilgili bilgi birikimimizi arttirir hem de taniya yonelik caligmalarin gelismesine

yonelik katki saglar.
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Insan metabolizmasindaki degisimler kandan izole edilen seruma da yansimaktadir.
Hastanelerde taniya yonelik yapilan pre-klinik ¢alismalarda oncelikle biyokimyasal
bulgular g6z 6nilinde bulundurulmaktadir. Gliniimiizde, alinan serum 6rneklerindeki,
belirteclerle belirlenen degisimler metabolik bir bozukluk ya da hastaligin teshisinde
kullanilmaktadir. Heniiz siganlarda zorunlu yiizme testi ile olusturulan depresyon
modeli ile yapilmig bir proteomik ¢aligmasi bulunmamaktadir. Min Young Lee ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada major depresyon modeli yapilmis siganlarda
antidepresan ilaglar1 verilmis ve verilmemis hasta sicanlarda degisen proteinlerin
seviyesi gosterilmistir. [5] Bu calismada ileri kromatografik tekniklerle aminoasit
miktarlarina bakilmig olsa da 2 boyutlu elektroforez yontemi ile proteomik

konusunda bir bilgi verilmemistir.

Bu amacla zorunlu yiizme testi ile olusturulmus olan deneysel major depresyon
modeli kullanarak si¢anlarda deney yapilmistir. Elde edilen depresyon gurubu ve
kontrol gurubu deneklerinden elde edilen serumlar i¢indeki bilinmeyen proteinlerin
degisimi gozlenmis ve bunlar tanimlanmistir. Calisma kisaca su asamalardan
olusmustur.

e Zorunlu Yiizme Testi

Bu asamada 7 adet hayvan depresyon gurubu olan secildi ve zorunlu yiizme testi
uygulanarak depresyon modeli gelistirildi. Bu model sonucunda olusturulan yiizme
alaninda cesitli kriterler kullanilarak hayvanlarin depresyona girmeleri saglanda.
Kontrol amach zorunlu ylizme testi kriterlerine gore hayvanlarin depresyona
girdikleri belirlendi. Depresyon gurubuna ek olarak kontrol gurubu yani hi¢bir mode
gelistirilmeyen 7 adet hayvan secilerek bu guruptaki hayvanlara higbir etkide
bulunulmada.

e Serum Orneklerinin Toplanmasi

Depresyon modeli gelistirilen guruptaki ve kontrol gurubundaki hayvanlardan elde
edilen serumlar ¢alisma yapilacak giline kadar -80°C’de saklandi. Serum Ornekleri
cesitli kromotografik yontemlerle zenginlestirilip biiylik molekiillerden arindirilarak
calismaya uygun hale getirildi.

o 2 Boyutlu Jel Elektroforezi

Serum oOrnekleri belirli asamalardan gectikten sonra deneye hazir hale geldiler.
Ornekler ayri jellerde ayn1 ortamda yiiriitiilerek genel protein profillemesi yapildi.

Elde edilen sonuca gore proteinlerin uygun pH’da yiiriitilmeleri kararlastirildi. pH
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belirleme adimindan sonra elde edilen verilere gére 2 boyutlu jel elektroforezi
yapild1 ve bilinmeyen proteinlerin belirlenmesi i¢in bilgisayar yazilimi ile inceleme
asamasina gegildi.

e Farkl1 ifade Edilmis Proteinleri Belirleme

Bilgisayar yazilimi ile inceleme agamasin sirasinda elde edilen verilerle farkli ifade
edilmis proteinler belirlendi. Bu adimda gozle goriilmesinin miimkiin olmadig1 ve
ayirim giiciiniin zor olmasi nedeniyle analizler bilgisayar yazilim ile yapildi. Protein
ifade farkliligi belirlenen noktalar jelden izole edilerek dizilerinin belirlenmesi igin
MALDI-TOF adimina gegildi.

e MALDI-TOF Analizi

Calismanin son agsamasi olan MALDI-TOF analizi asamasinda, guruplar arasinda
farkli ifade edildigi belirlenen noktalarin dizileri elektriksel alanda aminoasit kalim
stirelerini hesaplama yoluyla belirlendi. Aralarinda anlamli farklilik bulunan protein
ifadeleri karsilastirilarak elde edilen 9 farkli noktanin ayr1 ayr1 yada bir ka1 birlikte
kullanilarak potansiyel biyobelirte¢ olabilecekleri sonucuna varildi.

6.2. Oneriler

e Zorunlu ylizme testi ile olusturulan major depresyon modellerinin kesin olarak
depresyonda kullanilmasi halen giincel literatiir ile tam olarak desteklenmemektedir.
Bu ylizden model organizmalarla yapilan ¢aligmalarin insan ¢alismalarina
aktarilmas1 konusunda tereddiitlerin olugmasina neden olmaktadir. Bu yiizden
psikanaliz sonucu depresyon tanisi konmus insanlarla ¢aligma yapilmasi sonuglarin
daha dogru olmasini saglayabilir.

e Serum genel anlamda metabolik degisimleri gosterse de major depresyonun beyin
ile iliskilendirilmesi daha baskin oldugundan dolay1 beyin metabolizmasi ile ilgili
calisilmasi i¢in beyin dokularinin analiz edilmesi daha uygun sonugclar ele edilmesini
saglayacaktir.

e Insan beyni dokularina ulasmanin zor olmasi bu yonde negatif etki etse de major
depresyon tanis1 konduktan sonra hayatini kaybeden hastalardan elde edilecek beyin
dokusu ile caligsmalar daha da bilgi verici olabilir.

e Protein ayirmada kullanilan kolonlar hala giiniimiiz teknolojisine ragmen istenilen
verimde calisma konusunda eksikliklere sahiptir. Kromotografi sirasinda olusan

protein kayiplar1 gercek bir biyo belirte¢ iiretme asamasinda zorluklara sebep
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olmaktadir. Bu ylizden daha gelismis yontemlerle kromotografi yapmak daha kesin
sonuglara neden olacaktir.

e Elektroforez yonteminde kullanici hatalar1 ve pipet hatalarindan dolay1 yanlis
sonu¢ alma olasilig1 artmaktadir. Bu ylizden artik daha yeni teknolojilerden olan
mRNA diizeyinde ifadeler analiz edilerek bir¢ok biyobelirtecin bi arada oldugu tanm
tekniklerinin tiretilmesi daha gercek sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir.

e Elde edilen bilinmeyen proteinler molekiiler genetik teknikleri kullanilarak
prokaryotik ya da okaryotik mikroorganizmalar kullanilarak antijen olarak ifade
ettirilip devaminda {iretilen antijenler hibridoma dayali yada faj display teknigine
dayali antikor iiretme yontemleri kullanarak iiretilen antikorlar ile de biyokimyasal
tan1 kitleri iiretilebilir. Yine antijene dayali tani kitleri gibi antikora dayal1 tani kitleri
tiretilerek major depresyon hastaligi i¢in erken teshis yapilabilir.

e Flde edilen sonuglarin kas fizyoloji ¢alismalar1 ile birlikte yapilmasi halinde
depresyon modelinin dogrulugunu arttirabilir. Ortaya ¢ikan sonuglarin depresyon
modelinden mi yoksa kaslarin kasilmasi sonucunda mi1 ortaya c¢iktigi konusundaki

soru isaretlerini giderecektir.
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EK A : Etik kurul onay formu

Jola_g[ot
T |03/ @ FoTem ‘
BEZMIALEM
. T.C.
BEZMIiALEM VAKIF UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU
KARAR METNi
SAYI: 2016/ 10L& 27.05.2016

KONU: Sn. Prof.Dr.ismet KIRPINAR
Saymn, Prof.Dr.ismet KIRPINAR
“Siganlarda Zorunlu Yiizme Testi ile olusturulan depresyon modelinde 2 boyutlu

elektroforez ile tamya yonelik proteinlerin arastirilmast” baghkli projeniz 27.05.2016
tarihinde yapilan Yerel Etik Kurul toplantisinda degerlendirilmis ve onanmistir.

Prof. Dr. Efhan- AYSAN
-
Prof. Droseldsr DsOMEZ Yrd. Dog. Dr. Omer UYSAL
ye - Uye
Vet. Hek. Mert CELIKTEN Nasuhi GUNAY Hakan AKTURK
Uye Uye Uye
Z A
/
/

* Etik kurulumuzdan onam alan her proje igin, ¢alisma baslamadan ii¢ ay once ¢aligilacak
hayvan rezervinin uygunlugunu (tiir, yas, cinsiyet) belirlemek amaciyla Deney Hayvanlan
Laboratuvarina bagvurulmalidir.
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