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OZET
Genetik Absans Epilepsili Sicanlarda Beyin Protein

Dagilimindaki Yasa Bagh Degisiklikler

Epileptik hastalarda ve deneysel epilepsi modellerinde yapilan arastirmalar, ndbet
aktivitesi ile ilgili norotransmitter sistemler, iyon kanallar1 ve genler, beyin
bolgeleri/yolaklar hakkinda onemli bilgiler ortaya koymaktadir. Bu genis bilgi birikimine
karsin, epilepsi ile sonuglanan ndronal agdaki molekiiler degisiklikler ile  ilgili
mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bu g¢alismada, WAG/Rij siganlarda
absans nobetlerin yasa bagl gelisim 6zellikleri proteomiks yontemi kullanilarak molekiiler
diizeyde degerlendirildi.

Farklilik gosteren proteom ekspresyonlar (1/6 aylik) WAG/R1j ve kontrol Wistar
sicanlarinin korteks, hipokampus ve talamuslar1 arasinda iki boyutlu jel elektroforezi ile
calisildi. Segilen spotlardan MALDI spektrometresinde tanimlanan yasa bagl olarak farkli
eksprese olan olas1 proteinler korteksde 6 ve talamusda 3 iken, tiire bagli olarak farkli
eksprese olan proteinlerin sayisi korteksde 8, talamusda 7°dir. Bu proteinler myosin light
chain4, neuron-specific vesicular protein calcyon, stathmin-4, phosphoserine phosphatase,
CLTAprotem, GTP-binding protein rheb, transmembrane emp24 domain-containing
protein, tetratricopeptide repeat protein 36, protein FAMA46B, annexinA5, 3-alpha-
hydroxysteroid  dehydrogenase, 2'-5' oligoadenylate  synthetase-likel  protein,
transcriptional activator protein pur beta, nuclear distribution protein nude homologl,
survival of motor neuron protein-interacting proteinl, endophilin-Al, glycosyltransferase 6
domain-containing  proteinl, = GTP-binding  protein 8, probable trna(his)
quanylylttransferase, rib43a-like with coiled coils protein2, cathepsin g2, actin-related
protein 2/3 complex subunit 5-like protein, uncharacterized protein c8orf42 homolog,
ubiquitin-conjugating enzyme E2 N’dir. Hipokampusda yas veya tiirle iligkili degisikler
tanimlanamamustir.

Bu proteinlerin tanimlanmasi; absans epilepsinin patogenezi ile iliskili molekiiler

degisikliklerin daha iyi anlasilmasina katkida bulunabilir ve epilepsi tedavisine yonelik
farmakoproteomik verileri arttirabilir.

Anahtar Kelimeler: Proteomiks, Absans epilepsi, WAG/Rjj sigan.



ABSTRACT

Age-Related Changes Of Brain Protein Distribution In Genetic Absence Epilepsy
Rats

Research conducted with epileptic patients and the experimental models of epilepsy
revealed crucial information about the brain regions/pathways, ion channels,
neurotransmitter systems and genes involved in seizure activity. Despite this vast
accumulation of information, mechanisms related to moleculer changes in the neural
network resulting in epilepsy has not been fully understood yet.

In this study, we investigated the developmental age-related characteristics of
absence seizures at the molecular level using proteomics techniques.

Differential proteome expression between cortex, hippocampus, thalamus of (1/6
months of age) Wag/Rij rats and control Wistar rats were examined by two-dimensional
gel electrophoresis. Whereas number of age-related differentially expressed potential
proteins identified in cortex and thalamus selected from spots by MALDI spectrometry
was 6 and 3, respectively, strain-related was 8 and 7. Those proteins included myosin light
chain4, neuron-specific vesicular protein calcyon, stathmin-4, phosphoserine phosphatase,
CLTAprotein, GTP-binding protein rheb, transmembrane emp24 domain-containing
protein, tetratricopeptide repeat protein36, protein FAMA46B, annexinA5, 3-alpha-
hydroxysteroid  dehydrogenase, 2'-5' oligoadenylate  synthetase-likel  protein,
transcriptional activator protein pur beta, nuclear distribution protein nude homologl,
survival of motor neuron protein-interacting proteinl, endophilin-Al, glycosyltransferase
6domain-containing proteinl, GTP-binding proteing, probable trna(his)
quanylylttransferase, rib43a-like with coiled coils protein2, cathepsing2, actin-related
protein 2/3 complex subunit 5-like protein, uncharacterized protein c8orf42 homolog,
ubiquitin-conjugating enzyme E2N. Age or strain related changes could not be identified in
hippocampus.

Identification of these proteins may contribute to better understanding of the

molecular changes related to pathogenesis of absence epilepsy and may improve new
pharmacoproteomic datas on the treatment of epilepsy.

Key words: Proteomic, Absence epilepsy, WAG/RIj rat.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

2D : Iki boyutlu

2-DE : iki boyutlu jel elektroforezi

2’-5 OAS : 2°-5’ oligoadenylate synth

2°-5’As : 2°-5” bagli oligodenylates

3D : Ug boyutlu

30-HSD : 3a-hidroksisteroid dehidrogenaz

50-DHT : 5a-dihidrotestosteron

Ach : Asetilkolin

ACN : Asetonitril

ACTH : Adrenokortikotropin hormon

ADNFLE : Otozomal dominant nokturnal frontal lop epilepsi
ALLO : Allopregnanolon

AMPA : a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol proprionat
Arp 2/3 kompleks : Actin-Related Protein 2/3 Complex
BBF : Bromofenol mavisi

BFNNC : Benign ailesel neonatal konvulsiyonlar

BSA : Bovin serum albumin

Ca+2 : Kalsiyum

CAE : Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi

CaMKII : Ca/kalmodulin bagimli kinaz II

CHAPS : 3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonyum]-1-propansiilfonat



CHCA : a- Siyano-4- hidroksisinnamik asid

CL : Intralaminar cekirdeklerin sentrolateral ¢ekirdegi
D1 : Dopamin 1

D2 : Dopamin 2

DAG : Diagilgliserol

DDD : Diken Dalga Desarjlari

DEHB : Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
DTT : Diklorodifeniltrikloroetan

E1 : Ubiquitin aktive edici enzim

E2 : Ubiquitin konjuge edici enzim

E3: Ubiquitin ligaz

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

EEG : Elektroansefalogram

EPSP : Eksitator Postsinaptik Potansiyel

ERAD : Endoplazmik retikulunla iligkili degredasyon
ESI : Elektrosprey iyonizasyon

FS : Febril Nobetler

FTMS : Fourier kiitle doniistiiriiciisii

GABA : Gama Amino Biitirik Asit

GAERS : Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg
GEFS+ : Febril nobetli jeneralize epilepsi

GHB : Gamma hidroksi biitirat

HCI : Hidroklorik asit

Hip 1 : Hungtingtin interacting protein 1

Hip 1R : Hip 1 ile iligkili reseptor



Hsp : Is1 sok proteini

IEF : Izoelektrik fokuslama

IGE : idiyopatik Jeneralize Epilepsiler

ILEA : International League Aganist Epilepsy (Uluslar aras1 Epilepsiyle Savas Dernegi)
IP3 : Inozitol trifosfat

IPSP : Inhibitdr Post Sinaptik Potansiyel

IT : Diisiik esikli gecici Ca+2 akimi

I.p. : Intraperitonal

LGN : Lateral genikiilat niikleus

LM : Luck Mass

LTP : Uzun siireli potansiyalizasyon

MALDI : Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonlasma
MA : Molekiiler agirligi

mGluR : Metabotropik Glutamat Reseptorii

MS : Kiitle spektrometresi

mTLE : Mesial temporal lop epilepsisi

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NH4HCO3 : Amonyum bikarbonat

NMD : Nonsense aracili bozulma

NMDA : N-metil-D-Aspartat

NPF : Niikleasyon olusturucu faktorler
N-WASP : Wiskott-Aldrich sendrom proteini

pl : Izoelektrik noktasi

PLGS : Protein Lynx Global Server

PTM : Post-translasyonel modifikasyon



PTZ : Pentilentetrazol

RTN : Retikiiler Talamik Cekirdekler .

S1 po : Primer somatosensor korteksin peri-oral bolgesi
S1FL: primer somatosensor korteksin forelimb bdlgesi
S1HL : Primer somatosensor korteksin hind-limb boélgesi
SCG10: Siiperior servikal ganglion 10

SDS : Sodyum dodesil siilfat

SDS-PAGE : Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
SSS : Santral sinir sistemi

STMN:Stathmin

SWD : Spike-wave discharges (diken-dalga desarjlar1)
TC : Talamokortikal

TEMED : Tetrametiletilendiamin

TFA : Trifloroasetik asit

THIP : {4,5,6,7-tetrahidroisoksazolo[4,5,-c]piridine-3-ol}
TLE : Temporal Lop Epilepsisi

TOF : Dogrusal-ugus-zamant

TPR : Tetratrikopeptid tekrar protein

TSK : Tiiberoz skleroz kompleksi

UV : Ultraviyole

VDACI : Voltaj bagimli anyon kanal1 1

VDAC2 : Voltaj bagimli anyon kanali 2

VGLUTI : Vezikiiler glutamat tasiyicist 1

VGLUT2 : Vezikiiler glutamat tasiyicisi 2

WAG/RIj : Wistar Albino Glaxo/Rijswijk
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1.GIRiS

Epilepsi diinyada %1 prevelansa sahip oldugu dngoriilen, yaygin ve ciddi noérolojik
bir bozukluktur. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2009 verileri diinyada yaklasik 50 milyon
epilepsili hasta oldugunu bildirmektedir. Epilepsi insidansi ¢ocukluk ¢aginda ve yaslilikta
en yiiksek diizeydeyken, erken erigkinlikte daha disiiktiir (Zupec-Kania and Spellman,
2009).

Epileptik ndbet beyindeki ndronlarin anormal, asir1 veya senkron aktivitesinden
kaynaklanan, gecici semptomlar olarak tanimlanirken, epilepsi kognitif, psikolojik,
norobiyolojik sonuglari ile siirekli bir epileptik ndbet olusturmaya yatkinlik ile karakterize
bir bozukluktur. Epilepsiler, primer (idiyopatik) ve belirlenebilen bir nedene bagli olarak
sekonder gelisebilir. Absans epilepsi idiyopatik jeneralize epilepsilerin tipik bir 6rnegi
olarak yaygin bir sekilde calisilmistir. Bu epilepsi tipinin bircok &zelligini yansitan genetik
hayvan modellerinin var olmasi, hastaligin nedenleri, fizyopatolojisi ile ilgili farkli

tekniklerin kullanildig1 ¢ok sayida ¢alismanin yapilmasina firsat vermistir.

Proteomiks teknolojisi, eksternal uyarilara veya gelisimsel degisikliklere, internal
durumlara cevap olarak organizmanin veya dokunun ve hiicrelerin degisen proteinlerini ve
farkl1 protein ekspresyon profillerini goérmemize yardimci olarak, karmagsik biyolojik
mekanizmalar1 aydinlatmaya aracilik eden giiclii bir teknolojidir. Su ana kadar, deneysel ve
Klinik proteomiks ¢alismalarinda, O6zellikle temporal lop epilepsisinde (TLE) gerek
epileptik beyin bolgelerinde (biopsi ve otopsi Orneklerinde) gerekse serebrospinal sivida
calisilmis olmasina ragmen, absans epilepsi ile ilgili olarak heniiz az sayida caligma
literatiirde bulunmaktadir. Bu g¢aligmalarda deneysel absans epilepsi modellerinden olan
stg/stg mutant ve y-butirolaktan ile indiiklenen fare modellerinde, proteomiks teknigi

kullanilarak talamustaki proteomlar incelenmistir.

Insandaki absans epilepsi ile benzerliklerinden dolay1 gegerli bir genetik model
olarak kullanilan Wistar Albino Glaxo from Rijswijk (WAG/Rij) siganlarda
elektroensefalografide (EEG) kendiliginden goriilen diken dalga desarjlart (DDD) 2-3
aylikken ortaya cikmakta iken, 6 aylik siganlarda tam olarak goriilmektedir. Absans

epilepsinin protein profilleri, absans epilepsi modeli olarak segtigimiz genetik bir model



olan WAG/Rjj sicanlarda daha once hi¢ calisiimamistir. Ayrica ¢alismamizda WAG/Rij
sicanlarin, adi gecen calismalarda kullanilan deneysel modellerden farkli olmasi; bu
alandaki veri c¢esitliligine katkis1 ve yapilan bu ¢alismalarin sonucunda ortak ya da farkli
bulunabilecek molekiillerin degerlendirilmesi yoniiyle de 6nem arz etmektedir. Absans
epilepsi ile iligkili olabilecek protein ekspresyon profillerinin bilinmesi;  tedavi
seceneklerini genisletecek yeni aday molekiillerin bulunmasina, epileptogenezisin
molekiiler temellerinin daha iyi anlasilmasma aracilik edecektir. Ayrica kullanilan
yontemin global protein ekspresyonunu gostermesi nedeni ile, epileptik durum ya da
epilepsiye yatkinlik agisindan biyobelirteglerin  (biomarker) saptanma olasiligi da

mevcuttur.

Bu calismada, absans epilepsi modeli olarak kullanilan (1 aylik, 6 aylik) WAG/Rjj
rka sicanlarda epileptogenez siirecinin, beynin ii¢ farkli bolgesindeki (korteks, hipokampus
ve talamus) protein profili iizerinde meydana getirdigi degisimlerin molekiiler diizeyde

proteomiks teknigi kullanilarak arastirilmasi amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

Uluslararas1 Epilepsiyle Savag Dernegi (International League Against Epilepsy-ILAE)
epileptik bir ndbeti ‘‘beyindeki anormal asir1 veya senkron nodronal aktivitesinden
kaynaklanan, gegici semptomlar olarak’’ tanimlamaktadir. Epilepsi ise kognitif, psikolojik,
norobiyolojik ve sosyal durumun sonuglar ile siirekli bir epileptik ndbet olusturmaya
yatkinlik ile karakterize bir bozukluktur (Seino M, 2006). Epilepsi, primer olarak beynin
tespit edilebilen bir hasar1 veya risk faktorii olmadan ortaya c¢ikabildigi gibi, altta yatan
baska norolojik, sistemik, metabolik, toksik veya travmatik nedenlere sekonder olarak
geligebilir (Altay ve Bilir, 1999).

Epilepsi diinyada %1 prevelans sahip oldugu ongériilen, yaygin ve ciddi ndrolojik
bir durumdur. En yiiksek insidans ¢ocukluk caginda ve yaslilikta bulunurken, daha diisiik
diizeyleri erken eriskinlikte meydana gelmektedir (Zupec-Kania and Spellman, 2009).
Epileptik nobetlerin fonksiyonel anotomisi nobet tipiyle yakindan iligkilidir; bazi nobetler
icin baslangic evrelerinde kritik olan ve gerektiginde cerrahi miidahalede hedef olarak
secilen tek bir nobet odaginin varligindan bahsedilebildigi gibi, birden fazla bolgenin de
sorumlu olabildigi ndbet sekilleri bildirilmektedir (Bertram EH, 2009).

2.2 Epilepsi Siniflandirmasi

[k olarak 1960'larda uluslararasi epilepsi uzmanlarinin bir araya gelmeleriyle
epileptik nébetlerin  siniflandirilmasinin -~ temelleri  atilmistir.  Klinik  bilgiler ve
elektroensefalografi (EEG) degisikliklerine gore epilepsiler basitce jeneralize nobetler
(tonik Klonik, miyoklonik, absans gibi), parsiyel nobetler (basit parsiyel, kompleks parsiyel
gibi) ve smiflandirilamayan ndbetler (uykuda olusan bazi tonik klonik ndbetler gibi) olarak

ayrilirlar (Altay ve Bilir, 1999).

ILAE'nin uzun yillar siiren calismalart sonucunda, 1989 yilinda epilepsi ve
epileptik sendromlar; ndbet tipi, etyolojisi, ndbeti uyaran faktorler, baslangic yasi, tedavi

secimi gibi faktorleri de kapsayacak sekilde yeniden siniflandirilmistir (Cizelge 2.1). Bu



siiflamada iki ana grup bulunmaktadir: ilk gruptaki epileptik sendromlar jeneralize
epilepsileri, diger grupta ise lokalizasyonla iligkili epilepsileri igcermektedir. Gerek
jeneralize gerekse lokalizasyonla iligkili epilepsiler kendi iclerinde nedene yonelik olarak
idiyopatik (primer), semptomatik veya kriptojenik olarak ayrilirlar. Idiyopatik epilepsilerde
herediter yatkinlik disinda altta yatan herhangi bir patolojik bir siire¢ yoktur. Semptomatik
epilepsilerin ise bilinen veya siiphelenilen bir merkezi sinir sistemi bozukluguna bagl
olarak gelistigi kabul edilir. Semptomatik oldugu diisiiniildiigii halde sebebi bulunamayan

epilepsilere de “kriptojenik epilepsiler” denir (Commission, 1989).



Cizelge 2.1. Epilepsi ve Epileptik Sendromlarin Siniflandirilmas: (ILEA 1989)
1. Lokalizasyona bagli (fokal, lokal, parsiyel) epilepsiler ve Epileptik sendromlar:

1.1. Idiyopatik (yasla iliskili baslangic)
- Sentrotemporal dikenli selim ¢ocukluk ¢ag1 epilepsisi
- Oksipital paroksizimli ¢ocukluk ¢agi epilepsisi
- Primer okuma epilepsisi
1.2. Semptomatik
- Cocukluk ¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinua’s1
- Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize semptomlar
- Temporal lob epilepsisi
- Frontal lob epilepsisi
- Pariyetal lob epilepsisi
- Oksipital lob epilepsisi
1.3. Kriptojenik
2. Jeneralize epilepsiler ve sendromlar
2.1 Idiyopatik (yasa bagh baslangic — yas sirasina gore siralanmistir)
- Selim ailesel yeni dogan konvulsiyonlari
- Selim yeni dogan konvulsiyonlari
- Siit gocugunun selim myoklonik epilepsisi
- Cocukluk ¢ag1 absans epilepsisi
- Jiivenil myoklonik epilepsi (impulsif petit mal epilepsi)
- Uyanirken gelen grand mal nobetli epilepsi
- Diger jeneralize idiyopatik epilepsiler
- Belirli aktivasyon yontemleri ile uyarilan epilepsiler
2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yasa bagli baslangic — yas sirasina gore
stralanmigtir)
- West sendromu
- Lenox — Gastaut sendromu
- Myoklonik astatik ndbetli epilepsi
- Myoklonik absansli epilepsi
2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik etyoloji
- Erken myoklonik ensefalopati
- Supresyon burst’lii erken infantil Epileptik ensefalopati
- Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2. Spesifik sendromlar
3. Fokal ya da jeneralize oldugu belirlenemeyen epilepsiler
3.1. Jeneralize ve fokal konvulsiyonlu epilepsiler
- Yeni dogan konvulsiyonlari
- Siit cocugunun agir myoklonik epilepsisi
- Yavas dalga uykusu sirasinda devamli diken dalgali epilepsi
- Edinsel Epileptik afazi (Landau — Kleffner sendromu)
- Diger belirlenemeyen epilepsiler
3.2. Net jeneralize ya da fokal konvulsiyon 6zelligi olmayanlar
4. Ozel durumlar
4.1. Duruma bagl nobetler
- Febril konvulsiyonlar
- Izole ndbet ya da izole status epileptikus
- Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli ndbetler



2.3. Epilepsinin Fizyopatolojisi

Epilepside c¢esitli patofizyolojik mekanizmalar tanimlanmistir. Bazi epileptik
sendromlarda genetik faktorlerin rolii gosterilmistir. Ornegin, gen mutasyonlar1 anormal
iyonik kanal fonksiyonlarina yol agabilmekte ve anormal ag baglantilarini fazladan
etkileyebilmektedir (Stafstrom CE, 2006).  Fakat monogenetik kalitim sekilleri
tanimlananlar (otozomal X’e bagli, mitokondrial) hari¢ tutulursa, genetik analizler,
fenotipik (aym1 mutasyonun farkli klinik sendromlara neden olmasi) ve genotipik (farkli
mutasyonlarin ayn1 sendroma neden olmasi) heterojenitenin ise karigsmasi nedeniyle,
epileptik sendromlarin kalitim o6zelliklerini agiklamakta cogu kez yetersiz kalmaktadir
(Stafstrom CE, 2009). Bir¢ok epileptik durum igin kompleks veya poligenik kalitim sz
konusudur.

Tek gen epilepsilerinin ¢ogu, ndronal iyon kanallarini kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Cizelge 2.2) (Sanchez-Carpintero Abad et al. 2007).
Iyon kanallarindaki mutasyonlar eksitatdr ve inhibitdr ndrotransmisyonun etkinliginin
degismesine yol agmakta; bunun sonucunda eksitatér norotransmisyonun artmasina ya da

inhibitor fonksiyonun kaybina neden olmaktadir (Kang kand Macdonald, 2009 ).

Cizelge 2.2. Epilepsideki kanal mutasyonlari

Iyon kanah Gen Fenotip Kahtim
SCN1B GEFS+° Tek gen
Sodyum SCN1A GEFS+/SMEI® Tek gen
SCN2A BFNIC® Tek gen
KCNQ2 BENIC™ Tek gen
Potasyum KCNQ3 BFNIC® Tek gen
KCND2 mTLE? Bilinmiyor
Klor CLCN2 IGE# Tek gen
CACNALA CPS, GTCS® Tek gen
Kalsiyum CACNA1H CAE, IGE* Kompleks
CACNB4 IGE Kompleks
Asetil kolin reseptorii CHRNA4 ADNFLE® Tek gen
CHRNA2 ADNFLE® Tek gen
CHRNB2 ADNFLE’ Tek gen
GABA reseptorii GABRG2 CAE/GEFS+FS™%® Tek gen
GABRAL1 ADJME,CAE?" % Tek gen
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ADNFLE: Otozomal dominant nokturnal frontal lop epilepsi, BFENC: Benign ailesel
neonatal konvulsiyonlar, BFNIC: benign ailesel infantil konvulsiyonlar, GEFS+: Febril
nobetli jeneralize epilepsi, SMEI: Siit ¢ocuklugu donemi siddetli miyoklonik epilepsi,
CPS: Kompleks parsiyel nobetler, GTCS: Jeneralize tonik klonik ndbetler, mTLE: Mesial
temporal lop epilepsisi, ADJME: Otozomal dominant juvenil miyoklonik epilepsi, CAE:

Cocukluk cag1 absans epilepsisi

Iyon kanallarmin disinda GABAerjik sisteme ait genetik bozukluklar tespit
edilmistir. y- aminobiitirik asid (GABA) beyindeki noronal eksitabilitenin ana
inhibitoriidiir bu etkisini GABAa ve GABAg reseptorleri araciligiyla, gergeklestirir.
GABAA reseptorleri pentamerik yapidadir ve cesitli altbirimlerin alttiplerinden (al-a6, B1-
B3, y1-y3, 8, €, m, 6 ve pl-p3) olusmaktadir (Kang and Macdonald, 2009). GABA’nin
GABA reseptoriine baglanmasi, kanalin agilmasina yol acarak klor iyonunun hiicre igine
girmesine izin verir. Bu da noronal elektriksel aktivitenin hizli bir sekilde inhibisyonunu
saglar (Dibbens et al, 2009). GABA’nin GABAg reseptdriine baglanmasi ise potasyum
akimini artirir, kalsiyum iyon girisini azaltir ve diger norotransmitterlerin presinaptik
salinimini inhibe eder (Wallace R, 2002). GABA4 iletimindeki azalmanin in vitro ortamda
memeli neokorteksinde epileptiform aktiviteye neden oldugu cesitli arastirmalarda
gosterilmistir. Ayrica, epilepsi gelisimi esnasinda anormal GABAA reseptorlerinin agir
eksprese oldugu bulunmustur. GABAg reseptorlerinin epilepsi ve ndbetlerdeki rolii net
degildir. GABAg reseptorleri primer jeneralize epilepsiler ile iliskilendirilmistir ancak
fokal epilepsilerdeki rolleri tartismalidir. GABAg reseptorlerinin blokaji in vivoda
odyojenik nobetlere duyarl siganlarda nébetlerin olusumunu kolaylagtirmaktadir. Bununla
birlikte GABAg agonisti baklofenin prokonvulsan 6zelligi de gosterilmistir (Teichgréber et
al. 2009).

Sekonder epilepsi sendromlarinda glutamaterjik sistem 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bir¢ok epilepsi g¢esidinin  asir1  glutamaterjik  sinaptik  iletim  bozuklugundan
kaynaklanabilecegi 6nerilmektedir (Alexander and Godwin, 2006). Glutamat, GABA’ nin
aksine beyindeki en 6nemli eksitatdr norotransmitterdir (Moldrich et al. 2003). Sekiz adet
metabotropik glutamat reseptérii (mGIluR) bilinmektedir. Bu reseptorler, heterolog
ekspresyon sistemlerindeki sinyal ileti mekanizmalari, sekans homologlar1 ve
farmakolojileri temel alinarak, ii¢ grupta smiflandirilmaktadir. Grup 1, ikinci haberci
sistemi olan diagilgliserol (DAG) ve inozitol trifosfat (IP3)’ 1 olusturan fosfolipaz C’yi
aktive eden Gaq proteinle kapli olan mGluR1 ve mGluR5’i igermektedir. Grup II
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mGluR’leri iki ve ii¢ alttiplerinden olusmakta iken, grup III mGluR’leri de dort, alti, yedi
ve sekiz alttiplerinden olugmaktadir. Hem grup II hem de grup III mGluR’leri Gai proteini
ile kaphdir ve in vivo ¢alismalarda iyon kanallarin1 diizenledigi gosterilmistir (Ritzén et al.
2005).

Glutamatin veya iyonotropik glutamat reseptor agonistlerinin, beyin kesitlerinde ve
hayvanlarda konvulsif ve nonkonvulsif ndbetlere neden oldugu bildirilmektedir. Ustelik
epilepsili hastalardaki gibi havyan modellerinde de, asir1 glutamaterjik aktivitenin belirtisi
olan nobet aktivitesi ile iliskili olarak, glutamat ve aspartatin diizeylerinin arttig1
gosterilmistir  (Alexander and Godwin, 2006). Epilepsinin  kindled modelinde
biyokimyasal ve elektrofizyolojik fonksiyonel 6l¢iimler ile grup I reseptorlerinin upregiile
oldugu gosterilmistir. Ayrica kompleks parsiyel ndbetli hastalarin hipokampusunda
mGluRS5’inde upregiilasyonun oldugu bildirilmistir. Aksine, pilokarpinle indiiklenmis
status epilepstikuslu kronik epileptik siganlarda hipokampal grup II mGluR’lerinde down
reglilasyonun oldugu gozlenmistir. Kindled siganlarin hipakampal dilimlerinde grup 11l
mGluR’lerinde bir down regiilasyonun oldugu da bildirilmistir (Meldrum and Rogawski,
2007).

Temporal lob yapilari, 6zellikle hipokampus, amigdala ve piriform korteks, ndbet
olusturan veya epileptogenezisi tetikleyen beyin hasarina en duyarli olan beyin yapilardir
(Aroniadou-Anderjaska et al. 2008). Hipokampus medial septal alandan yogun kolinerjik
innervasyon almaktadir. Hipokampal dilimlerde de muskarinik asetilkolin (Ach)
reseptOrlerinin  aktivasyonunun senkronize ndronal bosalim paterni olusturdugunu
gosterilmistir. Nikotinik Ach reseptor aktivasyonunun, hem eksitatdr hem de inhibitor
modiilatorleri etkileyebilecegi one siiriilmektedir. Norokimyasal deliller presinaptik Ach
reseptorlerinin aktivasyonunun asetilkolin, GABA ve glutamat gibi ndrotransmitterlerin

salinimin arttiracagini gostermektedir (Roshan-Milani et al. 2003).

Entorinal korteks, bazal 6n beyinden gelen zengin kolinerjik innervasyona sahiptir.
Son zamanlarda klinik ve deneysel veriler entorinal korteksdeki kolinerjik aktivitenin
epileptiform bosalimlar1 devam ettirebilecegine ve ilerletebilecegine dikkat ¢cekmektedir.
Kolinerjik modiilasyondaki degisikliklerin epileptik temporal korteksde nobetleri
baslatabilecegi de belirtilmistir (Zimmerman et al. 2008). Bircok aragtirmaci tarafindan
kolinerjik baskilanmay takiben, artmis bir nobet hassasiyeti veya artmig bir hipokampal

nobet aktivitesi bulunmustur. (Jouvenceau et al. 1996, 1997)’de hipokampusta kolinerjik
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projeksiyonlarin ortadan kalkmasi ile GABAerjik ve inhibitor cevaplarin normal kalmasina

ragmen, glutamat cevabinda bir artigla sonuclandigini géstermistir (Craig et al. 2008).

2.4. Absans Epilepsi

Jeneralize nobetlerin alt sinifinda yer alan absans ndbetler, belirgin motor goriiniim
olmadan kisa siireli biling kaybiyla seyreden ndbetlerdir. Esas olarak ¢ocuklarda goriiliir.
Tipik absanslarin baslangici ve sonu anidir. Bes saniye ile iki dakika arasinda siiren bir
biling kaybi/bozukluguna, EEG’de normal zemin aktivitesi {izerinde diizenli ve yiiksek
amplitiitld, bilateral senkron ve simetrik, 3 Hz’lik diken-dalga desarjlari (DDD) eslik eder
(Alexander and Godwin, 2006).

Absans epilepsi, idiyopatik jeneralize epilepsiler (IGE) arasinda yaygindir. Absans
nobetlerin primer sebebi olarak, talamokortikal (TC) ritimdeki anormal salinimlar
gosterilmektedir (Sitnikova and van Luijtelaar G, 2006). Talamokortikal sistem, absans
ndbetler sirasinda ortaya ¢ikan DDD’ ler gibi, yavas dalga uykusunda da diisiik frekansl
ossilator aktivite gostermektedir. Bu yavas ossilasyonlarin noral substratlari talamus ve

korteksdir.

Talamusda, efferent projeksiyonlara dayanarak ii¢ grup ndéron bulunmaktadir
(Broicher et al. 2008):

1) Smurh kortikal alanlara projekte olan spesifik néronlar; Orn: Lateral genikiilat
niikleus (LGN)

2) frontal kortikal alanlar ve striatum basta olmak iizere daha genis alanlara
projekte olan spesifik olmayan néronlar. Orn: intralaminar c¢ekirdeklerin
sentrolateral ¢ekirdegi (CL))

3) TC relay ¢ekirdekleri tizerine inhibitor etki gosteren ve pace maker aktiviteye
sahip retikiiler talamik ¢ekirdekler (RTN).

Talamik noronlar, ossilator veya patlayict atesleme modlart arasinda gecis
yapabilme yetenegine sahiptir. Dongliniin talamus ve korteks arasindaki bilgi akisini
etkileyen ossilator noronal davranisi 6zellikle RTN ile yonlendirilmektedir. Talamusda
yavas ossilasyonlar retikiiler ndronlar gibi talamokortikal relay noronlarda patlayici

ateslenmelerle birlikte olmaktadir. RTN esasen GABA igeren, hem birbirlerine ile hem de



talamik relay cekirdeklere projeksiyonu olan ndronlart icermektedirler (Manning et al.
2003).

Talamik noronlarin patlayici tarzdaki ateslenmeleri T tipi Ca*? kanallarina baghdir
(Broicher et al. 2008). TC noéronlarin ossilator patlayici ateslenmeleri DDD’lere neden
olmaktadir ve diisiik esikli Ca®* kanallar aracihiiyla TC néronlarin igine Ca** ‘un girmesi
ile bu ateslenme olusmaktadir (Kostopoulos, 2000; Kim et al. 2001; Porter and Nieves,
2004).
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Sekil 2.1. Absans nobetlerin patofizyolojisinin semasi.

TC néronlardaki diisiik esikli gegici Ca*? akiminn (I7) aktivasyonu (1), RTN
noronlarinda, spontan yiiksek frekansli aksiyon potansiyeli patlamalarina yol
acar (2). Sonrasinda GABA, talamik relay nukleuslarda TC ndoronlarina
salgillanir. Bu, artan bir sekilde T-tipi Ca*? kanallarindan kaynaklanan
inaktivasyonu ortadan kaldiran bir dizi inhibitoér postsinaptik potansiyellerin
(IPSP) iiretimiyle sonuglanir (3). Ardindan gelen Ca aracili rebound patlayici
bosalimlar; RTN’de, primer somatosensor korteksin (S1 po) peri-oral, hind-limb
(STHL) ve forelimb (SIFL) bolgelerinde akson kollateralleri araciligiyla
eksitator postsinaptik potansiyellere (EPSP) neden olan eksitator amino asidlerin
salinimini kolaylastirir(4). Ayrica inen kortikal projeksiyonlar da RTN ve TC
noronlarinin  aktivasyonuna, katkida bulunur (5). Dongiliniin es zamanlh
goriintiisii, talamik noronlardaki It’nin aktivasyonunun, Slpo baslangig
etkinliginin bir sonucu olarak meydana geldigini gostermektedir. Kirmiz1 ¢izgi
inhibitor GABA igeren noronlar1 gosterirken, yesil ¢izgi eksitator glutamati
iceren noronlart belirtmektedir (Manning et al. 2003).



IGE’ ler belirlenen bir beyin lezyonu ya da metabolik bozukluk olmaksizin
tekrarlayan nobetlerle karakteridir. Ikiz ve aile ¢alismalar1 IGE’ lerde genetik faktorlerin
rol oynadigimi gostermektedir. Gergekte absans nobetlerin gozlendigi epilepsilerin dahil
oldugu bir¢ok IGE sendromu basit bir mendelian bozukluk olmaktan 6te kompleks
bozukluk olarak kabul edilmektedir. Bu sendromlar siklikla genetik heterojenite ve tam
olmayan penetrans gosterirler. IGE’ 1i kisilerde farkli jeneralize nobet sekilleri gelisebilir.
Bu nobetler jeneralize tonik klonik nébetler, ¢ocukluk c¢agi absans epilepsisi, jlivenil
absans epilepsi ve jiivenil miyoklonik epilepsi gibi birka¢ IGE sendromunda goézlenir
(Fong et al. 1998, Sugimoto et al. 2000). Cizelge 2.3’de monojenik idiyopatik epilepsilerle
iliskili baz1 genler gosterilmektedir (Berkovic et al. 2006).

Cizelge 2.3. idiyopatik epilepsiler ile iliskili baz1 genler

Monojenik idiyopatik epilepsi Iliskili genler

Voltaj kapilh kanolopatiler

Benign ailesel neonatal nobetler K kanal genleri: KCNQ2, KCNQ3

Benign ailesel neonatal-infantil ndbetler Na kanal genleri: SCN2A

Febril nobetli jeneralize epilepsi (GEFS+) | Na kanal genleri: SCN1B, SCN1A

Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi | Na kanal geni: SCN1A

Isitme ile ilgili otozomal dominant | K kanal altbirimi: LGI1

parsiyel epilepsi

Ligand kapili kanalopatiler

Otozomal dominant nokturnal frontal lob | Nikotinik Ach reseptor altbirim

epilepsisi genleri: CHRNA4, CHRNB2
GEFS’li Idiyopatik jeneralize epilepsi GABA reseptor altbirim geni:
GABRG2

GABA, reseptoriiniin - altbirimleri olan GABRALl, GABRB3, GABRG2 ve
GABRD’de c¢ogu otozomal dominant gecisli mutasyon veya varyasyonlar gesitli IGE
sendromlari ile iligkili bulunmustur (Cizelge 2.4). Febril ndbetler ve jeneralize epilepsili
febril nobetler siklikla sodyum kanallart SCN1A, SCNIB ve GABAa reseptoriinde
GABRG2 mutasyonlari ile iliskili iken; ¢ocukluk ¢agi absans epilepsisi siklikla GABRB3
ve GABRG2 mutasyonlari ile iligkilidir (Kang and Macdonald, 2009).
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Cizelge 2.4. GABAAa reseptdor altbiriminde

olusan mutasyon/varyanlarin = ve

polimorfizimlerin genetik epilepsilerle iligkisi ve kabul edilmis olan molekiiler
bozukluklari
Gen Mutasyon/Varyant/Polimorfizim | Lokus | Kabul Edilen Fenotipi
Mekanizmasi
GABRAL | 975delC, S326fs328X Mutasyonu | 5034 NMD, ERAD CAE
GABRB3 | -897 T/C polimorfizm 15911- | Azalmis CAE
14 Transkripsiyon
GABRB3 | P11S mutasyonu 15911- | hiperglikozilasyon? | CAE
14
GABRB3 | S15F mutasyonu 15g11- | hiperglikozilasyon? | CAE
14
GABRB3 | G32R mutasyonu 15911- | hiperglikozilasyon? | CAE
14
GABRG2 | IVS6+2T-G mutasyonu 5034 ekson atlama CAE, FS

CAE: Cocukluk cag1 absans epilepsisi, FS:

febril nobetler, ERAD: Endoplazmik

retikulumla iligkili degredasyon, NMD: nonsense aracili bozulma

2.4.1. Absans Epilepsinin Hayvan Modelleri

Absans epilepsinin hayvan modelleri; kimyasal olarak indiiklenen hayvan modelleri

(penisilin, gamma hidroksi biitirat (GHB), {4,5,6,7-tetrahidroisoksazolo[4,5,-c]piridine-3-

ol} (THIP), diisikk doz pentilentetrazol (PTZ), bikukulin, vs), tek gen mutasyonlari ile

olusturulan fare modelleri (letharjik, stargezer, tottering, leaner, mocha, ducky) ve

poligenetik sican modelleri (Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS),

WAG/Rij) olmak iizere ii¢ ana grupta toplanabilir (Cizelge 2.5) (Ishige et al. 1998,
Manning et al. 2003, Khan et al. 2004).




Cizelge 2.5. Yaygin olarak kullanilan birkag absans epilepsi modelleri

Genetik fare modelleri

Absans epilepsinin  kimyasal olarak
indiiklenen hayvan modelleri Tiiri
Penisilin Kedi
Diisiik doz PTZ Sigcan
THIP Sigcan
GHB Sican, kedi, maymun
AY9944 Sigan
Kromozom ve iliskili gen iiriini

(Tek gen mutasyonlari)

Letarjik (In/Ih)

2. Kromozom, Ca ** kanali, B4 altbirimi

Stargazer (stg/stg)

15. Kromozom, Ca ** kanali, y,altbirimi

Tottering (tg/tg)

8. Kromozom, Ca ** kanali, oy, altbirimi

Leaner (tg la//tg 1a)

8. Kromozom, Ca ** kanali, oy, altbirimi

Mocha (mh/mbh)

10. Kromozom, adaptor benzeri protein

kompleksi AP-3, a1, altbirimin 6 altbirimi

Ducky (du/du)

9. Kromozom Ca * kanali, 0,,8,, altbirimi

Genetik (poligenetik) sican modelleri

GAERS

WAG/Rij

Bazi kemirgen tiirlerinin EEG kayitlarinda kendiliginden olusan diken dalga
desarjlart izlenebilmektedir. GAERS vei WAG/Rij siganlar, kendiliginden DDD aktivitesi
gosteren Wistar Albino Sicanlarin inbred tiretilmesiyle elde edilmislerdir. Bu hayvanlarda

absans nobetler disinda norolojik bir bozukluk tespit edilmemistir. Farelerde DDD’ler



resesif yolla aktarilmistir ve c¢esitli norolojik bozukluklarla da iligkili olan farkli
mutasyonlarin aynt EEG fenotipine yol agtigi gdzlenmistir. Ornegin, tottering farelerde
aya voltaj duyarli kalsiyum kanal geninde bir mutasyon tesbit edilirken, lethargic farelerde
kalsiyum kanalinin B altbiriminde bir mutasyon saptanmistir. Her iki fenotipte hem absans
nobetleri hem de ataksi, laterjik davranis ve motor anormallikleri icermektedir (Danober et

al. 1998, Manning et al. 2003).

2.4.2. Wag/Rij Modeli

WAG/RIj si¢anlarda absans nobetler 20 yil 6nce tanimlanmistir. Bu hayvanlar
insandaki absans epilepsisi ile benzer farmakolojik ve klinik 6zellikler tasimasi nedeniyle
genetik absans epilepsi modeli olarak kullanilmaktadir (Sitnikova and van Luijtelaar, 2006,
2007). Homozigot capraz yavrulamasiyla WAG/Rij sicanlarda inbred nesil olugsmustur.
DDD’ler 7-10 Hz frekansa sahiptir. Amplitiidleri 200-1000 uV’dur (Sekil 2.2) (Renier and
Coenen, 2000). Kortikal EEG’de DDD’ler 2-3 aylikken belirgin olurken daha erken
yaslarda goriilmez. DDD say1 ve siireleri yasa bagli olarak artmaktadir. 6 aylik siganlarda
saatte 16-20 DDD desarjlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Ek olarak da gilinde birka¢ yiiz DDD
meydana gelmektedir. DDD’ler bilateral, simetrik ve jeneralizedir (Coenen and Van
Luijtelaar, 2003 ). Absans nobetlerin primer nedeni olarak TC ritimdeki bozukluklar bu

hayvanlarda gosterilmistir.

AR~
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Sekil 2.2. Tipik DDD’li WAG/Rjj 1rk1 sigan.
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2.5. Proteomiks Teknolojisi

Proteomiks terimi, proteom (bir organizmanin eksprese olmus protein grubu)
calismasinda artan bir ilgi alan1 olarak 1997’de tanimlanmistir (Rampitsch and Bykova,
2009). Proteomiks bir hiicreden, dokudan veya organizmadan eksprese olan proteinlerin
tespit edilmesine ve ayrimlanmasina, ko-translasyonel ve post-translasyonel olarak
modifiye olmus proteinlerin ve alternatif olarak splice olan varyantlarinin tanimlanmasina
olanak saglayan yontemdir (Guerrera and Kleiner, 2005, Brea et al. 2007). Post-
translasyonel modifikasyonlar (PTM) cogu dkaryot proteinlerin aktivitelerini diizenler. Bu
modifikasyonlarin analizi ¢ok zor olan sorunlar gdstermektedir ancak bunlarin belirlenmesi
biyolojik fonksiyonun anlasilabilmesi i¢in gereklidir (Mann and Jensen, 2003). Gen
ekspresyon calismalarinda oligoniikleotid chipler (transkriptomiks) calisilirken, proteomiks
caligmalar1 direk olarak belirli bir hiicredeki gen firlinlerinin diizeylerini gostermektedir
hatta protein aktivitelerini, etkilesimlerini, subselliiler dagilimlarini da nitelendirmektedir
(Ong and Mann, 2005 ). Ancak genomun aksine proteom 6zel yerlesim gdsteren ve siirekli
olarak degisim gosteren molekiillerin etkin bir dizisinden olugmaktadir. Oysa insan
genomunun protein {iretimi esnasinda meydana gelen posttranslasyonel modifikasyonlar,
dizi silinmeleri, alternatif yapistirmalar nedeniyle yaklasik olarak 32.000 farkli geni
icerdigi tahmin edilirken, total proteomun proteom olarak tanimlanan bir milyonu askin
farkli protein tiirlerinini igerdigi tahmin edilmektedir (Ferrer-Alcon et al. 2009). Bu sekilde
proteinlerin genis bir araliktaki modifikasyonlart DNA sequenceslerinden tiimiiyle tahmin
edilememektedir. Genom projesinden elde ettigimiz verilerden genom tarafindan kodlanan
genlerin yaklasik sayisini tahmin etmekteyiz. Ancak bunun asil sayisini tahmin etmek
birka¢ nedenden dolay1 zordur. Birinci olarak, ekson-intron’lar genomik DNA’dan dogru
olarak tahmin edilememektedir dolayisiyla genomik bilginin belirli bir genin varliginin
protein calismalarindan elde edilen bilgiler ile entegre edilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir.
Ikinci olarak ise transkriptin alternatif splicingi bir protein iiriiniinden daha fazla iiriin
vermektedir. Bu nedenlerden dolayt mRNA veya genomun direk analizi bir hiicredeki
protein iiriinlerinin tam sayisim1 yansitmamaktadir. Ugiincii olarak da bdlmelere ayrilma
(kompartmentalizasyon) ve yer degistirme (translokasyon)’den dolay1, ayni proteinin farkl
ozelliklerinin ve farkli fonksiyonlarinin farkli yerlerde olabilecegi bulunmustur (Sekil 2.3)

(Lau et al. 2003).
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Transkripsiyon Isleme Translasyon >200 PTM gesitleri

DNA-------------- >RNA------------ 2>mMRNA------------ —>Protei Bolmelere ayrilma
Alternatif

Isleme Translasyon Proteolitik regiilasyon

mRNA’lar------ ->Protein

izoformlar1 " Translokasyon

Genomik DNA Transkriptler Proteinler

Sekil 2.3. Protein iiriinlerinin olusmasi icin genomik bilgi akisi

Protein aktivitesi sadece protein biyosentezi ve protein yikimi oranlari tarafindan
kontrol edilmeyip, ayni zamanda proteinin lokalizasyonunun ve dayanililikliginin,
molekiiler etkilesimlerinin diizenleyicileri olan belirli ve secici kovalent iglemler(PTM’ler)
ile de kontrol edilmektedir (Jensen ON, 2004). PTM’ler bir proteinin proteolitik ayrilma
ozelliklerinin degismesi veya bir veya daha fazla amino aside modifiye eden bir grubun
eklenmesi ile olusan kovalent islemlerdir. Bir proteinin PTM’leri, proteinin aktivite
durumu, lokalizasyonu, turnover1 ve diger proteinlerle etkilesimi  olarak
degerlendirilmektedir (Cizelge 2.6)(Mann and Jensen, 2003). Proteinlerin fosforilasyon,
ubikuitinasyon ve glikozilasyon gibi PTM’leri proteinlerin iliskilerini, yerlesimlerini,
aktivitelerini ve fonksiyonlarini diizenleyen 6nemli biyolojik anahtarlardir (Shi et al.
2009). Ornegin, protein fosforilasyonunun hiicrede sinyal transdiiksiyon yolaginda kritik
bir rol oynadigi bilinmektedir (Lewis et al. 2000). Ubikuitinasyon; proteinin kararliliginda,
hiicresel lokalizasyonunda ve biyolojik aktivitesinde degisiklikle sonuglanabilmektedir.
Ubikuitinasyon/deubikuitinasyon  yolunu igeren  genlerdeki mutasyonlar veya
ubikuitinasyon  sisteminin  fonksiyonundaki = bozukluk; = metabolik  hastaliklar,
norodejenerasyon ve ¢esitli kanser tipleri gibi ¢ok farkli insan hastaliklar ile iliski olarak
bulunmustur (Choo and Zhang, 2009). Glikolizasyonun ise proteinin katlanmasini,
lokalizasyonunu ve hareketini, ¢oziiniirliiliigiinii, antijenitesini, biyolojik aktivitesini ve
yartlanma Omrii gibi hiicre-hiicre etkilesimlerini etkiledigi bilinmektedir (Blom et al.

2004).
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Cizelge 2.6. Onemli ve yaygin olarak goriilen birkag PTM’ler

PTM tipi Fonksiyonu

Fosforilasyon Geriye doniisiimlii, enzim aktivitesinin aktivasyonu/inaktivasyonu,

molekiiler etkilesimlerin modiilasyonu

Asetilasyon Protein kararliligi, N ucunun korunmasi,

protein-DNA etkilesiminin diizenlenmesi

Metilasyon Gen ekspresyonunun diizenlenmesi

Glikozilasyon Geriye doniistimlii, hiicre-hiicre taninmasi/sinyal, viicuttan salinan

proteinler, diizenleyici fonksiyonlar

Ubiqutinasyon Sinyal yoklugu

Teknik olarak ii¢ gesit proteomiks siniflandirilabilir. Tlki 6rnekler arasinda protein
ifadelerin kantitatif c¢alismasi olan ve hastalifa spesifik biyobelirteclerin de tespit
edilebilecegi protein ekspresyon proteomiksidir. Ikinci tipi yapisal proteomiksdir. Bu
yaklasimin temel amaci, protein komplekslerinin veya subselliiler lokalizasyonda veya
organelde bulunan proteinlerin yapilarin1 ayrintilariyla gostermektir. Transkripsiyon
esnasinda ¢ok biiyiik bir kompleks olarak is yapan bir¢ok proteinin oldugu transkriptom
gibi bir kompleksde protein-protein etkilesimlerini veya nukleus ve kloroplast, mitokondri
gibi bir kompartman i¢indeki tiim yapisal proteinleri veya protein tiirlerini tanimlayabilir.
Ugiinciisii ise fonksiyonel proteomiksdir. Subselliiler alanlarda protein profillerinin analizi,
molekiiler diizeyde hiicrelerin fonksiyonel organizasyonunu anlamamizi saglayan 6dnemli
bir yaklagimdir. Bir proteinin subselliiler lokalizasyonunun bilgisi, proteinin fonksiyonunu
aciklamamiza yardimci olabilir (Lau et al. 2003).

Proteomiks teknolojileri serumda, plazmada, idrarda, dokuda ve diger biyolojik
orneklerde hastaliklara 6zgiin biyobelirteclerin kesfi icin ¢ok biiyiik veri toplama
yetenekleri gostermektedir (Mauri and Scigelova, 2009). Bir proteomda ayrilmis olarak
goziiken proteinlerin iki boyutlu dizilimini gosteren en kolay ve en eski metod iki boyutlu
jel elektroforezi (2-DE)’dir. En ¢ok yaygin olan bu teknik, izoelektrik odaklama (IEF) ve
protein karisimlarini birinci boyutta izoelektrik noktalarma (pl) ve ikinci boyutta ise
molekiiler agirliklaria ayrimini gergeklestiren denatiire edici sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezini (SDS-PAGE) birlestirmektedir (Rampitsch and Bykova,
2009). 2DE ¢aligmalarinda iki ornekteki boyanan proteinler karsilastirilir ve artarak veya
azalarak regiile olan proteinler saptanir (Ong and Mann, 2005 ). 2-DE ayirma, olaganiistii



¢coziilme giicli ve artmig hassasiyeti, tekrarlanabilirligi, proteom analizinin verimliligi ve
kantitatif analize izin veren ¢esitli boyalarin kullanilabilirligi ile dikkat ¢ekmektedir (Shi et
al. 2009). 2-D jel proteomiksin problemlerine gelince; komigrasyon (boyanmis bir spot,
altinda birden daha fazla protein igerebilmektedir), kimyasal heterojenite (membran ve
niikleer protein gibi zayif suda ¢6zilinebilir protein siniflarinin 6rnek olarak secilmesi gibi),
zaman alic1 islemlerin olmasi, 10 kDa’dan daha kiiclik olan protein/polipeptidler i¢in
uygulanabilir olmamasi1 ve yiiksek hidrofobik proteinler i¢in kullaniminin hala sinirh
olmasi karsimiza ¢ikmaktadir (Thongboonkerd, 2007, Zhang, 2007). Proteinlerin 2DE ile
ayrilmalarindan sonra her bir jeldeki protein spotlarinin miktar1 yogunluklarima gore
hesaplanir (Yan and Chen, 2005). Proteinler tripsin veya diger endoproteinazlar
(kimotripsin, endoproteinaz-GIuC, vs.) ile kiitle spektrometresi (MS) analizi Oncesi
parcalanmaktadir (Wisniewski JR, 2008). Tripsin karboksil ucundaki arginin ve lizin
aminoasidinden ayirmaktadir (Olsen et al. 2004). Proteolizisi takiben, ayrilan peptidler
jeldeki spotlardan geri alinir ve tanimlanmak {izere MS analizi yapilir (Yan and Chen,
2005, Locke et al. 2009). MS analizli proteomik ¢alismalarinin genel 6zeti Sekil 2.4’de
gosterilmektedir (Wisniewski JR, 2008).
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Sekil 2.4. MS analizli proteomik ¢aligmalarmin genel 6zeti

MS hassasiyet, yiiksek dinamik aralik, yliksek ¢oziiniirliik ve tiim yasam bilim
alanlarin1 kapsayan genis bir spektrum i¢in ¢ok giiclii analitik bir ara¢ olarak ¢ok yonlii
kullanilabilen bir dizi 6zellige sahiptir (Francese et al. 2009). MS teknolojisi proteinlerin
uzamsal lokalizasyonlarini korumakla birlikte, yaklasik olarak 2000-70.000 kiitle
araligindan daha fazla olan 100’den daha fazla proteinin belirlenmesine rutin olarak olanak
saglamaktadir (Reyzer and Caprioli, 2005).

Esasen, MS gaz fazindaki iyonlarin kiitle/yiik (m/z) oranin1 6lgmektedir. MS analit

molekiilleri gaz fazindaki iyonlara doniistiiren bir iyon kaynagindan, iyonize olmus



analitleri m/z oranina gore ayiran bir kiitle ¢oziimleyicisi, ve iyonlar1 her bir m/z degerine
gore numaralandirip kaydeden bir detektorden olusmaktadir (Han et al. 2008). MS
Olctimleri, soliisyondan molekiillere ya da bu evrede solid faza transfer eden bir metod ile
gaz fazindaki iyonize olmus analitler ile gergeklestirilmektedir. En ¢ok yaygin kullanilan
iki teknik; matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonlasma (MALDI) ve elektrosprey
iyonizasyon (ESI)’dur (Guerrera and Kleiner, 2005). Molekiiller normalde yiikli
partikiiller degillerdir ve kiitle spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak
yiiklii iyonize molekiiller haline doniistiiriirler. Yiikli molekiiller stabil degillerdir ve diger
molekiillerle veya bir ylizey ile temas ettikleri zaman fragmentlerine parcalanir ve
yiiklerini kaybederler. Olusan her bir iyon spesifik bir molekiiler kiitleye ve yiike sahiptir
ve m/z degerlerinin yogunluga kars1 gosterildigi bir spektrum ile bilesik tanimlanmaktadir.
Her bir iyonun yogunlugu detektére ulasan miktar1 ile orantilidir ve her bilesigin
spektrumu kendine 6zeldir (Biberoglu G, 2003).

MALDI lazer radyasyonlu bir matriks ile ko-kristalize olmus proteinleri ve
peptidleri iyonize etmektedir (Sekil 2.5) (Wisniewski JR, 2008). Cogu proteinleri,10ng
(50kDa’luk bir protein i¢in 200 fmol), giivenilir bir sekilde MALDI tespit edebilmektedir
(He and Chiu, 2003). Endiistriyel MALDI-TOF MS’ler emisyon kaynagi olarak ultraviyole
(336 nm) veya infrared lazer ile donatilmislardir. Ultraviyole (UV) lazerli bir MALDI’de
baslica kullanilan matriksler Cizelge 2.7’ de 6zetlenmistir (Sauer, 2007).

+ | I ‘ analizor
+
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MALDI
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Matrikse gomulmus ormek ekstaksxyon Zgarasi odaklama mercedi

Sekil 2.5. MALDI lazer 1s1m1 kati matriksi uyarir ve analitleri iyonize eder. Uyarilan
iyonlar MS’ne gider.
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Cizelge 2.7. UV lazerli MALDI’de baglica kullanilan matriksler

Matriksler
Alfa- siyano-4-hidroksisinnamik asit

Alfa- siyano-4-hidroksisinnamik asit-metil ester
Orto-aminobenzoik asit

Salisilamit

2,3,4-Trihidroksiasetofenon
2,4.6-Trihidroksiasetofenon
3-metoksi-4-hidroksisinnamik asit
3-hidroksipikolinik asit

Pikolinik asit

6-Aza-2-tiothimin

ESI bir solusyonun disindaki peptid ve proteinleri iyonize etmektedir (Sekil 2.6)
(Wisniewski JR, 2008). Her iki metodda, hedef molekiillerin biitiinliigii yiiksek dogruluklu
kiitle analizi ile korunabilmektedir (Liu et al. 2009). Peptid/protein analizinde en sik
kullanilan matriksler kiigiik peptidler i¢in alfa siyano-4 hidroksi-sinnamik asid ve daha
biiylik peptidler ve proteinler igin 3,5-dimethoksi-4-hidroksi-sinnamik asiddir. Matriks
analit karisimi hedef plakaya uygulanir. Coziicii buharlagir ve matris ve analitler hedefte
ko-kristalize olurlar. 337 nm’de bir lazer 1511 (genellikle azot lazer), aromatik matris
molekiiller tarafindan emilen 151k saglar. Enerji daha sonra gaz fazi icine desorbe olan

analite aktarilir (Jonsson, 2001).


http://www.tureng.com/search/asetofenon
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wi%C5%9Bniewski%20JR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Sekil 2.6. ESI soliisyondaki peptidleri ve proteinleri iyonize eder ve buharlastirir.

MALDI’de iyonizasyon kaynagi olarak kullanilan ii¢ c¢esit kiitle ¢oziimleyicisi
bulunmaktadir: bir dogrusal-ucus-zaman1 (TOF), bir TOF reflektron, Fourier kiitle
analizori. doniistimii (Sekil 2.7a, b) (Lewis et al. 2000). TOF-MS esasen 35-40 kDa
iizerindeki peptidlerin spektrasi i¢in kullanilmaktadir (Govorun and Archakov, 2002).

Lazer

MALDI Dedektor
’E/ Iyonlar iyonlar 'q

a)

azer Reflektron

|

1yonlar edektor
Detektor
b)

Sekil 2.7. a) Time-of-flight kiitle anlizoérli MALDI, b) TOF ve TOF reflektronlu MALDI

Dogrusal TOF kiitle analizorii ii¢ cihazin en basit olanidir ve MALDI icadi ile bir
ronesans kazanmistir. TOF analizi, iyonlarin tiimiine ayn1 miktarda enerjinin verildigi bir

dedektore dogru hizlanan bir dizi iyona dayanmaktadir. Ancak iyonlar ayni enerjiye sahip



olmalarina ragmen farkl kiitlelerde oldugundan dedektore ulasma zamanlar1 farklidir. En
kiiclik iyonlar hizlarinin fazla olmasindan dolay: dedektore ilk ulasirken daha biiyiik olan
iyonlar daha bilyiikk olan kiitleleri yiliziinden dedektére daha ge¢ ulasmaktadirlar.
Coziimleyiciye TOF denilmesinin  sebebi kiitlenin iyonlarin ugus zamani ile
belirlenmesidir. Fourier kiitle doniistiiriiciisi (FTMS), bir manyetik alan varliginda bir
yoriingede donen yiiklii bir atomun prensibine dayanmaktadir. Farkli tipteki MALDI
MS’lerin karsilastirilmasi ¢izelge 2.8’de gosterilmektedir (Lewis et al. 2000).

Cizelge 2.8. Farkl tipteki MALDI MS’lerin karsilastirilmast

TOF TOF Reflektron FTMS
Dogruluk 0.05-0.2% (50-200 ppm) 0.03% (30 ppm) 0.005% (5 ppm)
Rezoliisyon 2000 10 000 100 000
m/z orani >300 000 10 000 10 000
Tarama Hizi ms ms S

Kantitatif proteomiks teknolojisi hizli bir sekilde gelismektedir ve biyolojik
stireclerin dinamik yapisini ¢alismak i¢in gii¢lii imkanlara sahiptir (Abu-Farha et al. 2009).
Aslinda proteomiks arastirmacilarinin aktif olarak kapsamli fonksiyonel analiz ve
kompleks veri topluluklarmin  sistematik  bilgisinin  ortaya ¢ikarilmasi igin
biyoinformatikgilerle is birligi i¢inde olmalar1 gerekmektedir (Kumar and Mann, 2009).
MS (MALDI-TOF, MS/MS, MALDI-TOF-TOF) verileri elde edildikten sonra proteinlerin
tanimlanmas1 Mascot, Profound, Swiss-Prot gibi veri tabanlar1 (Cizelge 2.9) araciligi ile
yapilmaktadir (Bairoch and Boeckmann, 1994, Govorun and Archakov, 2002, Lubec et al.
2005, Wisniewski JR, 2008 ).
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Cizelge 2.9. 2D-Elektroforetik haritalarin veri tabanlari

Isim

Var olan Ornek jel goriintiileri

SWISS_2DPAGE

NIMH_NCI Protein
Disease Database (PDD)

Argonne Protein
Mapping Group (PMG)

HEART_2DPAGE
HSC_2DPAGE

Mito_pick
Yeast 2D_PAGE

2D PAGE
Max_Planck_Institute

Insan karaciger, plazma, plateletler, bobrek, vs

Plazma, idrar, serebrospinal sivi

Fare karaciger, meme bezi hiicre serisi, kanser vs.

Insan kalbi
Insan, fare ve sican kalbi

Insan mitokondri
S. cerevisiae

Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori,
Chlamydia pneumoniae

ESI’da niikleik asitlerin iyonlari, kompleks bir yilikle desteklenen desolvasyon
stireci ile ¢ozeltiden cikarilmaktadir. ESI’nin verimi tuz kontaminasyonlarina karsit ¢ok
hassas olmasidir (Hoffmann at al. 2009). ESI MS/MS’de, yiiklii damlaciklarin ince
taneciklerini piiskiirten Iml peptid soliisyonu igeren bir mikrokapiller tiip ile kapiller ve
MS girisi arasinda potansiyel bir fark olusturulur. Cozlinmemis peptit iyonlar ¢oziicii
yiiksek bir vakum odasinda buharlagmis olarak sekillendirilir ve ilk MS taramasini tiretmek
icin ¢oztimlenirler (He and Chiu, 2003). ESI, rutinde DNA molekiillerinin ayrilmasini
saglamak amacgli (sivi) kromotografi ile birlestirilmis olarak kullanilabilmektedir. ESI

bliylik molekiillerin(> 20 kDa) belirlenmesinde kullanilabilmektedir ayrica kiiciik PCR

iriinlerinin analizini yapmak i¢in de uygulanmaktadir (Sauer, 2006).




2.6. Epilepside Proteomik Yaklasimlar

Epilepsiler merkezi sinir sisteminin bir bolgesinde veya diger bolgelerinde
hipereksitabilite olusturma yatkinlig1 olan kompleks bir hastalik grubudur. Epileptik nobet
tipleri veya sendromlar1 olduk¢a degisken olabilir ve bircok nedeni olabilir. Benzer sekilde
altinda yatan cesitli hiicresel ve molekiiller mekanizmalar biiyiikk olasilikla ¢esitli
epileptiform aktivelerden sorumludur (Engel ve Pedley, 2008, s.217). Epilepsi ile ilgili
uzun zamandan beri bircok ¢alismanin yapilmis olmasina ragmen, epilepsinin molekiiler
mekanizmasinin  anlasilmasina yonelik ilerlemeler sinirhidir. Proteomiks internal
durumlara, ekternal uyaranlara veya gelisimsel degisikliklere bir hiicre cevabindaki
degisiklikler ile degisen proteinleri bulmamizi saglayan bir tekniktir (Liu et al. 2009).
Proteomiks; hastaliklarin patogenezinin anlasilmasina, hastaliklarin tanisi i¢in hedef
biyobelirteglerin ~ gelistirilmesine ve hastaliklarin  erken belirlenmesine  olanak
sagladigindan dolay1 artan bir sekilde farkli arastirma alanlarda uygulanmaya baglamigtir
(Ferrer-Alcon et al. 2009). Proteomiks teknolojileri ile epilepsi alaninda yapilan siirh
sayida calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda beyin dokusunda proteomik yaklasimlar ile
hastaliklarla iligkili protein belirte¢lerin tanimlanmasina, tan1 veya diagnozda yardimci
olunabilmesine, ve spesifik ila¢ terapisi icin potansiyel hedeflerin secilmesine dair
aragtirmalar yapilmistir (Liu et al. 2009).

TLE’li hastalarin serebrospinal sivilarinin proteomiks analizinin yapildigi bir
calismada; epilepsili hastalarda tetranektin, talin-2, apolipoprotein E, immunoglobulin
lambda hafif zinciri(IGL@), immunoglobulin kappa degisken hafif zincir 1-5 (IGKV1-5),
ve prokollajen C-endopeptidaz enhansir 1 (PCOLCE) proteinleri tanimlanmigtir (Xiao et
al. 2009). TLE °‘li hastalarin superior temporal girusunda otopsi ve biyopsi o6rneklerinden
yapilan calismalardan birinde de 209 protein tanimlanmistir (Dumont et al. 2006). Baska
bir calismada da yine TLE’li hastalarin beyninde bulunan proteinlerin bir kismi
neurotransmitter metabolik ve glikolitik enzimleri, sitoproteoktif proteinler, sitoiskelet
proteinleri, apolipoprotein A-l olarak smiflandirilmistir (He et al. 2006). mTLE’li
hastalarin hipokampusunda tanimlanan proteinlerin bir kismi ’antioksidan proteinler
(peroksiredoksinler 3 ve 6), saperonlar (T-compleks protein 1-alfa, stres ile indiiklenen
posfoprotein 1), sinyal protein MAP kinaz kinaz 1, sinaptosomal proteinler (sinaptotagmin
I, alfa-sinuklein), nikotinamit adenin dintikleotit (NAD)-bagimli deasetilaz sirtuin-2 ve 26S
proteaz regulator subunit 7 protein, noronal-spesifik septin 3°’ olarak siniflanmis ve bu

proteinlerin mTLE’li hastalarda degistigi belirtilmistir (Yang et al. 2006). Ayrica mTLE’li
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hastalarin hipokampusunda Apolipoprotein A-I formunun arttig1 yapilan bir proteomiks
calismasinda gosterilmistir (Yang et al. 2005). TLE’li hastalarin epileptik serebral korteksi
ile aym yasta fakat epilepsili olmayan kontrolleri arasinda yapilan bir proteom
calismasinda mitokondriyal tip Mn-superoksid dismutaz (Mn-SOD) tanimlanmis ve bu
proteinin kontrole gore azaldigi bulunmustur (Eun et al. 2004).

Yukaridaki ¢aligmalardan da gozlenebilecegi gibi hastalarda gerceklestirilen
proteomiks ¢alismalar1 TLE’li hasta grubunda cerrahi olarak ¢ikarilan beyin dokularinda
gergeklestirilmistir. Deneysel epilepsi modellerinde TLE modellerinin yani sira az da olsa

absans epilepsi modellerinin de proteomiks ¢aligmalarinda kullanildig1 goriilmektedir.

TLE’nin pilokarpin modelinde siganlarin hipokampusunda tanimlanan proteinlerin
““sitoiskelet modifikayonu, sinaptik fonksiyon, mitokondriyal disfonksiyon, iyon kanallari,
saperon’’ ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (Liu et al. 2008). Status epileptikusun lityum
pilokarpin modelinin uygulandigr sicanlarin  hipokampusunun proteom teknigi ile
incelendigi bir ¢alismada 1s1 sok proteini, dihidroprimidinaz ile iligkili protein-2, sitoiskelet
proteinleri, dihidropteridin rediiktaz tanimlanmistir (Greene et al. 2007). TLE’ nin kindled
modelinde si¢anlarin hipokampus proteomu incelenmistir bu ¢aligma sonucunda voltaj
bagimli anyon kanali 1(VDAC1), voltaj bagimli anyon kanali 2 (VDAC2) tanimlanmistir
(Jiang et al. 2007). Mitokondriyal sitokrom bcl kompleksinin bir komponenti olan rieske
proteini hem 2005 yilinda kindled modelinde sigan hipokampusunda hem de 2007 yilinda
epilepsili hastalarda tanimlanmistir (Junker at al. 2005, Petcu et al. 2007).

Absans epilepsinin molekiiler mekanizmasin1 protein diizeyinde daha iyi
anlayabilmek adma yapilmis sadece iki proteomiks calismasi vardir. Ik ¢alisma absans
epilepsinin y-butirolaktan ile indiiklenen fare modelinde farelerin talamusunda yapilmisir
ve bu calismada bulunan proteinler ‘‘sitoiskelet, ndronal korunma, ndrotransmitter
salinimi, kalsiyum baglanmasi, metabolizma’’ ile ilgili olarak siniflandirilmistir (Ryu et al.
2007). Diger galisma absans epilepsinin deneysel bir modeli olan mutant stargazerlerin
talamusunda yapilmistir. Bu ¢alismada tanimlanan proteinler “’enerji metabolizma, stres
cevabi, aksonal biiylimenin regiilasyonu, endoplazmik retikulum islemleri’’ ile ilgili olarak

siiflandirilmistir (Ryu et al. 2008).



3. GEREC VE YONTEM

Calismanmizda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma
Laboratuarinda (DETAB) iiretilen genetik olarak absans epilepsili WAG/Rij ve Wistar irki
erkek sicanlar kullanildi. Calismamiza Kocaeli Universitesi Etik Kurulundan onay
verilmistir (HAEK 6/4). Tiim hayvanlar standart laboratuar kosullarinda [sabit 1s1l1 (20 +
5°C) ve %40-70 bagil nemli bir odada ventilizasyon sistemi altinda], 12 saat aydinlik 12
saat karanlik dongiisiinde, yiyecek ve igecek alimlar1 serbest olacak sekilde barindirildilar.
Hayvanlar, steryotaksik cerrahinin ardindan, bireysel kafeslerinde tutuldular. Deney

gruplar1 asagidaki sekilde olusturuldu.
A- Absans epilepsili 1 aylik WAG/Rjj siganlar (n: 5)
B- Absans epilepsili 6 aylik WAG/Rjj si¢anlar (n: 5)
C- Epileptik olamayan 1 aylik Wistar sicanlar (n: 5)
D- Epileptik olamayan 6 aylik Wistar sicanlar (n: 5)

Deney grubunun diizenegi her bir hayvan i¢in ii¢ farkli dokunun incelenmesi
acisindan kodlama yapilarak tekrardan isimlendirilmistir, Cizelge 3.1°de her bir alt grup

adina bir hayvanin 6rneklemesi yapilmistir.



Cizelge 3.1. Deney grubunun kodlama diizenegi

DENEY GRUBU KODU
Absans epilepisili bir aylik Wag/Rij sicanlar Al
1.hayvan All
1.hayvanin korteksi Al 1A
1.hayvanin hipokampusu Al 1B
1.hayvanin talamusu Al 1C
Absans epilepsili 6 aylik Wag/Rij sicanlar All
1.hayvan All 1
1.hayvanin korteksi All 1A
1.hayvanin hipokampusu All 1B
1.hayvanin talamusu All 1C
Epileptik olamayan 1 aylik Wistar sicanlar Alll
1.hayvan Alll'1
1.hayvanin korteksi Alll 1A
1.hayvanin hipokampusu Alll 1B
1.hayvanin talamusu Alll'1C
Epileptik olamayan 6 aylik Wistar si¢canlar AlV
1.hayvan AlV 1
1.hayvanin korteksi AlV 1A
1.hayvanin hipokampusu AlV 1B
1.hayvanin talamusu AIV 1C




3.1. Deney Plam

6 aylik Wistar ve WAG/Rij erkek sicanlara EEG kaydi i¢in steryotaksik alet
yardimiyla epidural elektrot yerlestirildi. Bir haftalik dinlenme déneminin ardindan,
hayvanlardan 2’ser saat silire ile EEG kayitlar1 alindi. Kayit islemi tamamlandiktan sonra
anestezi altindaki hayvanlarin kafalar1 kesilerek tiim beyin c¢ikartildi; frontopariyetal
korteks, hipokampus ve talamus bolgeleri izole edildi. WAG/Rij si¢anlarda 1 aylik
donemde absans nobet aktivitesi gozlenmedigi i¢in 1 aylik yas grubundaki WAG/Rij ve
Wistar sicanlarin EEG kaydi yapilamadi sadece beyin dokulari yukarida tanimlandigi
sekliyle alindi.

3.2. Cerrahi Islemler

Cerrahi iglemler sirasinda 6 aylik Wistar vee WAG/Rjj sicanlara ketamin (100
mg/kg-ip) ve Kklorpromazin (1 mg/kg-ip) anestezisi altinda, steryotaksi aleti yardimiyla
koordinatlar1 Paxinos ve Watson atlasina uygun olacak sekilde tripolar EEG kayit
elektrotlar1 yerlestirildi  (Plastic Products Company, MS 333/2A). Elektrotlar,
yerlestirildikten sonra dental akrilik yardimiyla kafatasina sabitlendi. Elektrot koordinatlari

asagidaki sekildedir;

EEG kaydi i¢in; AP 2.0, L 3.5 (frontal bolge), AP -6.0, L 2.0 (pariyeto-oksipital bolge) ve

referans elektrodu serebellum {izerinde olacak sekilde tripolar kayit elektrodu yerlestirildi.

3.3. EEG Kayitlarinin Alinmasi

EEG kayd1 icin elektrod yerlestirilmesinden sonra sicanlar bir haftalik dinlenme
periyoduna birakildilar. ikiser saatlik EEG kayitlart alindi (Sekil 3.1.A, Sekil 3.1.B).
WAG/Ri) sicanlarda EEG ‘de spontan olarak gozilken DDD’lerin say1r ve siiresi
degerlendirildi.



Sekil 3.1.A. 6 aylik Wistar siganlardan elde edilen EEG goriintiisi

Sekil 3.1.B. 6 aylik Wag/Rij siganlarda EEG’deki DDD goriintiisii.

3.4. Proteomiks Calismasi

3.4.1. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup Bio-Rad,
Merck, Fluka, Sigma, Applichem, Amresco, Molekula ve Fermentas gibi firmalarin
maddeleridir. Kullanilan kimyasallardan; Bovin serum albumin (BSA) protein miktar
Ol¢iim tayininde; tre, tiyoiire, 3-[(3-kolamidopropil)dimetilamonyum]-1-propansiilfonat
(CHAPS), amfolit, diklorodifeniltrikloroetan (DTT) ve bromofenol mavisi (BBF)
rehidratasyon tamponunda; tire, Tris-HCI, Sodyum dodesil siilfat (SDS), gliserol, DTT ve



iyodoasetamit dengeleme tamponlarinda; hidroklorik asit (HCI), akrilamid, SDS, ultra saf
su, amonyum persiilfat ve tetrametiletilendiamin (TEMED); Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) jel dokiimiinde; agaroz SDS-PAGE
tamponunda; asetik asit, metanol ve saf su fiksatif soliisyonunda; Sypro-Ruby boyasi jel
boyama isleminde; asetonitril (ACN), amonyum bikarbonat (NH,HCO3), formik asit ve

tripsin enzimi tripsin ile muamelede kullanilmistir.

3.4.2. Deneyde Kullanilan Arag¢ ve Cihazlar

Deney ve analizlerde kullanilan arag¢ ve cihazlar asagidaki siralamada goriilmektedir.

% Protein Miktar Ol¢iim Spektrometresi (BIO-RAD SmartSpec 3000)

< Protein Miktar Olgiim Spektrometresi, V-tabanli plaklarda (ELISA spektramax-
M2)

% lIzoelektrik odaklama, IEF (BIO-RAD Protean IEF cell)

< Elektroforez tank, biiyiik jel i¢in (BIO-RAD; Protean Plus Dodeca Cell)

% Gii¢ Kaynag1 (BIO-RAD Powerpac 1000)

% Dodeca sirkiilasyon pompas1 (BIO-RAD variable speed pump)

% Dodeca sogutucu (POLYSCIENCE su banyosu)

% Goriintiileme (BIO-RAD VersaDoc)

% Kesici (BIO-RAD, Spot Cutter)

¢ Maldi kiitle spektrometresi (Waters)

Ayrica deneyler siiresince;

ReadyStrip IPG Strip Instruction Manual (BiO-RAD)

Wicks Kagidi (BIO-RAD)

Jel dokme aparat1 (BIO-RAD Protean Plus multi-casting Chamber)
Calkalayic1 (HEIDOLPH unimax 1010)

Inkiibatér (MAJOR SCIENCE dry both)

Mikropipet (GILSON)

Vortex (LABNET)

Santrifiij (BECKMAN COULTER microfuge 18 centrifuge)
Sogutmali santrifiij (SIGMA)

Dondurucu,-20°C, -80°C (SANYO) kullanilmustir.

YV V.V V V V V V V VY



3.4. 3. Deneyde Kullanilan Yontemler

Deneyde kullanilan yontemler sirayla anlatilmistir.

3.4.3.1. Orneklerin elde edilmesi

DETAB’da iiretilen 1 aylik Wistar ve 1 aylik Wag/Rij, 6 aylik Wistar ve Wag/Rij
erkek sicanlar ketamin (100 mg/kg-ip) ve klorpromazin ksilazin (1 mg/kg-ip) anestezisi
altinda, dekapite edilerek frontopariyetal korteks, hipokampus ve talamus bdlgeleri izole
edildi. Ayrilan beyin bolgeleri ependroflara konarak soguk zincirde kuru buz igerisinde
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuarina iletildi. Ornekler -

80°C’ de muhafaza edildi.

3.4.3.2.Bradford protein miktar tayini

Gram miktarlarin1 bildigimiz doku 6rneklerinin {izerine protein izolasyonu icin
100 gram doku o&rnegine 40 pl liyzis tamponu (Mops, sodium acetate, 0,5M
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), pH 7,0) olacak sekilde ilave edilerek pl’deki total
protein miktari tayin edildi. Bio-Rad SmartSpec 3000 (kiivetli) ve ELISA spektramax-M2
(kuyucuklu tabakali) spektrofotometreleri, sonuglarin karsilastirmali olarak kullanilmasi

amaci ile, ornekteki toplam protein miktari tayininde kullanildi.

3.4.3.3.SmartSpec 3000 spektrofotometresi ile Bradford protein miktar tayini

BSA ile cesitli oranlarda standartlar hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.
Bunun i¢in; standartlar 1 ml” sinde 250, 500, 750 ve 1000 pg protein icerecek sekilde ultra
saf su ile hazirlandi (stok olarak hazirlanip, +4°C’ de muhafaza edildi). Ornek sayisina
gore miktar belirlenen 5X halde bulunan ‘’Bio-Rad protein assay dye reagent concentrate’’
boya, 1X haline déniistiiriildii, 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Orneklerin
icerdigi protein yogunluguna gore ¢esitli konsantrasyonlarda stok 6rnekler hazirlandi (1:1,
1:5, 1:10, 1:30, 1:50,....,1:100, 1:200,.....,1:500, 1:800). igerisinde hi¢ protein bulunmayan

kor (blank) suyla hazirlandi. Stok, oOrneklerden ve korden 10° ar pl alinarak {izeri



etiketlenen temiz eppendorf tiiplere alindi. Ardindan {izerlerine hazirlanan 1X boyadan
490’ ar ul konuldu. Ornegin boya ile etkilesmesi icin 5 dakika beklenildikten sonra Bio-
Rad Smartspec 3000 spektrofotometrede tek kullanimlik plastik kiivetlerde 595 nm’ de

absorbanslaria gore protein miktarlar1 6l¢iildii.

3.4.3.4. ELISA spektramax-M2 (kuyucuklu plaka) ile Bradford protein miktar tayini

BSA ile cesitli oranlarda standartlar hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu.
Bunun igin; standartlar 1 ml’ sinde 250, 500, 750 ve 1000 pug protein igerecek sekilde ultra
saf su ile hazirlandi (stok olarak hazirlanip, +4°C’ de muhafaza edildi). Ornek sayisina
gore miktar belirlenen 5X halde bulunan ‘’Bio-Rad protein assay dye reagent concentrate’’
boya, 1X haline doniistiiriildii, 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Orneklerin
icerdigi protein yogunluguna gore ¢esitli konsantrasyonlarda stok drnekler hazirlandi (1:1,
1:5, 1:10, 1:30, 1:50,....,1:100, 1:200,.....,1:500, 1:800). Icerisinde hi¢ protein bulunmayan
kor (blank) suyla hazirlandi. Stok orneklerden ve koérden 5° er pl alinarak kuyucuklu
plakaya konuldu. Ardindan iizerlerine hazirlanan 1X boyadan 245’ er ul konuldu. Ornegin
boya ile etkilesmesi igin 5 dakika beklenildikten sonra ELISA spektramax(M2)
spektrofotometresinde tek kullanimlik plastik kuyucuklu plakalarda 595 nm’ de

absorbanslarina gore protein miktarlar 6l¢tildii.

3.4.3.5. Rehidratasyon

Bu c¢alismada pH 3-10 aralikli 17 cm’ lik lineer immobilize pH gradient (IPG)
seritler kullanilarak aktif rehidratasyon islemi yapildi. Kullanima baslamadan 6nce seritler
oda sicakliginda 15-20 dakika bekletildi. Alkonoks ile temizlenmis 17 cm’ lik anot/katot
telli tablanin kanallar1 iyice kurulandi. Protein miktar tayininin ardindan serit uzunluguna
gore rehidratasyon tamponu ile orantili olarak drnek karistirildi. Deneyde; 6rnekler 175 pg
protein igerecek hacimde seritlere rehidratasyon tamponu ile karistirildiktan sonra kanal
kosesinden pipet yardimiyla tek bir ¢izgi halinde ¢ekildi (Sekil 3.2). Uzerine; kullanima
hazir olan seritlerin koruyucu bandi ¢ikarildiktan sonra jel kismi altta olacak sekilde

yerlestirildi. Burada; anot/katot yonlenmesine dikkat edildi. Seritlerin altinda baloncuk



kalmadigindan emin olunduktan sonra buharlagsmayi1 Onlemek amaciyla seritlerin iizeri
kapanacak kadar (5-6 ml) mineral yag ilave edildi. Aktif rehidratasyon; Izoelektrik
odaklama (IEF) cihazinda 20°C’ de, 50 V’ luk akim altinda 1216 saat siirdii.

Sekil 3.2. Tablaya 6rnegin yayilmasi

3.4.3.6. IEF (1. Boyut)

Rehidratasyonu biten 6rnekler IEF cihazindan alindi, buharlasmay1 6nlemek i¢in
kullanilan mineral yag: siiziildii. Temiz anot/katot telli bir tabla alinarak, akimin diizenli
olmasi ve jeli yakmamasi i¢in tellerin {izerine Wicks kagidi (ince uzun parcalara ayrilmis
Whatman kagidi) konuldu (Sekil 3.3). Wicks kagitlar1 10 pl ultra saf su ile 1slatildi.
Mineral yagindan iyice temizlenmis seritler jel kismi altta olacak sekilde anot/katot
yonlenmelerine dikkat edilerek tablanin kanallarina yerlestirildi. Yine buharlagsmay1
Onlemek icin seritlerin lizeri mineral yag ile kaplandi. Tablanin kapagi kapatilip, IEF
cihazina yerlestirildi. izoelektrik odaklama; 17 cm’ lik serit icin 20°C” de akim 250 V’dan
baslayarak, 3 saatte 10000 V’ a, 12- 14 saat icerisinde de 60000 V’ a ¢ikarak toplamda 15—

17 saat kadar surda.



Serit Kanallan

A 4 .

Wicks kagidi

Anot Teli )
Katot Teli

Sekil 3.3. Elektrik akimmin gectigi tellerin {izerine elektrot kagitlarinin (wicks)
yerlestirilmesi

3.4.3.7. SDS-PAGE (2.Boyut)

Ikinci boyuta hazirlamak igin izoelektrik odaklamasi biten seritlerin mineral yag
siiziildii. Ardindan dengeleme tamponu 1 (1,5M Tris-HCI pH 8.8, 6M Ure, %20 v/v
Gliserol, %2 w/v SDS, %2 DTT ) 17 cm’ lik serit basina 6 ml olacak sekilde ilave edilip 15
dakika oda sicakliginda calkalayici lizerinde bekletildi. Siire bitiminde dengeleme tamponu
I siiziildii, seritler temiz bir kanala alinarak iizerine yine 17 cm’ lik serit basina 6 ml olacak
sekilde dengeleme tamponu Il (1,5M Tris-HCI1 pH 8.8, 6M Ure, %20 v/v Gliserol, %2 w/v
SDS, %2.5 Iyodoasetamid ve iz miktarda BBF) ilave edildi. Dengeleme tamponu II 1518a
duyarli oldugundan tablanin iizeri aliiminyum folyo ile kaplandi, 15 dakika c¢alkalayic
tizerinde bekletildi. Siire bitiminde dengeleme tamponu II siiziilerek, seritlerin ikinci
boyuta hazir hale gelmesi saglandi.

Deneyde; Protean Plus Dodeca Cell, Bio-Rad elektroforez tanki ile yiiriitme yapildi.
Bunun i¢in; jel dokme aparati, camlar1 ve camlar arasina yerlestirilen asetatlar %70(v/v)’
lik etil alkol ile Whatman kagidi yardimiyla iyice silindi. Whatman kagidinin tily
birakmamasi i¢in miimkiin oldugunca katlanmadan kullanildi. Jel dokme aparati igerisine

camlar diizgiin bir sekilde yerlestirildikten sonra aparatin kapagi iyice sikistirildi.



Daha 6nce hazirliklarina baglanmis olan; ayrilma jeli (1.5M Tris-HCI pH 8.8, %40’
lik Akrilamid, %10 w/v SDS, ultra saf su, %10 w/v Amonyumpersiilfat, TEMED) %12 lik
olacak sekilde hazirlanarak yavasga fazla baloncuk olusturmadan camlar arasina dokiildii.
Jel tizerindeki hava kabarciklarini almak icin %20(v/v)’ lik izopropilalkol ilave edildi.
Polimerlesme icin 3—4 saat beklenildi. Whatman kagidu ile ayrilma jeli izerindeki izopropil
alkol temizlendi. Uzerine % 4’ liik toplama jeli (0.5M Tris-HCl pH 6.8, %40’ lik
Akrilamid, %10 w/v SDS, ultra saf su, %10 w/v Amonyumpersiilfat, TEMED) dokiildii, 1—
2 saat kurumaya birakildi. Jel kullanima hazir hale geldikten sonra taraklar g¢ikarildi.
Acilmig olan protein belirte¢ kuyucuguna 10ul protein belirteci (Fermentas, ABD)
yiiklendi. Ardindan %0,5 (w/v)’lik agar (i¢inde bir miktar izleme boyasi-BBF igermekte
olan) yardimu ile seritler toplama jelinin baslangi¢c kismina kadar itilerek yerlestirildi (Sekil

3.4.(A), Sekil 3.4.(B)).

(A) (B)

Sekil 3.4. (A) Toplama jeli lizerine agar ilave edilmesi, (B) Seritlerin toplama jeline kadar
itilerek, sabitlenmesi

Agar donduktan sonra camlar Protean Plus Dodeca Cell, Bio-Rad cihazina
yerlestirildi. 1X SDS tamponu (10X SDS-PAGE yiiriitme tamponu 250 mM Tris, 192 mM
Glisin, 10 g SDS 1L’ ye tamamlanmasi ile hazirlanan), 11°C’ de 120 V’ da 17 saat
yiiriitme yapilarak ikinci boyut ayrim gergeklestirildi.

3.4.3.8.Boyama ve Goriintiileme

Proteinlerin iki boyutlu elektroforez sonrasi izoelektrik noktast ve molekiil agirlig

farkina gore ayrildigimmi goérebilmek i¢in boyama islemi yapildi. Jelleri boya ile muamele



etmeden Once proteinlerin jele daha iyi tutunmasi ve jelin daha iyi boyanmasi igin
fiksasyon tamponu(%210 (v/v) Metanol, %7 (v/v) Asetik Asit, Ultra Saf Su) ile muamele
edildi. Fiksasyon tamponu; 17 cm’ lik jele 250 ml tampon olacak sekilde ilave edilip iki
saat soguk bir odada galkalayici iizerinde bekletildi, siire bitiminde fiksasyon tamponu
stiziildii. Fiksasyon tamponundan alinan jelin tizerine 250 ml sypro-ruby boyasi, Bio-Rad
ilave edildi ve soguk odada calkalayici iizerinde dort buguk saat bekletildi. Siire bitiminde
Sypro-ruby boyasi siiziildii, boyamayr durdurmak ve sabitlemek igin tekrardan 250 ml
fiksasyon tamponunda 30 dakika ¢alkalayici iizerinde bekletildi. Bu asamadan sonra saf su
icerisine alinan jel, kesim agamasina kadar kiiflenmeden saklanabilmesi i¢in bir damla
asetik asit ilave edilerek agzi kapali karanlik ve soguk bir ortamda saklandi. Boyamasi
biten jel, Bio-Rad VersaDoc goriintiileme cihazina konuldu. Bio-Rad PDQuest 8.0.
programi araciligiyla jelin goriintiisii alindi. Ardindan; en iyi goriintiiniin alindig1 kamera
ayarlar1 ve 1518a maruziyet siiresi not edilerek, biitiin jellerin goriintiilerinin ayni1 ayarlarda

alinmasi saglandu.

3.4.3.9. Jellerin Degerlendirilmesi

Degerlendirme hem gorsel hemde bilgisayar programi yardimiyla yapildi. PDQuest
8.0 yazilimi kullanilarak yapilan analizlerde oncelikle jellerin ayni ayarda goriintiisiiniin
aliip alinmadigr kontrol edildikten sonra jel goriintiilerinin aym parlaklik ve secicilikte
olmas1 saglandi. Goriinen jel resimlerinin ayn1 boyutta olmasi saglanarak homojen bir
analize zemin olusturuldu. Jel goriintiilerindeki zemin ve lekelerin diizeltilmesi isleminden
sonra, analize hazir hale gelindi. Her bir 6rnek setinin kendi i¢inde yapilan analizleri
sonucu yazilimin otomatik olarak en ¢ok spot buldugu goriintii, temel jel olarak secildi.
Jeller arasinda yapilan kantitatif analizle ayni protein spotlarinin yogunluk farklanmalar
tespit edildi. Kalitatif analizle jeller arasindaki farklanan protein spotlari tespit edildi. Elde
edilen verilerde biitlin protein spotlarimin tek tek {lizerine gidilerek ii¢ boyutlu goriintiileri
incelendi. Ayn1 anda karsilastirilan jellerdeki spotlarin yogunluk farklanmalari tek bir
grafikte histogramlar1 olusturularak gosterildi. Yazilim sayesinde yapilan regresyon analizi
dagilim grafikleri yardimiyla miktar1 degisen spot sayilar1 belirlendi. pl ve molekiil kiitle

kalibrasyonu ile spotlarin pl ile molekiiler agirligi (Ma ) belirlendi.



3.4.3.10. Spot Kesimi

Bu asamada; oncelikle jel spot kesim cihazina (Spot Cutter, Bio-Rad, ABD)
yerlestirildi. PDQuest yazilimi yardimiyla jelin kesim cihazinda tekrar goriintiisii alindi.
Alinan goriintii izerinden otomatik veya elle isaretleme yontemiyle cihaza kesim yerlerinin
komutlar1 verildi. Tripsin ile muamele sirasindaki protokoliin uzunlugu nedeniyle secilen
proteinlerden fazla nokta kesimi yapildi. Ornegin; Kesim icin segilen protein spotu
tizerindeki alandan on nokta spot kesimi yapildi. 96 kuyucuklu temiz V-tabanhi plaka
alindi, ultra saf su ile yikandiktan sonra igerisine 200’ er ul olacak sekilde ultra saf su
(Merck) konuldu. Plaka cihazda ki yerine yerlestirildikten sonra cihaza uygulamasi igin
verilmis olan komutlar baslatildi. Cihaz tarafindan kesilen spotlar, komut verilirken ki
isaretleme sirasina gore kuyucuklu plakaya A1->A12, B1->B12,.....,H1>H]12 siras1 temel
almarak, kuyucuklara yerlestirildi. Hemen tripsin ile muameleye baslanmayacak ise

kuyucuklu plaka streg film ile kaplanarak +4°C’ de muhafaza edildi.

3.4.3.11. Tripsin Enzimi ile Muamele

V-tabanli plaka eger daha Onceden buzdolabinda muhafaza edildi ise, oda
sicakligina gelmesi saglandi. Tripsin ile muamele sirasinda kullanilan biitiin ¢ozeltiler
kullanilmadan énce 37°C’ de 6n 1s1ya tabi tutuldular. Coklu elektronik pipet yardimiyla
kuyucuklardaki su dikkatli bir sekilde ¢ekildi. Kuyucuklar iizerine 50 pl 100 mM
NH4HCO;3 ve 50 pul ACN cozeltisi ilave edildi. 10 dakika 37°C’ de inkiibasyona birakildu.
Konulan soliisyonlar pipetle geri ¢ekildi. Ayni islem bir kez daha tekrar edildi. 50 pl ACN
kuyucuklara ilave edildikten sonra 5 dakika 37°C’ de inkiibasyona birakildi. ACN, pipetle
geri ¢ekildi. 10 dakika 37°C’ de plaka bekletildi. 50 pl 10 mM DTT( taze hazirlanmis) ve
50 mM NH4HCO; (50:50) karisimindan ilave edilip 30 dakika 37°C’ de inkiibasyonu
saglandi. 50 pl 55 mM iyodoasetamid (taze hazirlanmig) ve 50 mM NH4HCO;3; (50:50)
karisimindan ilave edilip 20 dakika 37°C’ de inkiibasyona birakildi. Uzerlerine 100 ul
ACN eklendi. 5 dakika 37°C’ de bekletildi. Kuyucuklardaki tiim siv1 geri cekildi. 50 pl
100mM NH4HCO3 kuyucuga ilave edildi. 10 dakika 37 °C’ de bekletildi. 50 ul ACN
kuyucuklara eklendi, 5 dakika 37 °C’ de bekletildi. Konulmus olan soliisyonlar pipetle geri
cekildi ve plaka 15 dakika oda 1sisinda bekletildi. 50 mM NH4HCO3; igerisinde 5 ng/ul
tripsin olacak sekilde ¢ozelti hazirlandi. Her kuyucuga 30 pl bu ¢ozeltiden ilave edilip, 30



dakika oda sicakliginda beklendi. Plaka iizeri streg film ile kaplandiktan sonra 37°C’ de en
az 4,5 saat en fazla 12 saat olmak iizere bekletildi. Islem sonrasi plaka 15-30 dakika
sogumasi i¢in disar1 ¢ikarildi. % 1 (v/v) formik asit ve % 2 (v/v) ACN olacak sekilde
ekstraksiyon tamponu hazirlandi. Bu tampondan 30 pl kuyucuklara ilave edildi. Kapagi
kapali bir sekilde 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra kisa siireli bir santrifiij
yapildi. Sivi faz temiz (PZR) plakasina ¢eker ocak altinda aktarildi. 12 pl ekstraksiyon
tamponu ve 12 pul ACN kuyucuklara tekrardan eklendi. 30 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra sivi faz yine ¢eker ocak altinda PZR plakasina ilave edildi.

Liyofilizatorde agz1 agik bir sekilde PZR plakas1 3—4 saat kurutmaya birakildu.

3.4.3.12. MALDI ile protein analizi

MALDI kiitle spektrometresi hazirlik semasi1 asagida gosterilmektedir (Sekil 3.5).

MALDI plakasinin temizlenmesi

\/

MALDI plaka kuyucuklaninin temizlenmesi  CHCA (MALDI MATRIKSI) rekristalizasyonu

Protein kesim liriinlerinin \l/
hazirlanmasi
\l/ ZipTip ug prosediiriiniin uygulanmasi % Solvent hazirligi
Protein kesim liriinlerinin \l’
LM kuyucuklarina spotlanmasi Orneklerin kuyucuklara spotlanmasi
Luck: <o — Omek
Mass ) """ Kuyucuklan

Sekil 3.5. MALDI kiitle spektrometresi hazirlik semasi



3.4.3.12.1. MALDI plakasinin temizlenmesi

1. 4 adet temiz ve plaka i¢in uygun biiyiikliikte beher hazirlandu.

w 1. Behere % 3-4’ liikk 100 ml amonyum hidroksit ¢dzeltisi kondu.

« 2. Behere 100 ml ultra saf su kondu.

+ 3. Behere100 ml metanol kondu

+ 4. Behere ise 100 ml ACN kondu.
Plaka 1. beher igerisine kondu ve en az 5 dk ultrasonik banyoda bekletildi.
Siire bitiminde plaka 2. behere alind1 ve en az 5 dk ultrasonik banyoda bekletildi.
Ardindan plaka 3. beher igerisine alind1 ve ultrasonik banyoda 5 dk bekletildi.

Son olarak plaka 4. beher igerisine alinarak ultrasonik banyoda 5 dk bekletilir.

o g > 0D

Siire bitiminde agz1 kapakl bir kutuda kurumaya birakildi.

3.4.3.12.2. MALDI plaka kuyucuklarinin temizlenmesi

Plaka tizerine yiikleme yapilacaginda kuyucuklar 6ncelikle (pipet yardimiyla) 3-4
ul ultra saf su ile yikandi. Su uzaklastirildiktan sonra kurumay1 hizlandirmak amaci ile tiim

kuyucuklar, 1-1.5 ul ACN ile yikandi.

3.4.3.12.3. CHCA( MALDI MATRIKSI) Rekristalizasyonu

Onceden Hazirlanacak Kimyasallar:

w o- Siyano-4- hidroksisinnamik asid (CHCA), 99% (Sigma Aldrich).

w %37’ lik HCI: 100 ml’ lik sigma sigesine 40-50 ml kondu.

w 0,1 N HCI: 207uL %37’ lik HCI” den ¢ekildi 25 ml’ ye ultra saf su ile tamamlandi.
+ %25’lik Amonyum hidroksit: 100 ml’ lik sigma sisesine 40-50 ml kondu.

+ ACN



Protokol (100 mg CHCA icin)

1. 100 mg CHCA 1 ml ACN iginde ¢6ziindii ardindan vortekslendi ve ardindan 14000
rpm’ de 3-5 dakika santrifiij edildikten sonra ACN atildu.

100 mg CHCA iizerine 10 ml HPLC su eklendi.

30-60 saniye ultrasonik banyoda sonike edildi.

Cozlinmesine bagli olarak 35-60 pl arasinda %25’ lik Amonyum hidroksit konud.
30 s ultrasonik banyoda inkiibe edildi.

500-1000 g arasinda 10-15 dakika santrifiij edildi.
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Elde edilen pellet ileride tekrar yikamak (iizerine rekristalize edilecek yazilirarak)

icin -20°C’ ye kaldirildi. Siipernatant temiz tiipe alindi.

8. Siipernatant iizerine 1.5 damla %36-37" lik HCIl asit damlatildi. 1000 rpm’ de
santrifiij edildi. Cokme iyi ise siipernatant atildi. Cokme 1yi degil ise tekrar birkag
damla HCl ilave edilip santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellet kaldi.

9. Pellet iizerine 10 ml 0.1 N HCI ilave edildi. 1000 rpm’ de santrifiij edildi.
Stipernatant atild.

10. Pellet iizerine 2. kez 10 ml 0.1 N HCI ilave edilirek 1000 rpm’ de santrifiij edildi,
stipernatant atild1.

11. Pellete 3-5 ml ACN ilave edilip, ¢oziildi. Céziinmesi igin vortekslendi

12. Coziinme isleminden sonra ¢dzelti (darast onceden alinmis) ependorflara 250 uL
olacak sekilde alikuatlarina ayrildi.

13. Ependorflar agz1 agik bicimde 60-80 °C sicakliktaki etiive kondu. Sivi tamamen
buharlasincaya kadar 30 dakikada bir kontrol edilerek kurutma yapildi.

14. Ependorflar tekrar tartildi ve matriks miktarlar1 ependorflar iizerine not edilerek -

20°C’ de saklanda.

Coziicii hazirhg

% 50 ACN, % 50 su ve % 0,1 Trifloroasetik asit (TFA) ¢ozeltisi rekristalize edilmis
CHCA matriksi lizerine 1 mg/ 50 ul olacak sekilde ilave edilerek ZipTip protokoliinde

kullanilmak tizere hazir hale getirilir.



Protein kesim tiriinlerinin hazirlanmasi

MALDI kiitle spektrometresinin kalibrasyonunun yapilmasinda molekiil agirlig
bilinen peptid karigimlari kullanildi. Bunun i¢in; Angiotensin, Substance P, Glu Fib,
Renin-14 ve Adrenokortikotropin hormon (ACTH-18,39) peptitleri (Sigma) kullanildi
(Cizelge 3.2). Bu peptitlerin 1 mg/ml olan stok ¢ozeltilerinden, 10-50 pmol peptit icerecek
sekilde karisim hazirlanir ve ¢oziicii ile (1:1) oraninda karistirildiktan sonra MALDI

plakasmin Luck Mass (LM)’ lerine spotlanir.

Cizelge 3.2. MALDI kiitle spektrometresinin kalibrasyonunda kullanilan peptid
karigimlarinin kiitleleri.

5 PEPTID KARISIMI KUTLE-Da
ANGIOTENSIN 1296,6853
SUBSTANCE P 1347,7360
Glu Fib 1570,6774
Renin-14 1758,9326
ACTH-18,39 2465,1989

Ziptip uc prosediiriiniin uygulanmasi

MALDI kiitle spektrometresinde yapilacak Olclimlerde kirlilikler 6nem
kazanmaktadir. Dolayisiyla plakaya yiiklenecek orneklerin kirliliklerinden ZipTip
(Millipore) u¢ kullanilarak armdirilmis olmasi gerekmektedir. Cizelge 3.3.’de ZipTip

protokolii gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. ZipTipcis (Millipore) Protokolii

SOLUSYON TURU ZipTip Soliisyonlari
Hazirlama Soliisyonu %100 ACN
Numune Hazirlama Soliisyonu %0,1 TFA in ddH,0 (pH<4)
Dengeleme Soliisyonu %0,1 TFA in ddH,0

%0,1 TFA in ddH,0 (elektrosprey MS i¢in %5
Yikama Soliisyonu metanol ilave edilebilir)

%0,1 TFA/ %50 ACN/%50 su (matriksli veya
Temizleme Soliisyonu matrikssiz)*

*Deneyde matriksli ¢oziicli kullanilmistir.



Protokol

Ziptip uc pipete takilarak, 10 pl’ ye ayarlandi.
Bu u¢ hazirlama soliisyonu ile 2 defa pipetlenerek yikandi.

Ziptip u¢ dengeleme soliisyonu ile 2 defa pipetlenerek yikandi.
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Spotlanacak peptit veya proteininin 10 pl’ si temiz bir ependorfa standant pipetle
kondu.

5. Ziptip pipet ucu bu ependorfa batirildi, 7-10 defa pipetlenerek, proteinlerin ziptip
icerisinde tutulmasi saglandi.

Yikama soliisyonunun 10 pl’ si standart pipetle temiz bir tiipe kondu.

Ziptip ug¢ yikama soliisyonuna batirildi, 4 defa pipetlenerek kirlilikler yikandi.

1-5 pl kadar temizleme soliisyonu standart pipetle temiz bir tiipe kondu.
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Ziptip ug temizleme soliisyonu igerisine batirildi, kabarcik olusmayacak sekilde 3
defa pipetlendi.

10. Temizleme soliisyonuna aktarilan peptitler spotlanmaya hazir hale getirildi.

Not: MALDI kalibrasyonunda kullanilan protein kesim firtinleri MALDI plakasinin

Luck Mass kuyucularina Ziptip protokoliine maruz birakildiktan sonra spotlandi.

3.4.3.13. Proteinlerin Tanimlanmasi

MALDI kiitle spektrometresinden alman kiitle/ylik (m/z) degerlerine uyan peptid
kiitleleri Protein Lynx Global Server (PLGS) programi araciligiyla tanimlandi. Bunun igin;
PLGS programimndan MALDI metal plaka kuyucuklari sirayla isaretlendi ve bu
kuyucuklarda MALDI kiitle spektrometresi tarafindan okunmus olan m/z degerleri, veri
tabanlar1 kullanilarak bilinen benzer peptitler ile otomatik olarak karsilastirildi. PLGS
programi protein veri tabanlarinda yaptigi arastirma sonucu eslesen peptitleri verdi.
Tanimlama asamasinda elde edilen proteinlerin hepsi sican kaynakli proteinlerdi. Bu
verilerden eslestigi sOylenen proteinlerin molekiil agirligi 2DE jelle de karsilagtirilarak

tanimlamanin dogrulugu tespit edildi.



3.4.3.14. istatistik

Sonuglar “ortalama + standart hata” olarak ifade edildi. Deney ve kontrol
gruplarinin  karsilastirilmasinda Student T testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Grup Icinde Yapilan Proteomik Degerlendirmeleri
4.1.1. 1 Aylhk Wag/Rij sicanlarin proteomik analizleri
4.1.1.A. Korteksdeki proteomik analizler
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Sekil 4.1. 1 aylik Wag/Rij irki siganlarin kortekslerinden elde edilen iki boyutlu (2D) jel
elektroforezi goriintiisii.
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ekil 4.2. 1 ayl ij 1rk1 siganlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
Sekil 4.2. 1 aylik WAG/Rjj irk larin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



Cizelge 4.1. 1 aylik Wag/Rij sicanlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki spot sayilari

DENEK KODU
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ESLESEN
SPOT
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Varyasyon kat sayis1 % (V.K)= 13,3

1 aylik Wag/Rij si¢anlarin korteks dokularinda saptanan ortalama spot sayisi

257,6 £34.4 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi1 ise 25°dir.
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Sekil 4.3. 1 aylik Wag/Rij sicanlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki

spotlarin histograminin gosterilmesi.

ortak olan



Sekil 4.4. 1 aylik Wag/Rij irk1 siganlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintlistinde denekler arasinda ortak bulunan spotlarin iic boyutlu(3D)
goruntust.

4.1.1.B. Hipokampusdaki proteomik analizler

Sekil 4.5. 1 aylik Wag/Rij ki sigcanlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.6. 1 aylilk WAG/Rjj wrki sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi gorlintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.

Cizelge 4.2. 1 aylik Wag/Rij sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI
A12B 309 68 241
Al15B 264 264 0
% V.K=11

1 aylik Wag/Rij siganlarin hipokampuslarindan saptanan ortalama spot sayis1 286,5

+31.8 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi ise 56’dir.
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Sekil 4.7. 1 aylik Wag/Rjj si¢anlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gdsterilmesi.
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1 AYLIK WAG HP (Master, Modified) A1-2B v4 (Raw 2-D Image) AL_SB v4 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.8. 1 aylik Wag/Rij wrki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.



4.1.1.C. Talamusdaki proteomik analizler
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A1-3C v2 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.9. 1 aylik Wag/Rij irki siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi

goruntisii.

(Ll Scatter Plot: 1AYLIKWAGTALAMUS

P [=1 3|

Comp.
i+ Gels 2, [-famis] |A1 _2C -
™ Repl Gels B [r-Auis) [21_sC -
< Classes
Analysis Set |MslchORTAK ~ | Xl Momalize spot quantities
Corr coeff = 0332088
2.5 —| Slope = 0280579, Intercept = 7710129
Spot court =174
Morm units = PPM
»
12.0 —
- S
2 x
£ % <
el »
11.5 — = 2 -
284
S =
* = 3 P w
R w3
11.0 — L
. o e ¥ L *
= i b E
* B
- - “ra = " ) 5
105 —| T R e o ow% =
= = Kx 5 = <
= = e o owm =
B el = x X
= = s
10,0 — B =
x ko
= =
=
=
3 3
9.5
9.0
2
_ —2 0-fold up
85 —2.0-fold down
> —Linear Regression
T T T T T T T
8.5 8.0 9.5 100 105 11.0 11.5 12.0 12.5
&) Click on a dot to center the images. Drisplay options.
[+ pome  |[E&  Fint  |[S Pircen [ Heln |

Sekil 4.10. 1 aylik WAG/Rij 1irki siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi

goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



Cizelge 4.3. 1 aylik Wag/Rij sicanlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki spot sayilari

ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI
Al2C 412 180 232
Al3C 317 122 195
Al4C 537 291 246
Al15C 544 544 0
% V.K= 24

1 aylik Wag/Rij siganlarin talamuslarindan saptanan ortalama spot sayis1 452,5

+108,8 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi ise 34°diir.
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Sekil 4.11. 1 aylik Wag/Rij siganlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gosterilmesi.
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Sekil 4.12. 1 aylik Wag/R1ij 1rk1 siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintlisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

4.1.2. 6 Aylik Wag/Rij sicanlarin proteomik analizleri

6 aylik WAG/R] sicanlarin 1 saatteki ortalama SWD sayis1 37+8,9, SWD siiresi ise
296,23 + 62,09 sn olarak bulunmustur.

4.1.2.A. Korteksdeki proteomik analizler
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A2-34 v3 (Raw 2-D Image, Modified) A2-44 v (Raw 2-D Image, Modified) A2-54 v3 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.13. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goruntusu.
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Sekil 4.14. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.

Cizelge 4.4. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN SPOT
SAYISI OLAN SAYISI
A21A 216 106 110
A22A 282 282 114
A23A 222 108 114
A24A 276 108 168
A25A 246 98 148
% V.K=12

6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlarin kortekslerinden saptanan ortalama spot sayis1 248,4

+30 olarak bulunmustur. Ortak spot sayis1 ise 19°dur.
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Sekil 4.15. 6 aylik Wag/Rij irki si¢anlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gosterilmesi.
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Sekil 4.16. 6 aylik Wag/Rij irk1 siganlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintlisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.



4.1.2.B. Hipokampusdaki proteomik analizler

& AYLIK WAG HP (Master, Modified) 42-2B v3 (Raw 2-D Image, Modified)

AII_3B v3 (Raw 2. Image, Modified) A2-4B v3 (Raw 2.D Image, Modified) AIL_SB v3 (Raw 2.D Image, Modified)

Sekil 4.17. 6 aylik Wag/Rij itk si¢anlarin hipokampuslarindan elde edilen iki

elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.18. 6 aylik Wag/Rij 1rki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D

elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.
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Cizelge 4.5. 6 aylik Wag/Rij 1rki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI

A21B 196 56 140
A22B 219 129 90

A23B 173 90 83

A24B 163 163 0

A25B 191 80 11

% V.K=11

6 aylik Wag/Rij irk1 siganlarin hipokampuslarinda saptanan ortalama spot sayisi

188,4 £21,69 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi1 ise 32’dir.
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Sekil 4.19. 6 aylik Wag/Rij irki si¢anlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki ortak
olan spotlarin histograminin gosterilmesi.
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Sekil 4.20. 6 aylik Wag/Rij wrki siganlarin  hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiistinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D
goruntiist.

4.1.2.C. Talamusdaki proteomik analizler
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Sekil 4.21. 6 aylik Wag/Rij irki sigcanlarin talamuslarindan elde edilen iki 2D jel
elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.22. 6 aylik Wag/Rij irki si¢anlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.

Cizelge 4.6. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI

A21C 159 63 96

A22C 226 104 122
A23C 127 74 53

A24C 164 164 0

A25C 139 80 59

% V.K=23

6 aylik Wag/Rij 1rk1 sicanlarin talamuslarindan saptanan ortalama spot sayis1 163

138,26 olarak bulunmustur. Ortak spot sayis1 ise 13°diir.
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Sekil 4. 23. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki ortak
olan spotlarin histograminin gosterilmesi.
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Sekil 4.24. 6 aylik Wag/Rij 1rki siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi
gorilintiisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.



4.1.3. 1 Aylik Wistar sicanlarin proteomik analizleri

4.1.3.A. Korteksdeki proteomik analizler
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Sekil 4.25. 1 aylik Wistar 1rki siganlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goruntustu.
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Sekil 4.26. 1 aylik Wistar irki siganlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



Cizelge 4.7. 1 aylik Wistar irk1 sicanlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI

A31A 175 103 72

A32A 172 172 0

A33A 278 88 190
A34A 203 67 136
A35A 256 82 174

% V.K=22

1 aylik Wistar 1rki sicanlarin kortekslerinde saptanan ortalama spot sayis1 216,8+48

olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi1 ise 33’diir.
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Sekil 4.27. 1 aylik Wistar irk1 sicanlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gosterilmesi.
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Sekil 4.28. 1 aylik Wistar irki si¢anlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintlisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

4.1.3.B. Hipokampusdaki proteomik analizler
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Sekil 4.29. 1 aylik Wistar ki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.30. 1 aylik Wistar wrki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.

Cizelge 4.8. 1 aylik Wistar 1rki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI

A32B 309 214 95

A33B 339 339 0

A34B 297 198 99

A35B 249 128 121

% V.K=12

1 aylik Wistar irki sicanlarin hipokampuslarinda saptanan ortalama spot sayist

298,5 £37,4 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi ise 43°diir.
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Sekil 4.31. 1 aylik Wistar 1rki sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki ortak
olan spotlarin histograminin gosterilmesi.
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Sekil 4.32. 1 aylik Wistar 1rki sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.



4.1.3.C. Talamusdaki proteomik analizler
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43-3C v4 (Raw 2-D Image, Modified) A3-4C w4 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.33. 1 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi
goruntisu.
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Comp:
= Gels 2 [amis] |A3-‘| = =
£ Repl Gels B [v-duis] [43-2C =
™ Classes
Analysis Set | ~ | Xl Mormalize spot quantities

Corr coeff = 0. 766574
_| slope = 0784571 . Intercept = 0 997964
Spot court = 226

Norm units = Rorm

6.0

—z.0-told up
—2.0-told down

—Linear Rearession
T T T T T T
35 40 4.5 50 55 5.0

(&) Click on a dot to center the images
[ bone & Fin |[& Fivten |[GB Helw |

Sekil 4.34. 1 aylik Wistar 1tk siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintlisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



Cizelge 4.9. 1 aylik Wistar 1rki siganlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
SPOT ESLESEN SPOT | ESLESMEYEN
DENEK KODU SAYISI OLAN SPOT SAYISI
A31C 462 276 186
A32C 513 310 203
A33C 547 281 266
A34C 476 476 0
% V.K=7

1 aylik Wistar 1rki sicanlarin talamuslarinda saptanan ortalama spot sayisi

499,5438,2 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi ise 126°dur.

ALICWISTALAMUS {Experiment, Modiied)

BOEARR 3% voBR TN 24

s=
=

B

=1;

i

]
5 23
E
e i3
I} = -
g
i
s - =

1=
4=
==

=g

1
==
==

=
IaI:
il

lt* =

=—_l¢

i
5]

[43-X ¢ (Rar 2D Ias)

i
|

=5
==
i=k=k=_ L

]
]
2
(-]

E—

%
E
il
=
Ed

——|

e
mﬂ
S
Mﬂ?
e

==

=
I &‘J

a0 SPBH_ THE_SPE8_ wim

I
==
=
-
==

SPGID SPEN  SPTER|  SHE

Sekil 4.35. 1 aylik Wistar 1rki sicanlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gosterilmesi.



(i 1AYLIKWISTALAMUS (Experiment, Modified)

Sekil 4.36. 1 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintiistinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.



4.1.4. 6 Aylik Wistar sicanlarin proteomik analizleri

4.1.4.A. Korteksdeki proteomik analizler

[Gorurmsronm e o
BO&OQQ[[5]g-w @ H- X%

6AYLIKWISKORTEX (Master, Modified) A4-14 v4 (Raw 2-D Image, Modified)

A4-7A vé (Raw 2-D Image, Modified) A4-8A vé (Raw 2-D Image, Modified)

A4-6A v4 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.37. 6 aylik Wistar irki si¢anlarin kortekslerinden elde
goruntusu.

@il Scatter Plot: GAYLIKWISKORTEX

edilen 2D jel elektroforezi

A [Ratis) [ea-10
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Comp.
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&) Click on a dot to center the images

[ __Done |[&& Prntan [ Hele |

=

Sekil 4.38. 6 aylik Wistar rki siganlarin kortekslerinden elde
goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.

Corr cosff = 0741422
Slope — 1.0001 08, Intercept — -0 061569
Spot count =15
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il > —Linear Rearession
T T
40 a5

Drisplay options.

edilen 2D jel elektroforezi



Cizelge 4.10. 6 aylik Wistar irki siganlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki spot

sayilari
ESLESEN
DENEK KODU SPOT SPOT ESLESMEYEN
SAYISI OLAN SPOT SAYISI
A41A 110 34 76
A46A 127 48 79
A4TA 87 51 36
A48A 84 84 0
% V.K=19

6 aylik Wistar irki siganlarin kortekslerinde saptanan ortalama spot sayisi

102420,31 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi ise 12°dir.

{1l GAYLIKWISKORTEX {Experiment, Modiied) fes7s 226040
horm Narm
D&0_Q ‘ s 05w ﬁ)ﬂ:“ﬁ' 555." ul | | InTiarea INTeArea

S5P 00 1501
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M Mor
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1 — ]

SSP 340 S5 3402
N Janaz 36815
420 [Marm (Norn,
- INTrea INTArea
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200
SSP 380 35 4201

56617 Ra40z
Piorm INorm
INTArea INT=Area
5AYLIKWISKORTER (Master) -1 v (R 2-D Inuage) -6 v (R 2-D Image) | |
5PN 352701
[22683 14438
Porm INorm
| INTrea | | INTArea
S5P 3601 S5 3701
[1oss0 [22838
form INorm
INT#4rea INTArea

S3P 4702

A4-74 v4 (Faw 2-D Inuege) A4-84 v4 (R 2-D Invegs)

Sekil 4.39. 6 aylik Wistar 1irk1 sicanlarin kortekslerinden elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gosterilmesi.



(Il 6AYLIKWISKORTEX (Expe:

SAYLIKWISKORTEX (Master, Modified) A4-14 v (Raw 2-D Image) 44-64 4 (Raw 2-D [mage)

44-74 4 (Raw 2-D Image) 44-84 4 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.40. 6 aylik Wistar 1rki siganlarin kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi
goriintlisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

4.1.4.B. Hipokampusdaki proteomik analizler

=olx|
BO& 0 [[B-g-w»-pH-%-% |0 =

6ATLIEWISHIPPOKAMPUS (Master, Modified) 44-1B v3 (Raw 3-D mage, Modified) £4-5B +3 (Raw 2-D [mage, Modified)

44-8B 4 (Raw 2-D Image, Modified) 44-7B v3 (Raw 3-D mage, Modified) A4-8B +3 (Raw 2-D [mage, Modified)

Sekil 4.41. 6 aylik Wistar wrki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 4.42. 6 aylik Wistar wrki siganlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.

Cizelge 4.11. 6 aylik Wistar 1rk1 sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
SPOT ESLESEN SPOT | ESLESMEYEN
DENEK KODU SAYISI OLAN SPOT SAYISI
A41B 206 206 0
A45B 195 63 132
A46B 184 64 120
A47B 234 99 135
A48B 245 92 153
% V.K=12

6 aylik Wistar 1rki sicanlarin hipokampuslarinda saptanan ortalama spot sayisi

212,8 £25,87 olarak bulunmustur. Ortak spot sayisi ise 20’dir.
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Sekil 4.43. 6 aylik Wistar 1irki sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki ortak
olan spotlarin histograminin gdsterilmesi.

(1) 6AYLIKWISHIPPOKAMPUS (Experiment, Modified) )
il

6AYLIKWISHIPPOKAMPUS (Master, Modified) 44-1B v3 (Raw 2-D Tnag, Modified) 44-5B v3 (Raw 2-D [nage, Modified)

A 2

A4-6B v4 (Raw 2-D Image, Modified) A4-7B v3 (Raw 2-D Image, Modified) 44-8B v3 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.44. 6 ayhk Wistar ki sicanlarin hipokampuslarindan elde edilen 2D jel
elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.



4.1.4.C. Talamusdaki proteomik analizler

(Tl 6AYLIKWISTALAMUS (Experiment, Modified)
D&% o aa|HB]%

EATLIEWISTALAMUS (Master, Modified)

44-6C e (Raw 2-D Image, Modified)

P R %

44-1C v (Rar 2-D Irmage, Modified)

44-7C vd (Rawe 2-D Trmage, Modifiad)

14-5C 4 (Raw 2-D Image, Modified)

44-5C v (Raw 2-D Image, Modifiad)

Sekil 4.45. 6 aylik Wistar 1rk1 sicanlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi

goruntisu.
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Sekil 4.46. 6 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi

goriintlisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



Cizelge 4.12. 6 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki spot

sayilari
SPOT ESLESEN SPOT | ESLESMEYEN
DENEK KODU SAYISI OLAN SPOT SAYISI
A41B 268 113 155
A42B 229 144 85
A43B 217 152 65
A44B 259 259 0
A45B 319 179 140
% V.K=15

6 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarinda saptanan ortalama spot sayist

258,4+39.82 olarak bulunmugtur. Ortak spot sayis1 ise 50°dir.
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Sekil 4.47. 6 aylik Wistar 1rki siganlarin talamuslarindan elde edilen jellerdeki ortak olan
spotlarin histograminin gdsterilmesi.



Sekil 4.48. 6 aylik Wistar irki sicanlarin talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi

SAYLIKWISTALAMUS (Mastez, Modified)

44-6C v4 (Raw 2-D Image, Modified)

44-1C vé (Raw 2-D Tmage, Modified)

44-7C v4 (Raw 2-D Image, Modified)

44-5C vé (Raw 2-D mage, Modified)

44-8C v4 (Raw 2-D Image, Modified)

goriintiisiinde denekler arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.13. Grup icinde yapilan proteomik analizlerde jeller arasindaki % VK’sinin

gosterilmesi
WAG/R]j si¢an Wistar sigan
Beyin Bolgesi % VK % VK
1 Aylik sican 6 Aylik sican | 1 Aylik sican 6 Aylik sican
Korteks 13,3 12 22 19
Hipokampus 9,8 11 12 12
Talamus 24 23 7 15




4.2. Gruplar Arasinda Yapilan Proteomik Degerlendirmeleri
4.2.1. Tiire baglh degisimin degerlendirildigi gruplar
4.2.1.1. 1 Aylik yastaki tiire bagli degisimin degerlendirildigi gruplar
4.2.1.1.A. 1 aylik Wistar siganin korteksi ile 1 aylik Wag/Rij sicanin korteksinin

proteomik analizi

A3-14-REP (Ravr

A1-44 (Raw 2-D Image, Modified) A1-24-REP (Raw

Sekil 4.49. 1 aylik Wag/Rij irki si¢anlar ile 1 aylik Wistar 1rki siganlarin kortekslerinden
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin karsilastirilmasi.

Conmp.

Gz A hetin] [T L G TR -
= Flepl Gels B Cr-fiz) [1 A Lo T e -
™ Classes

Corr costt = 0395011
Slope = 0.61 4896, Intercept = 1.902295
Spot count = 121

mmmmmmmmmmmmm

2 0-talel denan

T T T T
1 El El a

(@) Click on e dotto center the images.

[or  Done [ P | [ Fomean | [GE e |

Sekil 4.50. 1 aylik Wag/Rij irki siganlar ile 1 aylik Wistar irki siganlarin kortekslerinden
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



(1l 1AYLIKWIS-WAGKORTEX (Experiment, Modified)

BOGO] Q| BHg-w- 9 H-X-%-| 1

1AYLIKWIS-WAGKORTEX (Master, Modified)

Sekil 4.51. 1 aylik Wag/Rij irki siganlar ile 1 aylik Wistar irki si¢anlarin kortekslerinden
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintlisiinde denekler arasinda ortak bulunan
spotlarin 3D goriintiisti.

Cizelge 4.14. 1 aylik Wag/Rij irki sicanlar ile 1 aylik Wistar 1rki siganlarin kortekslerinden
elde edilen jellerdeki spot sayilari

1 aylik wag/wis kortekslerinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Analiz Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen o
spot artan | azalan spot | degisen spot
sayisi spot sayis1
sayisl spot spot sayist sayisl1
sayist | sayisl
A3-1A 1 aylik 191 88 103
A3- wis
1A Tekrar sigan 165 % 1 18 55 51 60
Al-4A 1 aylik 305 305 0
Al- wag
4A Tekran sigan 322 182 140
42.11B. 1 ayhk Wistar sigcanin hipokampusu ile 1 ayllk Wag/Rjj

sicanin hipokampusunun proteomik analizi




(0l 1AYLIKWIS-WAGHIPPOKAMPUS (Experiment, Modified)

Sekil 4.52. 1 ayhk Wag/Rij ki siganlar ile 1 aylik Wistar wrki sicanlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin
karsilastirilmasi

llll Scatter Plot: 1AYLIKWIS-WAGHIPPOKAMPUS =1 = |
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5.5 — 0210705, Intercept — 3456398
Spot count = 57
rorm units = Narm
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—Linear Rearession
T T T T T
35 4.0 4.5 s.0 EX]
&) Click on a dot to center the images Display options.
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Sekil 4.53. 1 aylhik Wag/Rij ki sicanlar ile 1 aylilk Wistar 1rki si¢anlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki
spotlarin dagilim grafigi.



1AYLIKWIS-WAGHIPPOKAMPUS (Mastez, Modified)

Sekil 4.54. 1 ayllk Wag/Rij ki sicanlar ile 1 ayhik Wistar 1wrki siganlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler
arasinda ortak bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.15. 1 ayhk Wag/Rij ki sicanlar ile 1 ayhk Wistar 1rki siganlarin
hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot sayilari

1 aylik wag/wis hipokampuslarinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Analiz Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz | Orta P<0.05
Toplam Eslesen 2 kat 2 kat k anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen <.
spot artan | azalan | spot degisen
sayisi spot sayisi
say1sl spot spot sayls | spot sayisi
sayist | sayisi 1
A3-3B 1 aylik 130 130 0
AS- wis 123 48 75
3B Tekran sigan 10 21 36 6
Al-2B 1 aylik 203 55 148
Al- wag
2B Tekrar1 sigan 152 66 86

4.2.1.1.C. 1 aylik Wistar siganin talamusu ile 1 aylik Wag/Rij sicanin talamusunun

proteomik analizi




Sekil 4.55. 1 aylik Wag/Rij irki sicanlar ile 1 aylik Wistar 1rk1 siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin karsilastirilmasi

I [=TET|
Comp.
" Gels A Padris] [1A7YLIKWAS TALAMUS -~
7= Repl. Gels B [v-Axis] 1.4 LIKWAST AL SMUS -
£ Classes
Analpsis Set | ~ | RIMormalize spot quantities

Corr cosff = 0.720030
Slope = 0.720392, Intercept = 1 251006
6.0 —| Spot count = 293

Rlorm units = Morm

= > —2.0-fold up
—2.0-foldd coner

—Linear Regression
T

4.0 4.5 S50 55 &0
&) Click on a dot to center the images

[+ Done (&8 Fint  |[&F Frintan |[[GE Hele |

Sekil 4.56. 1 aylik Wag/Rij 1rki sicanlar ile 1 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.
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1AYLIKWIS-WAG TALAMUS (Mastex)

Sekil 4.57. 1 aylik Wag/Rij irki sicanlar ile 1 aylik Wistar irk1 siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda ortak bulunan
spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.16. 1 aylik Wag/Rjj irki sicanlar ile 1 aylik Wistar 1rki sicanlarin talamuslarindan

elde edilen jellerdeki spot sayilari

1 aylik wag/wis talamuslariin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Analiz Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Kodu Grubu Tcs)p:)atm Eslesen Eslesmeven 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Sap 1 spot Ss Ofsa ym artan | azalan | spot degisen
Y sayisi p Y spot spot sayisl | spot sayisi
Sayisi Sayi1s1
A3-1C 1 aylik 376 262 114
A3- WIS 397 397 0
1C Tekran sigan 38 50 205 57
Al-4C 1 ayhk 489 286 203
Al- wag
4C Tekran sigan 487 320 167

4.2.1.2. 6 aylik yastaki tiire bagl degisimin degerlendirildigi gruplar

4.2.1.2.A. 6 aylik Wistar siganin korteksi ile 6 aylik Wag/Rij siganin korteksinin

proteomik analizi




SATLIKWAG-WIS-KORTEX (Master, Modified)

A4-54 3 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.58. 6 aylik Wag/Rij 1rki siganlar ile 6 aylik Wistar 1rki si¢anlarin kortekslerinden

elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.59. 6 aylik Wag/Rij 1irki siganlar ile 6 aylik Wistar irki siganlarin kortekslerinden
relde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



0P H-R-%- M| B

6AYLIKWAG-WIS-KORTEX (Master)

Sekil 4.60. 6 aylik Wag/Rij 1rki siganlar ile 6 aylik Wistar irki sicanlarin kortekslerinden
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintlisiinde denekler arasinda ortak bulunan
spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.17. 6 aylik Wag/Rij irki sicanlar ile 6 aylik Wistar 1rki siganlarin kortekslerinden
elde edilen jellerdeki spot sayilari

6 aylik wag/wis kortekslerinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Analiz Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2 kat 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen g
spot artan | azalan spot degisen
sayisi Spot sayisi
say1sl spot spot sayist | spot sayisi
sayisl | sayisl
A4-6A 6 aylik 214 149 68
Ad- wis 173 81 92
6A Tekran sigan 24 23 109 38
A2-4A 6 aylik 305 185 120
A2- wag
4A Tekran sigan 278 278 0

4.2.1.2B. 6 aylik Wistar sicanin

hipokampusunun proteomik analizi

hipokampusu ile 6 aylik Wag/Rij siganin




Sekil 4.61.

Sekil 4.62. 6 aylik Wag/Rjj

6 ayllk Wag/Rij ki

hipokampuslarindan elde edilen 2D jel -elektroforezi

karsilastirilmasi

sicanlar ile 6 ayhk Wistar 1rki

sicanlarin
gorilintiilerinin
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ki

sicanlar ile 6 ayhk Wistar 1rki

si¢anlarin

hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki

spotlarin dagilim grafigi.



Sekil 4.63.

A4-7B v3 (Raw 2-D Image, Modified)

6 aylik Wag/Rijj

A4-7B-REP v3 (Raw 2.D Image,

ki

Modified)

sicanlar ile 6 aylhik Wistar 1rki

si¢anlarin

hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler
arasinda ortak bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.18. 6 aylik Wag/Rij ki sicanlar ile 6 aylik Wistar ki siganlarin

hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot sayilari

6 aylik wag/wis hipokampuslariin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Anallz. Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen oy
spot artan | azalan | spot | degisen spot
sayisi Spot sayisi
sayisl spot spot | sayisi sayist
sayisl | sayisi
A4-7B 6 aylik 200 156 44
AAd- WS 210 | 208 2
7B_Tekran sigan 27 27 79 80
A2-1B 6 aylik 320 226 94
A2- wag
1B Tekran sigan 314 198 116

4.2.1.2.C. 6 aylik Wistar siganin talamusu ile 6 aylik Wag/Rij siganin talamusunun

proteomik analizi
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EATLIKWIS-WAG TALAMUS (Master, Modified)

Sekil 4.64. 6 aylik Wag/Rij ki sicanlar ile 6 aylik Wistar 1rki siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.65. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlar ile 6 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



{1 GAYLIKWIS-WAG TALAMUS (Expe

42-2C-REP v4 (Raw 2-D Image)

A4-5C-REP v4 (Raw 2-D Image)

Sekil 4.66. 6 aylik Wag/Rij 1rki sicanlar ile 6 aylik Wistar irki si¢anlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda ortak bulunan
spotlarin 3D goriintiisti.

Cizelge 4.19. 6 aylik Wag/Rjj 1rki sicanlar ile 6 aylik Wistar 1rki sicanlarin talamuslarindan
elde edilen jellerdeki spot sayilari

6 aylik wag/wis talamuslarinin PDQuest jel analizi sonuglari
Ornek Kalitatif Analiz | Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu | spot Eslesmeyen | "y
sayisi spot spot sayisi artan | azalan | spot degisen
sayisl spot spot | sayisi | spot sayisi
sayisi | sayist
A4-5C 6 aylik 231 179 52
Ad- WIS 1286 | 169 117
5C Tekran sigan 2 20 143 o5
A2-2C 6 aylik 290 290 0
A2- wag
2C Tekrari sigan 248 163 8

4.2.2. Yasa bagh degisimin degerlendirildigi gruplar
4.2.2.1. Wistar siganlarda yasa bagli degisimin degerlendirilmesi
4.2.2.1.A. 1 aylik Wistar siganin korteksi ile 6 aylik Wistar sicanin korteksin

proteomik analizi



{1l 1-6AYLIKWISKORTEX (Experiment, Modified)
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Sekil 4.67. 1 aylik Wistar irki siganlar ile 6 aylik Wistar irki sicanlarin kortekslerinden elde

edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin karsilastirilmasi.

i Scatter Plot: 1-6 AYLIK WIS KORTEX
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Sekil 4.68. 1 aylik Wistar 1rki sicanlar ile 6 aylik Wistar irki siganlarin kortekslerinden elde

edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.




44-6A-REP v4 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.69. 1 aylik Wistar 1rk1 siganlar ile 6 aylik Wistar 1rki si¢anlarin kortekslerinden elde

edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda ortak bulunan
spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.20. 1 aylik Wistar irki siganlar ile 6 aylik Wistar 1rk1 sicanlarin kortekslerinden

elde edilen jellerdeki spot sayilari

1 aylik Wistar/6 aylik Wistar kortekslerinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Anallz- Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen | -
say1si spot spot sayIsi artan | azalan | spot degisen spot
sayislt spot spot | sayisi sayist
sayisi | sayisi
A3-6A 1 aylik 230 147 83
A3- wis
6A Tekrar sigan 265 265 0 30 25 103 24
A4-6A 6 aylik 225 152 73
Ad- wis
6A Tekrar sican 127 69 58

4.2.2.1.B. 1 aylik Wistar siganin hipokampusu ile 6 aylik Wistar siganin

hipokampusunun proteomik analizi




(L 1-6AYLIKWISHIPPOKAMPUS (Experim
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Sekil 4.70. 1 aylik Wistar 1wrki sigcanlar ile 6 aylik Wistar 1rki sicanlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.71. 1 ayhk Wistar ki siganlar ile 6 ayhk Wistar ki sicanlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki
spotlarin dagilim grafigi.



(1 1-6AYLIKWISHIPPOKAMPUS (Experiment, Modified)

BOR v Qals-%-2{®

1-6AYLIKWISHIPPOKAMPUS (Master, Modified S wr 2-D Image, Modified) Raw 2-D Image, Modified)

A44-7B_REP v4 (Raw 2-D Image, Modified) 44-7B v4 (Raw 2-D Image, Modified)

Sekil 4.72. 1 aylhik Wistar wki sicanlar ile 6 aylik Wistar 1rki sicanlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler
arasinda ortak bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.21. 1 ayhk Wistar ki siganlar ile 6 aylik Wistar ki siganlarin
hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot sayilari.

1 aylik Wistar/6 aylik Wistar hipokampuslarinin PDQuest jel analizi sonuglar

Ornek Kalitatif Anallz_ Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Kodu Grubu Tcs)ploa}[m Eslesen Eslesmeven 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Sapm spot SS otssa 3;51 artan | azalan | spot | degisen spot
Y sayisl p Y spot spot | sayisi sayis1
say1sl | sayisi
A2-2B 1 aylik 295 162 133
A2- WIS o3 191 82
2B Tekrar | sican 49 38 79 90
A4-7B 6 aylhik 367 239 128
A4- wis
7B Tekrar1 | sican 345 345 0

4.2.2.1.C. 1 aylik Wistar siganin talamusu ile 6 aylik Wistar siganin talamusunu proteomik

analizi




44-6C_REP v (Raw 2

Sekil 4.73. 1 aylik Wistar 1irki siganlar ile 6 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin karsilastirtlmast.
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Sekil 4.74. 1 aylik Wistar irk1 siganlar ile 6 aylik Wistar irk1 siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin dagilim grafigi.



S H-R-E- W] B

Sekil 4.75. 1 aylik Wistar 1rki siganlar ile 6 aylik Wistar irki siganlarin talamuslarindan
elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler arasinda ortak bulunan
spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.22. 1 aylik Wistar 1rki sicanlar ile 6 aylik Wistar 1irki siganlarin talamuslarindan
elde edilen jellerdeki spot sayilar

1 aylik Wistar/6 aylik Wistar talamuslarinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Anallz- Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen o
spot artan | azalan | spot | degisen spot
sayisi Spot sayisi
say1sl spot spot | sayisi sayisl1
sayist | sayisl
A3-1C 1 aylik 404 275 129
A3- WIS g4 | 2m1 190
1C Tekran | sigan 29 31 114 105
A4-6C 6 aylik 200 157 43
A4- wis
6C Tekrar1 | sican 228 228 0

4.2.2.2.Wag/Rij siganlarda yasa bagli degisimin degerlendirilmesi

4.2.2.2.1.A. 1 aylik Wag/Rij sicanin korteksi ile 6 aylik Wag/Rij si¢anin korteksinin

proteomik analizi
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Sekil 4.76. 1 aylik WAG/Rij wki siganlar ile 6 aylik WAG/Ri 1rki siganlarin
kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin
karsilastirilmasi.
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Sekil 4.77. 1 aylhk WAG/Rij ki sigcanlar ile 6 aylik WAG/Rij irki sicanlarin
kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin
dagilim grafigi.



Sekil 4.78. 1 aylik WAG/Rij wki siganlar ile 6 ayllk WAG/Ri) ki siganlarin
kortekslerinden elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler

arasinda ortak bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.23. 1 aylikk WAG/Rij ki sicanlar ile 6 aylik WAG/Rij ki sicanlarin
kortekslerinden elde edilen jellerdeki spot sayilari

1 aylik Wag/Rij/6 aylik Wag/Rij kortekslerinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Anallz_ Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen oy
spot artan | azalan | spot degisen spot
sayis1 spot sayis1
sayislt spot spot | sayisi sayist
sayist | sayist
Al-2A 1 aylik 181 75 106
Al- wag
2A Tekran Sican 185 1 % 33 2 55 75
A2-4A 6 aylik 322 322 0
A2- wag
4A Tekran sigan 303 180 123

4.2.2.2.1.B. 1 aylik Wag/Rij siganin hipokampusu ile 6 aylik Wag/Rij siganin

hipokampusunun proteomik analizi




) 1-6AYLIKWAGHP (Experiment, Modified)
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Sekil 4.79. 1 aylhik WAG/Ri wki siganlar ile 6 aylilk WAG/Ri) ki siganlarin

hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi

karsilastirilmasi.
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Sekil 4.81. 1 aylk WAG/Rij ki siganlar ile 6 aylik WAG/Rij 1rki sicanlarin
hipokampuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler
arasinda ortak bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.24. 1 aylk WAG/Ri) wki sigcanlar ile 6 ayllk WAG/Rij ki sicanlarin
hipokampuslarindan elde edilen jellerdeki spot sayilari

1 aylik Wag/Rij/6 aylik Wag/Rij hipokampuslarinin PDQuest jel analizi sonuclar1

Ornek Kalitatif Anallz_ Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen | o
sayisi spot spot say1st artan | azalan | spot degisen spot
sayisi spot spot | sayisi sayisl
sayisl | sayisi
Al-2B 1 aylik 299 127 172
Al- wag 356 356 0
2B Tekran | sican 61 40 84 24
A2-1B 6 aylik 357 176 181
A2- wag
1B Tekrar1 | sigan 312 137 175

4.2.2.2.1.C. 1 aylik Wag/Rij sicanin talamusu ile 6 aylik Wag/Rij si¢anin

talamusunun proteomik analizi




(1l 1-6AYLIKWAGTALAMUS (Experiment, Modified)
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Sekil 4.82. 1 aylik WAG/Rij ki siganlar ile 6 aylik WAG/Rij 1rki sicanlarin
talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiilerinin

karsilastirilmasi.

L] Scatter Plot: 1-6AYLIKWAGTALAMUS iy =] ]

Comp
’7 i Gels A izl [1avLIFeAGTaLarUS -~

= Fepl Gels B [v-Auis] [SaviamacTalamus

< Classes

Analpsis Set | ~ | EMarmalize spot quantities

Corr cosff — 0.284227 -
5.0 — Skope — 0.293924, Intercept — 3.333054 = * =
Spot court — 236 .
Morm units — Morm =
> —2 0-folot up
= —2.0-fold donwn
T T T T T T T
55 50

5.0 =5 4.0 4.5 s.0

Display options

&) Click on a dot to center the images.

[+ Done |[&  Fint  |[&S Prntan |[E Heln |

Sekil 4.83. 1 ayllk WAG/Rij ki sicanlar ile 6 aylik WAG/Ri) ki sicanlarin
talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiindeki spotlarin

dagilim grafigi.



(1 1-BAYLIKWAGTALAMUS (Experiment, Modified)
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Sekil 4.84. 1 aylik WAG/Rij ki siganlar ile 6 aylik WAG/Rij ki sicanlarin
talamuslarindan elde edilen 2D jel elektroforezi goriintiisiinde denekler
arasinda bulunan spotlarin 3D goriintiisii.

Cizelge 4.25. 1 ayllk WAG/Rij ki sicanlar ile 6 ayllk WAG/Rij irki sicanlarin
talamuslarindan elde edilen jellerdeki spot sayilari.

1 aylik Wag/Rij/6 aylik Wag/Rij talamuslarinin PDQuest jel analizi sonuglari

Ornek Kalitatif Anallz- Kantitatif Analiz
Referans jelde
Enaz | Enaz P<0.05
Toplam Eslesen 2kat | 2kat | Ortak | anlamlilikta
Kodu Grubu spot Eslesmeyen oy
spot artan | azalan | spot | degisen spot
sayis1 Spot sayist
sayisl spot spot | sayis1 sayisl1
sayist | sayisl
Al-5C 1 aylik 437 286 151
Al- wag
5C Tekran sigan 418 235 183 50 70 116 99
A2-2C 6 aylik 352 352 0
A2- wag
2C_Tekrar sigan 327 176 151

4.3. Proteinlerin tanimlanmasi
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Sekil 4.85. MALDI kiitle spektrometresinin kalibrasyonu.

MALDI kiitle spektrometresinde tanimlanmak tizere yapilan 2D jellerden segilen
spotlardan; gerek korteks gerekse de talamusda tiire ve yasa bagli degisim agisindan

degerlendirildiginde, protein ekspresyonlarinda anlamli farklhiliklar  bulunmustur.

Hipokampus ornekleri de ayni spotlar lizerinden c¢alisilmis fakat secilen spotlarda benzer

sekilde onem kazanan proteinler bulunamamaistir.

Cizelge 4.26. Korteks, hipokampus ve talamusda MALDI kiitle spektrometresi ile
tanimlanan proteinler

Protein
Kodu

Protein Ad1

Teorik
pl/mA

Deneysel
pl/mA

Veri Tabam

Cov%

Skor




Tetratricopeptide Repeat Protein

Q66H45 36 5,15/20138 4,9/28 Mascot(kDa) i 15
Q7TNY7 | RAB Effector MYRIP 5,9/95 5,7/85 Aldente(Da) 1 -
Q5MYWS3 | Full=2-5 Oligoadenylate Synth 7,1/59 6,8/60 Aldente(Da) 1
AQJPP7 Protein DDI1 Homolog 1 5,76/45421 5,3/42,1 Mascot(kDa) - 16
P63043 Stathmin-4 35,76/22073 6/35 Mascot(kDa) - 10

DNA-Directed Rna Polymerase I, i 9
BOBNE2 | It And 1 Subunit Rpabcl 5,69/24552 6/35 Mascot(kDa)

3-Alpha-Hydroxysteroid i 27
P23457 Dehydrogenase 6,67/37003 6/35 Mascot(kDa)

Uncharacterized Protein i 9
Q6AYUO | Cl2orfhomolog 8,88/47005 8,88/50 Mascot(kDa)

Glycosyltransferase 6 Domain- i 10
Q3L7MO | Containing Protein 1 9,08/38291 8,88/38 Mascot(kDa)
035179 Endophilin-Al /28588 8,88/38 Mascot(kDa) - 9
Q5BK22 GTP-Binding Protein 8 9,27/32210 8,88/38 Mascot(kDa) - 10

Probable Trna(His) 9
Q5M965 Quanylylttransferase 8,44/34827 8,88/38 Mascot(kDa)

Rib43a-Like With Coiled Coils 9
Q6AXN9 | Protemn 2 9,22/37275 8,88/38 Mascot(kDa)

Cathepsin Q2 tanimlanma i 10
Q812B7 mig 8,88/38 Mascot(kDa)
Q5M819 Phosphoserine Phosphatase 5,49/24951 4,9/28 Mascot(kDa) - 11
P17209 Myosin Light Chain 4 4,97/21137 5,2/26 Mascot(kDa) - 9

Transcriptional Activator Protemn i 12
Q68A21 Pur Beta 5,35/33266 5,6/45 Mascot(kDa)
P14668 Annexin A5 4,93/35591 5,6/45 Mascot(kDa) - 10

Survival Of Motor Neuron i 9
Q9QzP1 Protein-interacting Protein 1 5,37/30421 5,6/45 Mascot(kDa)

Nuclear Distribution Protein i 9
Q9ES39 Nude Homolog 1 5,32/38504 5,6/45 Mascot(kDa)
Q99MZ8 Lim And Sh3 Domain Proten 1 6,61/29951 5,3/42,1 Mascot(kDa) - 8

Cizelge 4.26. Korteks, hipokampus ve talamusda MALDI kiitle spektrometresi ile
tanimlanan proteinler (devam)
Protein Ad1 Veri Tabam Cov% Skor

Protein

Teorik

Deneysel




Kodu pl/mA pl/mA
Q5U2M7 | Anl_Type Zinc Finger Protein 3 6,44/25065 5,8/26 Mascot(kDa) - 11
ADP-Ri1bosylation Factor Like i 9
008697 Protein 2 5,67/20691 5,8/26 Mascot(kDa)
Actin-Related Protein 2/3 i 10
Al1L108 Complex Subunit 5-Like Protein 6,37/16868 5,6/24 Mascot(kDa)
Uncharacterized Protein C8orf42 i 9
Q498E2 Homolog 5,63/20159 5,6/24 Mascot(kDa)
Ubiquitin-Conjugating Enzyme i 9
Q9EQX9 | E2N 6,13/17112 5,6/24 Mascot(kDa)
Transmembrane Emp24 Domain- i 9
Q63524 Containing Protein 5,17/20767 4,9/28 Mascot(kDa)
Q6AYM2 | Tektin-2 5,75/50264 6,2/65 Mascot(kDa) - 9
P41156 Protein C-Ets-1 5,05/50390 6,2/65 Mascot(kDa) - 8
T-Complex Protein 1 Subunit 9 i
Q68FQO0 Epsilon 5,5/59 5,6/58 Aldente(Da)
Q62879 Ppar Delta Protein 6,9/50 6,9/50 Aldente(Da) 7
Peroxisome Proliferator-
Q99ND3 | Activated Receptor Beta 6,9/50 6,9/50 Aldente(Da) 7
Peroxisome Proliferator-
QI9QWIO | Activated Receptor Beta 7,20/50 6,9/50 Aldente(Da) 7
N-Acylneuraminate 17
P69060 Cytidylyltransferase 8,51/48089 7,7/52 Mascot(kDa) -
Acyl-Coenzyme A Amino Acid 15
Q5FVR5 N-Acyltransferase 2 8,64/45980 7,7/52 Mascot(kDa) -
Q5PPP1 Clta Protemn 4,43/23551 5,2/26 Mascot(kDa) - 13
Q62639 Gtp-Binding Protein Rheb 5,65/20149 5,2/26 Mascot(kDa) - 14
Q6QON2 | Protein Fam89a 5,35/18581 6/20 Mascot(kDa) - 17
B1WCO03 Rgd1311066 Protein 5,2/44 5,3/42,1 Aldente 12 -
Neuron-Specific Vesicular 16
P58821 Protein Calcyon 5,77/24702 4,9/28 Mascot(kDa) -
Q99JD2 Tektin-1 5,61/48561 6,2/65 Mascot(kDa) - 9

Cizelge 4.27. Korteks, hipokampus ve talamusda MALDI kiitle spektrometresi ile
tanimlanan proteinlerde bulunan degisiklikler

Protein Korteks Hipokampus Talamus




Kodu 1Wa 1Wi | 6Wa 6Wi | 1Wa 1Wi | 6Wa 6Wi | 1Wa 1Wi | 6Wa 6Wi
B1WC03 | * * * *| * * * * * * * *
P58821 *1 * *4 * * 1 * *| *| * 1 *|
Q66H45 | *t * 1 * * T % %] * 1 )
Q7TNY7 * yok 1 yok | yok *4 * * *| * 1 *
Q5MYW3 | * yok | *1 yok | yok yok | *1 * yok * yok *
AO0JPP7 * * * *| * * * * * * * *
P63043 *1 O ) o oo * yok * *] yok
BOBNE2 | yok yok | * yok | * *4 * * yok * *| yok
P23457 yok yok | yok yok | * 1 *| *| * 1 * *1
Q6AYUO | yok yok | yok yok | yok * *4 *| * * yok x
Q3L7MO | yok yok | * * * *1 *1 * * * * *
035179 yok yok | * * * *1 1 * * * * *
Q5BK22 | yok yok | * * * *4 *1 * * * * *
Q5M965 | yok yok | * * * *1 1 * * * * *
QB6AXN9 | yok yok | * * * *1 1 * * * * *
Q812B7 yok yok | * * * 1 1 * * * * *
Q5M819 | *t * 1 * * T %] = 1 = *
P17209 | *t SRR TRE T * * w7 = -
Q68A21 * * *1 *| * #1 * * * 1 * 1
P14668 | * * *1 S S * * 1 * *1
Q9QZP1 * * *1 *| * *1 * * * ] * *1
Q9ES39 * * 1 *| * 1 * * * *1 * 1
Qo9mz8 | * * * TR * * * * - * *
Qsu2M7 | * * 1 * * * e %] "] 7 - =
008697 * * 1 * * * 1 ) *| 1 * x
AIL108 | = yok | *1 * * R yok * * yok | yok

Cizelge 4.27. Korteks, hipokampus ve talamusda MALDI kiitle spektrometresi ile
tanimlanan proteinlerde bulunan degisiklikler (devam)

Protein Korteks Hipokampus Talamus




Kodu 1Wa 1wi | 6Wa 6Wi | 1Wa 1Wi | 6Wa 6Wi | 1Wa 1Wi | 6Wa B6Wi
QI9EQX9 | * yok | *1 * * *7 * yok * * yok yok
Q63524 | * T T S * N *
Q6AYM
2 *| *1 *1 *| * * *1 *| * * * *
Q99ID2 | *| 1 1 * * 1 1 *| * * * *
P41156 | *| 1 1 *| * *1 1 *| * * * *
Q68FQ0 | yok * * yok | * *7 *1 * yok * * *
Q62879 | yok yok | yok yok | * *1 yok *1 yok * * *
Q99ND3 | yok yok | yok yok | * *1 yok *1 yok * * *
Q9QWIO | yok yok | yok yok | * *1 yok *1 yok * * *
P69060 | yok yok | * yok | *| *1 * * * * * *
Q5FVR5 | yok yok | * yok | *| *1 * * * * * *
Q5PPPL | *1 * ] * * 1 * * * * * *
Q62639 | *1 * ] * * 1 * * * * * *
Q6QON2 | * * * * * * *1 * * * * *

(1Wa; laylik Wag/Rij sigan, 1Wi; 1 aylik Wistar sigan, 6Wa; 6 aylik Wag/Rij sigan, 6Wi; 6 aylik
Wistar si¢an, *; protein var, *1; protein var ve ekspresyonu 2 kat ve daha fazla kat artmis, *|
protein var ve ekspresyonu 2 kat ve daha fazla kat azalmus).

4.3.1. Tiire bagh degisimin degerlendirildigi gruplar

4.3.1.1. Korteks dokusunun degerlendirilmesi



Cizelge 4.28. Kortekste tiire bagl degisim gosteren proteinlerin listesi

1 AYLIK 6 AYLIK

PROTEIN iSMi Wag/Rij | Wistar | Wag/Rij | Wistar
Myosin Light Chain 4 vart var), var? var),
Neuron-Specific Vesicular Protein
Calcyon vart} var var? var
Stathmin-4 var} var), var? var),
Phosphoserine Phosphatase var? var vart var
CLTA Protemn var? var| var? var|
GTP-Binding Protein Rheb var? var var var
Transmembrane Emp24 Domain-
Containing Protein var var| var var|
Tetratricopeptide Repeat Protein 36 | var? var var? var

(Tekspresyonu 2 kat ve daha fazla kat artmis, | ; ekspresyonu 2 kat ve daha fazla kat
azalmis)

Cizelge 4.29. Korteksde tiire bagli degisim gosteren proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri

PROTEI PROTEIN MOLEKULER

N NO isSmi FONKSiYONU FONKSIYONU

Motor protein, kas | --

P17209 Myosin Light




Chain 4

proteini, miyozin,
kalsiyum iyon
baglanmasi, , motor
aktivite

Neuron-Specific

Clathrin hafif zincir

Clathrin hafif zincir A ile iliskilidir ve

baglanmasi, clathrinin kendiliginden kurulmasini
P58821 Vesicular Protemn dopamin reseptdr | ve kaltrin aracili endositozisi uyarir.
Calcyon g
baglanmasi
P63043 Stathmin-4 -- -
Karbonhidratlardan serin
biyosentezindeki son basamagi
Phosphoserine | ~ katalizler. Bir fosforil enzimi ara
Q5M819 Phosphatase {irliniiniin ~~ olusumu  aracihigiyla
reaksiyon mekanizmasi devam
etmektedir.
Peptid baglanmasi, | --
protein baglanmasi,
Q5PPP1 CLTA protein yapisal molekiil
aktivitesi
GDP baglanmasi, S6K1 ve EIF4EBP1’in
GTP baglanmasi, fosforilasyonunu mTORCL1 sinyalinin
GTP-Binding GTPaz aktivitesi, aktivasyonu sayesinde uyarmaktadir.
Q62639 Protein Rheb magnezyum iyon mTORC 1 nin protein kinaz aktivitesini
baglanmasi, protein | aktive eder. Diisiik intrinsik GTPaz
baglanmasi aktivitesine sahiptir.
Koatomer ile kaplanan
Transmembrane tomurcuklanmada ve kaplanmis
Emp24 Domamn- |~ vezikiillerin diger cesitlerinde roli
Q63524 Containing olabilmektedir. Tomurcuklanan
Protein veziikiillerin i¢ine toplanan tasiyici
molekiilleri birlestirebilmektedir
Tetratricopeptide 5 --
Q66H45 | Repeat Protein 36 Baglanma




M-18_1 AYLIK WAG KORTEX A3-2A 1 AYLIK WIS KORTEX
A2-28_6 AYLIK WAG KORTEX AL6A 6 AYLIKWIS KORTEX

Sekil 4.86. Kortekste tiire bagli degisim gosteren spotlarin 2D jel elektroforezi goriintiisi
(1; P17209, P63043, Q5PPP1,Q62639, 2; P58821, Q66H45, 3; Q5M819).
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Sekil 4.87. Myosin Light Chain 4’{in spektra goriintiisii (spot numarasi:1).
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Sekil 4.88. Stathmin-4’iin spektra goriintiisii (spot numarasi:1).
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Sekil 4.89. Neuron-Specific Vesicular Protein Calcyon ve Tetratricopeptide Repeat Protein

36 nin spektra goriintiisii (spot numarasi:2).
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Sekil 4.90. Phosphoserine Phosphatase’in spektra goriintiisii (spot numarasi:3).
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Sekil 4.91. CLTA protein ve GTP-Binding Protein Rheb’in spektra goriintiisii (spot

numarasi:1).
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Sekil 4.92. Transmembrane Emp24 Domain-Containing Proteinin spektra goriintiisii (spot
numarasi:3).



4.3.1.2. Talamus dokusunun degerlendirilmesi

Cizelge 4.30. Talamusda tilire bagli degisim gosteren proteinlerin listesi

1 AYLIK 6 AYLIK

PROTEIN iSMi Wag/Rij | Wistar Wag/Rij Wistar
Protein FAM46B yok var yok var
Annexin A5 var var? var var?
3-alpha-hydroxysteroid
dehydrogenase var vart var vart
2'-5' oligoadenylate synthetase-
like 1 protein yok var yok var
Transcriptional Activator
Protein Pur Beta var var? var var?
Nuclear Distribution Protein
Nude Homolog 1 var var? var var?
Survival of motor neuron
protein-interacting protein 1 var var? var var?

(Tekspresyonu 2 kat ve daha fazla kat artmus, |; ekspresyonu 2 kat ve daha fazla kat

azalmis)




Cizelge 4.31. Talamusda tiire bagli degisim gosteren proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri
PROTEIN | PROTEININ MOLEKULER .
. . . FONKSIY
NO ISMI FONKSIYONU ONKSIYONU
BOBNKS Protein FAM46B | -- --
Kalsiyum iyon | Bu protein, kan koagiilasyon kaskadinda
baglanmast, tromboplastine 6zel kompleksin indirek
kalsiyum  bagimli | bir inhibitorii gibi davranan, bir
P14668 Annhexin A5 fosfolipid o antikoagiilan proteinidir
baglanmasi, tirozin
kinaz reseptor
baglanmasi
3-alfa- 3 alfa hidroksisteroid dehidrogenaz
hidroksisteroid olmasinin yani sira, enzim ¢esitli iglevleri
3-alpha- dehidrogenaz  (A- | gerceklestirebilmektedir: quinon rediiktaz
P23457 hydroxysteroid | &,e)) aktivitesi olarak, aromatik alkol dehidrogenaz
dehydrogenase olarak, dihidrodiol dehidrogenaz olarak,
9-11- ve  15-hidroksiprostaglandin
dehidrogenaz olarak
2'-5' ATP  baglanmasi,
oligoadenylate RNA baglanmasi,
Q5MYWS3 | synthetase-like 1 | transferaz aktivitesi |
protein
Baskilama, mRNA | MYC geninin {iizerinde yerlesen PUR
baglanmasi, purin- | elementinin  purinden zengin tek zincir
zengin negatif | gibi, tek zincirli DNA’da tekrarlayan
regiilator  element | elementlere  baglanma  kapasitesine
baglanmasi, tek | sahiptir. Miyoblastlarda baskilayici olarak
telli DNA | ve benzer sekilde fibroblastlardaki gibi,
baglanmasi,  Ozel | damar diiz  kast  alfa-aktin  gen
Transcriptional transkripsiyonel tr_anskr1p51yonunun kontrolynde onerr%h
Activator baskilama bir rol oynamaktadir. Purinden zengin
Q68A21 clivato aktivitesi, negatif diizenleyici elemente baglanarak

Protein Pur Beta

transkripsiyon
faktor baglanmasi,
translasyon
baskilama
aktivitesi, niikleik

asit baglanmast

kardiyak miyositlerde alfa-MHC
ekspresyonun transkripsiyonel ve
translasyonel diizenlenmesine

katilmaktadir. Karaciger galaktin-3 geni
transkripsiyonunu  bunun  promotirina
baglanarak degistirmektedir. mRNA’larin
bir altkiimesinin dendritik tasinmasinda
rol oynayabilmektedir.




Cizelge 4.31. Talamusda tiire bagh degisim gosteren proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri

(devam)

QIES39

Nuclear
Daistribution
Protein Nude
Homolog 1

Mikrotubiil
baglanmasi

Mitotik igin fonksiyonu ve olusumu ve
sentrozomun iki katmma c¢ikmasi icin
gerekmektedir.  Serebral  korteksin
gelismesi  icin  gereklidir.  Beynin
proliferatif ventrikiiler zonunun noronal
progenitdrlerinin  bdliinmesi esnasinda
kortikal ~ ndronal  mitotik  iglerin
yonlendirilmesini kontrol ederek
noronlarin  diretimini  diizenleyebilir.
Korteksin tabakalarmma dik diizlemde
boliinen yonelim, iki ¢ogalan ndronal
progenitorleri ortaya ¢ikarmakta iken
paralel diizlemde boliinen yonelim bir
post-mitotik ndéronu ve g¢ogalan bir
noronal progenitorii  olusturmaktadir.
Progenitdr toplulugun iginde noéronal bir
yonlenime dogru erken bir kayma
noronlarin son sayisinda genel bir
azalma ile ve Korteksin daha derin
tabakalarinda noron sayisinda artis ile
sonuglanabilir.

Q9QzP1

Survival of motor
neuron  protein-
interacting
proteinl

Cajal cisimcigi,
sitoplazma,
spliceosom
kompleksi

SMN kompleks spliceosomal snRNP’de
ozellikle sitoplazmada o6nemli bir rol
oynamaktadir ve nukleusda pre-mRNA
katlanmasi i¢in gerekmektedir.




A1-4C_1 AYLIK WAG TALAMUS A3-2C_1 AYLIKWIS TALAMUS

ATC_6 AYLIKWAG TALAMUS #2-2C_6 AYLIK WIS TALAMUS

Sekil 4.93. Talamusda tiire bagli degisim gosteren spotlarin 2D jel elektroforezi goriintiisii
(1; BOBNKS8, Q5MYWS3, 2; P144668, Q68A21, QI9ES39,Q9QZP1, 3; P23457).
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Sekil 4.94. Protein FAM46B ve 2'-5' oligoadenylate synthetase-like 1 proteinin spektra
gorlntiisii (spot numarasi:1).
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Sekil 4.95. Annexin A5, Transcriptional Activator Protein Pur Beta, Nuclear Distribution
Protein Nude Homolog 1 ve Survival of motor neuron protein-interacting
protein 1’in spektra goriintiisii (spot numarasi:2).
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Sekil 4.96. 3-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase’in spektra goriintiisii (spot numarasi: 3).



4.3.2. Yasa bagh degisimin degerlendirildigi gruplar

4.3.2.1. Korteks dokusunun degerlendirilmesi

Cizelge 4.32. Korteksde yasa bagli degisim gosteren proteinlerin listesi

1 AYLIK 6 AYLIK
PROTEIN iSMi Wag/Rij | Wistar | Wag/Rij | Wistar

Endophilin-Al yok yok var var
Glycosyltransferase 6 Domaimn- | yok yok var var
Containing Protein 1
GTP-Binding Protein 8 yok yok var var
Probable Trna(His) yok yok var var
Quanylylttransferase
Rib43a-Like With Coiled Coils | yok yok var var
Protein 2
Cathepsin Q2 yok yok var var




Cizelge 4.33. Korteksde yasa bagli degisim gosteren proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri.

PROTEIN PROTEIN MOLEKULER .
. . . FONKSIYON
NO ISMI FONKSIYONU ONKSIYONU
Sinaptik vezikiil endositozisinde rol
N R oynamaktadir. Yiiksek  kivrimli
035179 Endophilin-Al | Lipid baglanmas membranlardaki ~ diger  proteinleri
kuvvetlendirebilir.
Glycosyltransfer | Glikoziltransferaz,t
ase 6 Domain- ransferaz, hegzosil
Q3L7MO Containing gruplarinin transferi | ~
Protein 1
GTP-Binding GTP baglanmas1 --
Q5BK22 | Protein 8
Probable Niikleotidil Transkripsiyondan ve RNaz P
Trna(His) transferaz, ayrilmasindan sonra bir GMP2yi
Q5MO65 Quanylylttransfe | transferaz, tRNA | tRNA(His)’in 5' sonuna ekler.
rase guaniltransferaz
aktivitesi
RIB43A-like -- -
QBAXNO with coiled coils
protein 2
Sistein tip
endopeptidaz
Q812B7 Cathepsin Q2 --

aktivitesi,




M-1A_1 AYLIKWAG KORTEX A3-28 1 AYLIKWIS KORTEX
A2-2A_6 AYLIK WAG KORTEX A6A 6 AYLIK WIS KORTEX

Sekil 4.97. Korteksde yasa bagli degisim gosteren spotlarin 2D jel elektroforezi goriintiisii
(1; 035179, Q3L7MO0, Q5BK22, Q5M965, Q6AXNY, Q812B7).
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Sekil 4.98. Endophilin-A1’in spektra goriintiisii (spot numarasi:1)
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Sekil 4.99. Glycosyltransferase 6 Domain-Containing Protein 1’in spektra goriintiisii (spot

numarast:1)
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Sekil 4.100. GTP-Binding Protein 8, Probable Trna(His) Quanylylttransferase, Rib43a-
Like With Coiled Coils Protein 2, Cathepsin Q2’nin spektra goriintiisii (spot

numarast:1 )



4.3.2.2. Talamus dokusunun degerlendirilmesi

Cizelge 4.34. Talamusda yasa bagli degisim gdsteren proteinlerin listesi

1 AYLIK 6 AYLIK

PROTEIN iSMi Wag/Rij | Wistar Wag/Rij Wistar
Actin-Related Protein 2/3
Complex Subunit 5-Like
Protemn var var yok yok
Uncharacterized Protein
C8orf42 Homolog var var yok yok
Ubiquitin-Conjugating Enzyme
E2N var var yok yok




Cizelge 4.35.

Talamusda yasa bagli degisim gosteren proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri

PROTEI PROTEIN MOLEKULER .
N NO ismi FONKSIYONU FONKSIYONU
Actin-Related Aktin polimerizasyonun
Protein 2/3 regiilasyonunu iceren Arp2/3
Complex kompleksinin bileseni olarak
A1L108 Subunit  5-Like | Aktin baglanmas: | fonksiyon yapabilir. ve Aktive edici
Protein nukleasyon promoting faktor ile
birlikte dall1 aktin aginin olusumuna
aracilik edebilir.
Uncharacterized
Q498E2 Protein C8orf42 B B
Homolog
UBE2V2/UBE2N heterodimeri Lys-
63 araciligiyla baglanmis olan non-
kanonikal poli ubiquitin zincirlerinin
sentezini katalizler. Poli-
ubiquitinasyonun bu tipi proteozom
ile  protein  yikimmma  neden
olmamaktadir. Hedef genlerdeki
transkripsiyonal aktiviteye aracilik
Ubiquitin- Ligaz, ATP eder. Hiicre sikliisii ve farklilagmasi
Conjugating baglanmasi, yoluyla ilerlemenin kontroliinde bir
Q9EQX9 Enzyme E2 N Ubiquitin protein | rol oynamaktadir.Hatasiz DNA tamir

ligaz aktivitesi

yolunda bir rol oynar ve DNA
hasarindan sonra hayatta kalan
hiicrelere katkida bulunur. DNA
tamirini gerektiren genotoksik stres

lizerine PCNA’nmm poli-
ubiquitinasyonu ile iligkili Lys-
63’de, SHPRH veya HLTF, E3
ligazlari1  ile  birlikte  hareket

etmektedir.
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Sekil 4.101. Talamusda yasa bagli degisim gosteren spotlarin 2D jel elektroforezi
goriintiisii (1; A1L108, Q498E2, QIEQX9).
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Sekil 4.102. Actin-Related Protein 2/3 Complex Subunit 5-Like Protein, Uncharacterized

Protein C8orf42 Homolog, Ubiquitin-Conjugating Enzyme E2 N’nin spektra
gOriintilisii (spot numarasi:1).



5. TARTISMA

Absans epilepsinin temel 6zelliklerinden biri olan diken dalga olusumunun hiicresel
mekanizmalarina yonelik ¢alismalar, bu paroksismal aktivitenin korteks ve talamus
arasindaki karsilikli eksitator ve inhibitor baglantilardan kaynaklandigini ortaya
cikarmistir. Caligmalar, molekiiler diizeyde bazi iyon kanallarinin ve ndrotransmitter
reseptorlerinin ise karistigini géstermektedir. Genetik ve hiicresel diizeydeki nérokimyasal
caligmalarin sonuglart oldukca paraleldir. Epilepsinin farmakolojisi, genetigi ve farkli
hayvan modellerinde gerceklestirilen c¢aligmalardan elde edilen veriler birlikte
degerlendirildiginde c¢ikarilabilecek ortak sonug; absans epilepsinin ortaya ¢ikmasinda,
basta voltaj (Na*, K, Ca2+, Cl" and HCN) ve ligand kapil1 (nikotinik asetilkolin ve GABAA
reseptorleri) iyon kanallarina ait patolojiler olmak iizere birden fazla mekanizmanin rol
oynayabilecegidir. Absans epilepsi olusumunda, hiicre membraninda yer alan siireglere ait
en az 30 wyilllik bilgi birikimine karsin hiicre i¢i mekanizmalara iliskin veriler ¢ok
yetersizdir. Epilepsilerin kontroliinde daha secici, daha az yan etkiye sahip ve daha etkin
tedavi arayisinin devam etmesi, molekiiler teknolojilerdeki hizli ilerleme ile birleserek

hiicre i1¢i mekanizmalarin arastirilmasi ¢cabasina hiz kazandirmistir.

Bu calismada, absans epilepsinin molekiiler diizeyde patolojik mekanizmalarini
aydinlatma amaciyla, absans epilepsinin genetik hayvan modellerinden biri olan, WAG/R1jj
sicanlarin frontopariyetal korteks, talamus ve hipokampusu igeren beyin bdlgelerine
proteomik teknolojisini uyguladik. MALDI ile SDS-PAGE tekniginin birlikte
kulllanilmasi hastaligin altinda yatan molekiiler olaylarla iliskili olabilecek baz1 proteinlere
ulasmamiz1 sagladi. Absans ndbetlerin heniiz ortaya c¢ikmadigi 1 aylik ve ndbetlerin
bireylerin tiimiinde goézlendigi 6 aylik WAG/Rij sicanlar, tiir ve yas faktorii dikkate
alinarak, Wistar kontrolleriyle karsilagtirildi. Buna gore frontopariyetal korteks
orneklerinden secilen spotlarda, tiire bagli farklilik gdsteren, olasi 8 (5 spot bolgesinden)
ve talamus Orneklerinden secilen spotlarda ise 6 (4 spot bdlgesinden) protein tanimlandi.
Hipokampusta ise segilen spotlarda tiire bagh farklilik gozlenmedi. Absans nobetlerin,
talamo-kortikal dongiiniin anormal ndronal bosalimlarindan kaynaklandigi (van Luijtelaar
and Sitnikova, 2006) ve hipokampusun yer aldig1 medial temporal yapilarin paroksismal
elektriksel aktivite acisindan sessiz bolgeler oldugu (Lakaye et al. 2000) diisiiniildiigiinde
bu sonuglar sasirtict degildir. WAG/Rij siganlarda frontal korteks, talamusun spesifik ve



nonspesifik cekirdekleri, retikiiler talamik cekirdekler ve hipokampusdan es zamanl
kayitlarin yapildigi elektrofizyolojik c¢aligmalar, kortikal EEG’deki anormal desarjlarin
jeneralize oldugunu; hipokampusun ise bu DDD aktivitesine katilmadigini gostermektedir
(Marescaux et al. 1992). Diger taraftan absans epilepsinin genetik sican modellerinde
hipokampusda transkripsiyon diizeyinde H-ferritin, peptid diizeyinde endojen opioid
peptidler ve fonksiyonel agidan GABAerjik sistemde ve glukoz kullaniminda farkliliklarin
oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir (Nehlig et al. 1998, Lakaye et al. 2000).
Bizim ¢alismamizda hipokampusdan elde edilen jel 6rneklerinde, grup i¢i dagilimin diger
bolgelere gore daha degisken oldugu gozlenmektedir. Bu beyin bolgesinde protein
dagilimini gostermek adina, sinaptik ya da organel proteomiksin kullanildig1 ¢alismalarin

daha etkin olabilecegi diisiiniilebilir.

Elde ettigimiz proteinlerin hiicresel yerlesimi incelendiginde, sitoplazmik proteinler
oldugu farkedilmektedir. Absans epilepsi ile iliskili oldugu gosterilmis proteinler, baslica
hiicre zarinda yerlesim gostermektedir (Schridde et al. 2006, Li et al. 2006, Sarkisova et al.
2008, Weiergrdber et al. 2009, Guo et al. 2009). Proteomik yontemi, uygulanan prosediire
gdre hiicrenin farkli bolgelerini hedefleyebilir. Ornegin ¢ogu ndrotransmitter reseptorii,
iyon kanal1 ve sinaptik vesikiiliin yer aldig1 sinaptik membrana (snaptozom) ya da hiicrenin
enerji durumuyla iligkili proteinlerin yer aldigi mitokondri gibi organellere yonelik farkli
proteomik prosediirleri mevcuttur (Witzmann FA, 2005, Junker H, 2005). Fakat beyin
dokusunda bu caligmalar smirlidir. Diger taraftan, beyin dokusunda gerceklestirilen
proteomik calismalarinda elde edilen proteinlerin % 90- 95’ inin glia hiicrelerine ait oldugu
ve membrana bagl hidrofobik karakter gdsteren proteinlerin ¢oziiniirliligliniin diisiik
olmasi nedeniyle daha c¢ok sitoplazmik proteinlerin elde edildigi belirtilmektedir

(Witzmann FA, 2005).

Tiire bagh olarak degistigi gosterilen proteinler, farkli fonksiyonel protein ailelerine

ait olmalar1 nedeniyle, ayri1 ayr1 degerlendirilecektir.



FRONTOPARYETAL KORTEKSTE TURE BAGLI FARKLILIK GOSTEREN
PROTEINLER

Clathrin Light Chain (Lca) (CLTA) Protein

Clathrin, hiicrede endositoz, hiicre ici trafik ve mitotik siireclerde etkin role sahip
olan bir proteindir. Clathrinin peptid haritalanmasi, peptid dizisinin dokular ve tiirler
arasinda 1yi korundugunu gostermektedir; her bir ayaginda bir agir ve bir de hafif zincirin
bulundugu, ii¢lii bir iskelete sahiptir. Ug agir zincir merkezde birleserek clathrinin yapisal
iskeletini olusturur. Hafif =zincirler, clathrin agir zincirine baglanir ve onun
trimerizasyonunu diizenleyerek clathrin kafesinin olusmasini saglar. Yiiksek okaryotlarda,
LCa ve LCb olmak iizere, olduk¢a benzer bir fonksiyona sahip iki adet hafif zincir izomeri
tespit edilmistir. Hafif zincir dizisi tiirler arasinda % 95-98 oraninda benzerlik
gostermektedir. Clathrinle kapli vezikiillerin birlesme ve ayrigsmalar1 yaklasik 30 adaptor
ve aksesuar protein tarafindan diizenlenmektedir. Endositoz sirasinda bu adaptor
proteinler, clathrin kafesi ile internal tasiyici vezikiil arasinda aracit molekiil olarak etki
gosterirler. Adaptor proteinlerin biliylik bir kismi clathrinin agir zinciri ile etkilesim
gosterirken, sadece dort protein hafif zincirle etkilesim gosterir. Bu 4 protein kalmodulin,
151 sok protein 70, Hip 1 (Hungtingtin interacting protein 1) ve Hip 1R (Hip 1 ile iligkili
reseptor)’ dir (Wilbur et al. 2008).

Clathrin aracili endositozun hiicre i¢in 6nemi, onun ¢ok sayida proteinin hiicre igine
alinmasindaki etkin roliinden kaynaklanmaktadir. Merkezi sinir sisteminde clathrin aracilt
endositozun, etkin sinaptik iletim i¢in gerekli oldugu ve 6grenme/ hafiza ile iligkili pre ve
post sinaptik uyum mekanizmalarinda esansiyel bir role sahip oldugu belirtilmektedir.
Clathrin, besin, iyon pompalari, sinyal reseptorleri gibi temel hiicresel siireclere katilan

proteinlerin hiicre i¢ine alinmasina aracilik etmektedir.

Clathrin aracili endositoz, dopaminin, GABAa ve GABAg reseptorlerinin ve
glutamatin endositozuna katilmaktadir. Absans epilepsinin deneysel modellerinde adi
gecen ndrotransmitter sistemlere ait farkliliklar bolgesel diizeyde gosterilmistir. Ornegin,
genetik absans epilepsili WAG/Rij siganlarin somotosensoriyel korteksinde GABAg
reseptor ekspresyonunun azaldigr gosterilmistir (Inaba et al. 2009). Diger taraftan, bir

baska genetik absans modeli olan, GAERS ki sicanlarin kortikal bolgelerinde



glutamaterjik sistem incelenmis ve glutamat miktarinda anlamli bir degisiklik olmaksizin
astrositler tarafindan glutamat uptake’nin anlamli olarak azaldigi, fakat néronal vezikiiler
glutamat tasiyicilarimin  (VGLUT1 ve VGLUT2) ekspresyonlarinda artis oldugu
bulunmustur (Touret M. et al., 2007). Bu sonuglar, epileptik hayvanlarin korteksinde
glutamaterjik iletinin artmasi seklinde yorumlanmistir. Yukaridaki veriler farkli hayvan
modellerinden elde edilmis olsa da clathrin aracili endositoz, GABAg reseptorleri ve
glutamaterjik sistem arasindaki iliskinin incelendigi bir ¢alismanin sonuglariyla biiyiik
oranda tutarlilik gostermektedir. Bu ¢alismada, Vargas ve ark. glutamatin GABAg yiizey
reseptor miktarini azalttigini ve bu etkisini clathrin ve dynamin-1 aracili mekanizmalar
araciligiyla gerceklestigini gostermislerdir (Vargas et al. 2008). Clathrin aracili vezikiiler
transport trafigindeki artis, epileptik sicanlarin  korteksinde vezikiiler glutamat

tranportundaki artma ve GABAg reseptor ekspresyonundaki azalma ile iligkili olabilir.

Neuron-Specific Vesicular Protein, Calcyon

Calcyon, ozellikle beyinde eksprese edilen, pre ve postsinaptik yapilarin vezikiiler
boliimlerinde yerlesim gosteren transmembran bir proteindir (Xiao et al. 2006). No6ron
spesifik bir protein olarak tanimlanan bu molekiil, medial prefrontal korteksde ve

hipokampusda bol miktarda eksprese edilmektedir (Kruusmaégi et al. 2007).

Calcyon, clathrin hafif zincir proteininin yeni bir partneri olarak bildirilmistir (Lee
et al. 2002, Dickman et al. 2005) ve artan sayida ¢alisma calcyonun clathrin aracili
endositozdaki roliinii desteklemektedir. Immunopresipitasyon g¢aligmalari, calcyon, hafif
zincir ve clathrin adaptor AP2 molekiiliniin ortak yelesime sahip olduklarin
gostermektedir. Calcyonun, clathrin kafesinin olusumunu anlamli bir sekilde arttirdigi ve
clathrin hafif zinciri ile direkt etkileserek clathrin aracili endositozu uyardig bildirilmistir.
Calcyon knockout fareler clathrin aracili transferrin uptake’inde anlamli bir yetersizlik
gostermektedir (Xiao et al. 2006). Elektron mikroskopi incelemeleri, calcyonun dendritik
dikenler ve akson sonlanmalarindaki vezikiillerde lokalize oldugunu gostermektedir. Bu iki
bolge etkin sinaptik ileti igin clathrin aracili endositozun kritik 6nem tasidigi yerlerdir

(Lezcano et al. 2000, Xiao et al. 2006).

Calcyon hala goreceli olarak ¢ok iyi karakterize edilmemis bir proteindir. Ilk

zamanlarda calcyonun dopamin 1 (D1) reseptorlerine direkt baglandigi bildirilmistir. Fakat



sonraki c¢alismalarda DI reseptOrlerinin transportunun calcyon igeren vezikiiller
araciligiyla gergeklestigini; calcyon ile D1 reseptorleri arasindaki iligkinin, clathrin aracili

olustugu gosterilmistir (Zelenin et al. 2002, Kruusmagi et al. 2007).

Calcyon ile baz1 ndéropsikiyatrik bozukluklar arasinda baglant1 oldugu bulunmustur.
Sizofreni hastalarindan postmortem elde edilen talamus ve prefrontal korteks orneklerinde
calcyonun upregiile oldugu gosterilmistir (Bennett 1998, Lidow et al. 1998, Copolov and
Crook, 2000, Koh et al. 2003, Trantham-Davidson et al. 2008). Calcyon geninde
polimorfizim dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB) ile de iliskili
bulunmustur. Davidson et al. 6n beyinlerinde calcyon ekspresyonunun arttigi transgenik
farelerin davranigsal Ozelliklerini inceledikleri c¢alismalarinda, bu proteinin asir1
ekspresyonunun hiperaktiviteye, arastirict aktivitede artisa ve anksiyete diizeyinde bir
azalmaya neden oldugunu gosterdiler (Trantham-Davidson et al. 2008). Son zamanda
yapilan genis genom caligsmalari calcyon geni ile DEHB arasinda bir baglantinin oldugunu

aci8a cikarmistir. (Fisher 2002; Luo et al. 2004).

Calcyon ile epilepsi arasindaki iligkiyi gosteren bir calismaya rastlanmamakla
birlikte, ilging olarak, absans epilepsili ¢ocuklarda yapilan komorbidite ¢aligmalar1 bu
cocuklarda en yaygin goriilen noropsikiyatrik bozuklugun DEHB oldugunu gostermektedir
(Kaufmann et al. 2009, Parisi et al. 2009, Cascella et al. 2008). Ayrica, epilepsi ile
sizofreni ve sizofreni benzeri psikoz arasinda gii¢lii bir baglant1 oldugu ileri siiriilmiis, iki
durumun ortak genetik veya gevresel nedenleri paylasabilecegi diisiincesi yakin zamanda
tartistlmaya baslanilmistir (Barnes and Paolicchi, 2008). Ustelik jeneralize nobetlerin
oldugu epilepsili hastalarda psikotik semptomlarin daha sik gozlendigi bildirilmistir

(Bruton et al. 1994).

Absans epilepsi ile iligkili oldugu gosterilen iki ndropsikiyatrik tablo dopaminerjik
sistemde bozukluk ile karakterizedir. Diger taraftan absans epilepsinin genetik
modellerinde dopaminerjik sistemin Ozellikleri ¢alisgtlmigtir. Dopaminerjik  sistemi
etkileyen ajanlarin absans nobetleri etkiledigi bilinmektedir; sistemik ya da bolgesel
uygulanan D1 ve D2 reseptdr agonistleri DDD aktivitesini baskilarken, dopamin
antagonistleri DDD aktivitesini arttirmaktadir (Marescaux et al. 1992). Deransart et al.
yetiskin GAERS siganlarin beyin kesitlerinde nucleus accumbens’ in gekirdek bolgesinde
dopamin 3 reseptoriiniin mRNA ifadesinde artis saptamiglar ve bu degisikligin absans

ndbetler agisindan altta yatan bir faktdr olmaktan ¢ok adaptasyon yanit1 olabilecegini ileri



stirmiislerdir (Deransart et al. 2001). Bir sizofreni modeli olarak sunulan APO-SUS
sicanlarin (Ellenbroek et al. 1995) EEG kayitlarinda WAG/Rij siganlarda oldugu gibi DDD
aktivitesi kaydedilmektedir ve agik alan ve apomorfinle olusturulan lokomotor aktivite
yanitlar1 acisindan WAG/Rij sicanlarla benzerlik gostermektedir (de Bruin et al. 2000).
APO-SUS siganlarda mesolimbik dopaminerjik sistemle mesostrital dopaminerjik sistem
arasindaki dengenin mezolimbik sistem lehine kaydigi, bu hayvanlarda gozlenen
belirtilerin iki sistem arasindaki dengesizlikten kaynaklanabilecegi iddia edilmektedir (de
Bruin et al. 2000). Birioukova et al. WAG/Rij sicanlarin beyin bolgelerinde D1 ve D2
reseptor yogunlugunu, epileptik olmayan ACI siganlarla karsilastirmislar ve WAG/RIj
sicanlarin nukleus accumbens’in core bolgesinde D1 yogunlugunda azalma, dorsal
striatumda (dorsal kaudat putamen) D1 ve D2 reseptorlerinde azalma, hipokampusun CA3
bolgesinde D2 reseptdrlerinde azalmaya karsin, frontal ve pariyetal korteksde D2 reseptor

yogunlugunda artig saptamislardir (Birioukova et al. 2005).

Calcyonun, dopaminerjik sistem disinda glutamaterjik sistemle de etkilesimi s6z
konusudur. Ogzellikle, o-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isokzolepropionik asid (AMPA)
reseptorlerinin  igsellestirilmesinde rolii  gosterilmistir. Calcyon gen delesyonunun,
farelerde AMPA reseptorlerinin  agonisti ile uyarilmis endositozu inhibe ettigi
aciklanmistir. Hipokampus dilimlerindeki analizler, bazal iletimin bu delesyondan
etkilenmedigini gosterirken, kiiltiir ortaminda hipokampal néronlarin, patchclamp
caligmalarinda ve calcyon geninin devre disi birakildigt CA1 dilimlerinde, uzun siireli
depresyonun ortadan kalktigi gosterilmistir. Dolayisiyla, biyokimyasal, immiinolojik ve
elektrofizyolojik analizlerin kullanildigi ¢alismalarla calcyonun, sinaptik AMPA
reseptOrlerinin aktivite bagimli olarak hareketinin diizenlenmesinde 6zel bir role sahip
olma olasiliginin yiiksek oldugu ifade edilmektedir (Davidson et al. 2009).

Absans epilepsinin mutant hayvan modellerinden biri olan stargazer farelerin,
retikiiler talamik c¢ekirdekleri ve serebellumdaki AMPA reseptorlerinin expresyonu

belirgin derecede azalmistir (Menuz and Nicoll, 2008).

Phosphoserin Phosphatase

Memeli hiicrelerinde L-serin, 3 enzimatik basamakli fosforilasyon yolagi aracilig
ile sentez edilmektedir. Birinci basamakta, glikolizisden elde edilen 3-fosfogliserat, 3-

fosfogliserat dehidrogenaz ile fosfohidroksipiruvata metebolize edilir. Ikinci basamakta



fosfohidroksipiruvat, B6 vitamini bagimli bir enzim olan fosfoserin aminotransferaz
araciligi ile L-fosfoserin olarak da bilinen L-serin-O-fosfata doniistiiriiliir. Sonrasinda L-
serin-O-fosfat serin hidroksimetiltransferaz enzimi ile glisine metabolize olacak olan veya
serin racemase ile D-serine izomerize olacak olan L-serini olusturmak i¢in fosfoserin
fosfotaz ile defosforile edilir (Antflick et al. 2009).

L-serinin nodronlar i¢in gerekli bir biiylime faktorii, D-serinin ise glutamat kapili
iyon kanallarinin NMDA alt tipinin ko-agonisti oldugu gésterilmistir (Savoca et al. 1995,
Furuya et al. 2000, Shleper et al. 2005, Antflick et al. 2009). D-serinin beyin gelisiminde
ozel bir fonksiyonunun oldugunu onerilmektedir. Immiinohistokimyasal ¢alismalar, D-
serin diizeylerinin farkli gelisim donemlerindeki kemirgen ve insan beyninde belirgin
olarak yiikseldigini gostermektedir (Hashimoto et al. 1993, 1995, Schell et al. 1997; Fuchs
et al. 2006). Serin biyosentezi iki enzim bozuklugunda zarar gormektedir: 3-fosfogliserat
dehidrogenaz eksikligi ve 3-fosfoserin fosfotaz eksikligi (Jaecken, 2002). Serin eksikligi
bozukluklari, nérometabolik hastaliklarin yeni bir grubunu olusturmakta ve L-Serin
biyosentezindeki defektlerin sonucunda meydana gelmektedir. L-serin biyosentezi gesitli
hiicresel reaksiyonlarda; Ozellikle de beyinde, D-serin ve glisin norotransmitterleri,
fosfolipidler ve niikleotidler gibi 6nemli metabolitlerin dnciilleri olarak rol oynamaktadir.
Bu bozukluklardan etkilenen hastalar dogumsal mikroensefali, ndbetler, pisikomotor
gerilik, polindropatiyi igeren major norolojik semptomlart gostermektedir (de Koning and
Klomp, 2004).

Glisin gibi D-serin de, néromodiilator olarak NMDA reseptoriine baglanarak
fonksiyon gostermektedir. NMDA reseptdor norotransmisyonunun o©nemli oldugu
hipokampal CA1 bolgesinde, glia hiicresinin sitozolik matriksinde D-serinin yiiksek
yogunlukta bulundugu gosterilmistir (Schell et al. 1997). Diger taraftan D- serin NMDA
reseptorleriyle olan iliskisi nedeniyle, fizyolojik oldugu kadar bazi patolojik durumlara da
aracilik etmektedir. D-serinin, hipokampal ve kortikal beyin dilimlerinde, NMDA
reseptoriiniin neden oldugu noéronal 6liimde baskin bir ko-agonist olarak rol oynadigi
bulunmustur (Shleper et al. 2005, Kartvelishvily et al. 2006). Endojen D-serin
salmimindaki artig, norolojik hastaliklarda eksitotoksitite ile hipokampus ve serebral
kortekde, ndronal hasara katkida bulunmaktadir (Liu et al. 2009). D-serin iiretimindeki
anormal artisin, NMDA reseptoriinlin asir1 aktivasyonu ve eksitotoksik mekanizmalar
aracilifiyla, korteks ve hipokampus bolgelerinde GABAerjik noronlarin dejeneratif
Olimiinii indiikleyebilecegi ve kronik epilepside tekrarlayan nobet gelismesine ve

epilepsinin erken patogenezine katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Liu et al. 2009).



Absans epilepsi ile D-serin ve glisin arasindaki iliski GAERS si¢anlarda ve GHB
ile uyarilan absans nobetlerde ¢aligilmistir.

GAERS’lerin hipokampal bolgelerinde, mikrodiyaliz yontemiyle ekstraselliiler
amino asit diizeyleri 6l¢iilmiis ve GABAg agonisti olan baklofen ile absans ndbetlerin
siddetlenmesini takiben glisin diizeylerinin gecici olarak arttig1 gosterilmistir (Richards et
al. 2000).

GHB ile indiiklenen jenerelaze absans nobetlerde, glisin antagonisti olan HA-
966’nin DDD desarjlarin1 baskiladigi gosterilmistir. Fakat bu baskilama NMDA ya da
MKS801’ in etkisi dikkate alindiginda daha zayif bulunmustur (Banerjee and Snead, 1992).
Diger yandan, glisinin modiilator bolgesinin agonisti olan D-serinin intraserebroventrikiiler
ya da intratalamik uygulanimlarinin DDD {izerine etkili olmadig1 goriilmiistiir (Koerner C

et al, 1996).

Tetratricopeptide Repeat Protein 36

Tetratrikopeptid repeat proteinin (TPR), ¢ok ¢esitli proteinlerden tanimlanmis olan
dejenere olmus 34 aminoasid dizisidir. TPR’ler farkli biyolojik fonksiyonlar1 olan ve
protein protein etkilesimine aracilik ettigi bilinen 25’ in iizerinde proteinde bulunmaktadir
(Das et al. 1998). TPR motifleri bakteriden insana kadar genis bir araliktaki c¢esitli
organizmalarda tanimlanmistir. TPR igeren proteinler hiicre siklusu regiilasyonu,
transkripsiyonel kontrol, mitokondriyal ve peroksizomal protein taginimi, ndérogenezis ve
protein katlanmasi gibi gesitli biyolojik siireclerle iliskilidir (D'Andrea and Regan, 2003).
TPR igeren proteinler; anafazi destekleyen kompleks altbirimleri cdc16, cdc23,cdc 27,
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz altbirimi p67-phox, hsp90-
baglayici immunofilinler, transkripsiyon faktorleri, protein kinaz R protein kinaz
inhibitdrii, 6nemli peroksizomal ve mitokondriyal proteinleridir (Das et al. 1998).

TPR Down protein ekspresyonunun Down sendromlu fetuslarin beyinlerinde
anlamli olarak arttig1 bulunmustur (D'Andrea and Regan, 2003).

Is1 sok proteinleri (Hsp) yapict ve indiiklenebilir 1s1 sok proteinlerinden olusan
protein ailesidir. Stres kosullar1 altinda katlanmamig/denatiire olmus proteinlerin
konsanstrasyonlarinin artmasi ile ugrasan hiicrenin yetenegini arttirmasi ile hiicresel
tyilesmeye yardimci olmak amaciyla HSP ekspresyonu gecici olarak artmaktadir (Yang et

al. 2008). Hop [ Hsp 70/Hsp90-diizenleyen protein], sitozolik saperonlar Hsp 90 ve Hsp70
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ile multi saperon kompleksinde bir kofaktor olarak tanimlanmistir. Hop 3 TPR bélgesinden
olugmaktadir. Birincisi (TPR1) Hsp70’e baglanirken, ikincisi (TPR2A) Hsp90’a
baglanmaktadir fakat tigiinciisiiniin (TPR2B) fonksiyonu bilinmemektedir (Gaiser et al.
2009).

Inme ve nébetler tarafindan hasarlanan beyin bolgeleri yiiksek oranda Hsp72
ekspresyonu gosterirler. Kainik asitle indiiklenmis nobetlerden dolayr hasar goren
alanlarda indiiklenen Hsp70, noronal hasarin biyokimyasal bir belirtecidir ve apoptotik
hiicre oliimiinden etkilenmektedir (Jeon et al. 2009). Artmis Hsp70 ekspresyonunun,
apoptotik silirece neden olan p53 ile etkilesime girerek apoptotik siireci engelleyebildigi
belirtilmektedir (Yang et al. 2008). Hsp70 immunopozitif hiicrelerin kainik asit
enjeksiyonunu takiben ipsilateral dentat girusda gozlendigi de bildirilmistir (Miltiadous et
al. 2009). Pilokarpinle indiiklenen status epileptikusu takiben de Hsp27 ve Hsp70’in
belirgin bir indiiksiyonunun oldugu belirlenmisken, Hsp40, Hsp90, Hsp110 ve Hsp70’in
esas olan ekspresyon diizeylerinde ¢ok az degisiklik bulunmustur (Lively and Brown,
2008).

Hipokampus ve entorinal korteksde kainik asitle indiiklenen nobetlerden 10 giin
sonra bile Hsp27 diizeyinde belirgin bir sekilde artisin gozlendigi ve Hsp27°’nin mRNA
diizeyindeki belirgin bir artisin hipokampusda nobetlerden 1-2 giin sonra da devam ettigi
bildirilmektedir. Kainik asitle indiiklenmis nobeti olan si¢anlarin entorinal korteks, priform
korteks ve hipokampuslarinda hem glial hiicrelerde hem de ndronlarda yogun Hsp70
boyanmasinin oldugu immunohistokimyasal olarak da gézlenmistir (Kato et al. 1999).

Kainik asitle muameleden sonra hipokampusda asir1 p53 immunoreaktivitesinin
esliginde Hsp70 diizeyinde anlamli bir artisin oldugu bildirilmistir. Nobetlerin neden
oldugu beyin hasar1 artmus Hsp70 ekspresyonu ile karakterize olmasma ragmen,
epilepsideki ndrodejenerasyondaki rolii hala belirsizdir. Hsp70 ekspresyonunun
epileptogenezisin baglangicinda korunmasiz olan nodronlarda indiiklenmesinin ¢ok
miimkiin olabilecegi ve daha sonraki evrelerde bunun belirlenmesindeki basarisizligin

esasen noronal hasarin artmis miktarindan dolayi olabilecegi One siiriilmiistiir (Yang et al.
2008).

Transmembrane EMP24 Domain- Containing Protein



P24A, p24 ailesinin 6nemli bir iiyesidir (Luo et al. 2007). Mantarlarda, P24
ailesinin iiyeleri olan EMP24 ve Erv25P, endoplazmik retikulumdan secilen proteinlerin
golgi aparatina etkili transportu i¢in gerekli heteromerik kompleks formlaridir. P24
proteinleri endoplazmik retikulum ve golgi kompartmanlar1 arasinda mekik haraketinden
sorumludur. Clinkii endoplazmik retikulum ve golgi membranlarina ilave olarak, COPII ve
COPI vezikiilleri ikisinde de bulunur. P24 ailesinin birden fazla iiyesi vardir. Ornegin
mantarlarda, EMP24, ERV25 ve ERP1-ERP6 olmak {lizere 8 tane p24 proteini
tanimlanmistir. Bunlardan bir tanesinin eksikligi, endoplazmik retikulumdan golgiye
biiylimeyi durdurmaya spesifik protein (Gaslp)’nin transportunu geciktirir. EMP24
kompleksinin direkt olarak Gaslp’in endoplazmik retikulumdan kaynaklanan vezikiillere
etkin bir gekilde paketlenmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla emp24
kompleksinin endoplazmik retikulumdan golgiye transportu i¢in bir kargo reseptorii olarak
fonksiyon gosterdigi ifade edilmistir (Muiliz et al 2000).

Vezikiil proteinlerinin p24 ailesinin kargo se¢iminde dnemli bir rol oynadig: ileri
stiriilmiistiir. p24 proteinlerinin endoplazmik retikulum vezikiillerinin transportundaki
roline iligkin hipotezler ileri siirlilmiistiir. Bu hipotezlerden biri de, clathrin kaph
vezikiiller ile etkilesimi araciligiyla vezikiiliin, endoplazmik retikulumdan ayrilmasidir
(Kaiser, 2000).

Cop | ve Cop II kapli vezikiiller golgi ve endoplazmik retikulum arasindaki
yolaklarda kullanilirken, clathrin kapli vezikiiller endositik ve plazma membrani ile
lizozom ya da transgolgi ag1 arasindaki dolasimda bulunur. Cop II biitiin organizmalar i¢in
esansiyel kabul edilir ve biyosentetik yolaklarda kullanilir. Golgiden endoplazmik
retikuluma transferde ise Cop I kullanilir. Cop I ve clathrin-AP kapli vezikiiler transport
arasinda giiclii bir benzerlik vardir. Bu da, her iki transport sisteminin ortak bir orjine
dayandig1 goriisiinii  desteklemektedir fakat bu iki yolak arasinda basta hiicre ici

yerlesimler olmak {izere net bir farklilik da bulunmaktadir (McMahon and Mills, 2004).

Stathmin 4 (STMN4)

Stathmin ailesi vertebralilarda yiiksek diizeyde korunmus fosfoproteinleri
icermektedir ve en ¢ok sinir sisteminde olmak iizere farkli organlarin gelisimi ve islevsel
diizenlenisine katilirlar. Bu protein ailesi, yapisal ve islevsel benzerlik gosteren 4 liyeden

olugsmaktadir: Stathminl(STMN1), siiperior servikal ganglion 10 (SCG10 veya STMN2),



SCG10 benzeri protein (SCLIP veya STMN3) ve stathmin benzeri protein (RB3 veya
STMN4) (Charbaut et al. 2001, Beilharz et al. 1998, Curmi et al. 1999). Biitiin stathminler
tubuline baglanma ve mikrotubulleri depolimerize etme yetenegine sahiptir (Charbaut et
al., 2001). Bununla birlikte, bu proteinler arasinda olusturduklar1 kompleksin stabilitesi ve
tubulinle etkilesim kinetikleri agisindan farkliliklar mevcuttur: RB3- giiclii stabilite ve
yavas kinetik 6zelligi, SCG10, SCLIP ve STMNI1- orta diizeyde stabilite ve Kinetik ve
RB3’(RB3’ 1iin splice varyant1)- zayif stabilite hizli kinetik 0Ozelligi gdosterir.
Mikrotiibiillerin stathmin bagimli- destabilizasyonu agiklamak iizere 2 model 6nerilmistir:
1) Tubulin dimerlerini onlarin birlesmesini onleyerek ayirma ya da 2) mikrotiibiil yikimini
koruyan GTP cap’ lar1 uzaklastirarak mikrotiibiil u¢larinda mikrotiibiil yikimint uyarmak
(Nakao C, 2004). Stathminl tiim organizmada yaygin olarak bulunurken, stathmin ile
birlikte diger tiiyeler, ndronal dokuda fazla eksprese olmaktadir. SCG10 ve RB3
proteinlerinin néron dis1 dokularda eksprese oldugu bildirilmistir, ancak bu ekspresyon
diizeyi noronal ekspresyonla karsilastirildiginda minimal diizeydedir (Burzynski et al.
2009). Hiicre igi yerlesimleri incelendiginde ise stathminin sitozolik, stathmin benzeri
proteinlerin ise baslica ndron hiicrelerinin gdvdelerinde bulunan golgi kompleks ve
vezikiillerin {izerinde, noronal uzantilar boyunca, biiylime konlarinin merkezlerinde
yerlesim gosterdigi bildirilmistir (Charbaut E, 2005).

Stathmin ailesi proteinlerin hiicre i¢i hedefleri durumunda olan mikrottbuller, sinir
sisteminin olgunlagsmasi ve gelismesinde kritik 6neme sahiptir. Farklilagmis néronlardaki
mikrotubuller ise hiicre iskeletin yapisal bileseni olarak islev goriirler ve hiicre i¢i transport
mekanizmalarinda rol oynarlar (Dent and Gertler, 2003). Norit biiyiimesi noronal hiicre
iskeletinin siirekli yeniden yapilanmasi ile gergeklestirilmektedir. Noritlerin ana hiicre
iskelet bileseni olan mikrotiibiil dinamiklerinin, akson biiyiimesinde, yonlenmesinde ve
dallanmasinda anahtar role sahip oldugu gosterilmistir (Morii et al. 2006a).

Stathmin, farkli hiicre tiplerinde farklilasmayr ve ¢ogalmayi diizenleyen sayisiz
hiicre dis1 uyarana cevap olarak fosforile edilir. Kiiltiirde gelisen kortikal ndronlarda,
stathmin ve SCG10 ekspresyonunun, ndrit biiyiime asamasinda yiiksek diizeylerde oldugu
fakat sinaps olusumundan sonra diizeylerinin giiclii bir sekilde azaldigr bildirilmistir (D1
Paolo et al. 1997; Grenningloh et al. 2004). Stathmin olfaktor sistemde de olfaktor reseptor
noronlarinin aksonlarinda fazlaca eksprese olmaktadir (Grenningloh et al. 2004). RB3 ve
SCLIP transkriptleri yetiskin sicanda oldugu gibi yenidogan dénemindeki sican beyninde
de aym miktarda bulunmus ve sinir sisteminin olgun hiicrelerinin fonksiyonlarina

katilabilecegi 6nerilmistir (Ozon et al. 1997, 1998). RB3 mRNA” s1 hipokampusta yiiksek,



kortekste ise orta diizeyde tespit edilmistir. Stathmin ve RB3 korpus kallosumdaki glial
hiicrelerde, talamik hiicrelerin bir¢cogunda tespit edilmistir.

Noronda mikrotiibiil dinamiklerlerindeki degisim, noronal farklilasma ve sinaptik
plastisitede ortaya ¢ikan yapisal degisikliklerin yasamsal bir bilesenidir (Ratushnyak et al.
1997; Beilharz et al. 1998). Beilharz et al. RB3 mRNA’ nin uzun siireli potansiyalizasyon
(LTP) ve maksimal elektrokonvulsiv ndbet sonrasi sican beyninde dendat graniil
noronlarinda 30 dk ile 1 saat arasinda uyarildigini1 ve en az 3-8 saatlik donem iginde
yiiksek diizeyde kaldigimmi gostermislerdir. Bu veriler, RB3’ {in, spesifik noronal
yolaklardaki aktivasyon sonucu gelisen noronal plastisiteye katkisinin olabilecegini
gostermektedir. RB3’ 1iin aktive olmus ve farklilagsan norolardaki fonksiyonu
bilinmememektedir. Fakat stathmin ve SCGI10’un gii¢clii aminoasit dizi benzerligi
nedeniyle mikrotubiil dinamiklerine katilarak etki etme olasiliginin oldugu ileri
stiriilmektedir. RB3’e spesifik indiiksiyon SCG10°da goriilmemistir. Bu 2 genin farkli
rollerinin oldugunu, bu bulgu digiindiirmektedir.

Noronal aktiviteye bagli RB3’ iin uyarilmasinin Ca/ kalmudulin bagimli kinaz 11
(CaMKII) araciligiyla gergeklesmesi olasidir.  Mikrotiibiiller, dendritlerin ve noronal
aktiviteye bagli dendritik bigimlenmenin temel yapisal bilesenleridir. Noronal aktiviteye
bagli dendiritik bicimlenme kismen CaMKII’ ye bagimli bicimde mikrotiibiil stabilitesinin
modiilasyonu araciligiyla gelisir. Mikrotubiilii destabilize eden aktiviteler, stathminin
fosforilizasyonu ile baskilanir ve CaMKII stathmini fosforilize eder (Cassimeris, 2002;
Grenningloh et al. 2004; Wittmann et al. 2004; Ohkawa et al. 2007). Dendritik
cikintilarda depolarizasyonuna yanit olarak CaMKII salinimi, baslica NMDA reseptorleri
ve L-tip voltaj duyarli kalsiyum kanallar1 tarafindan aktive edilir. CaMKII aktivasyonunun
glutamat salimimi tarafindan indiiklenen LTP sirasinda belirgin bir sekilde uyarilan
dendritik ¢ikint1 ile sinirli oldugu gosterilmistir (Lee et al. 2009). CaMKII sinyalinin kanal
ve yiksek derecede yerlesim Ozglnligii, CaMKII sinyalinin uyaran spesifik
spasyotemporal paternini ortaya ¢ikartir.

Tipik absans epilepsinin beyinde yapisal bir bozukluk olmamasindan dolay1
fonksiyonel bir hastalik oldugu inanci yaygindir. Fakat az sayidaki morfolojik ¢aligmalarda
cocukluk cag1 absans epilepsisinde mikrodisgenezisin varligi gosterilmistir. Neokorteks ve
frontal lobun subkortikal beyaz cevherinde distrofik néronlarin sayisinda artis bulunmustur
(Meencke, 1989). Absans epilepsinin hayvan modellerinde kortikal dokunun hiicresel
yapist nerdeyse hi¢ dikkate alinmamistir. Fakat 2002 yilinda Meeren’ in fokal teoriyi 6ne

stirmesinden sonra, WAG/R1j sicanlarin neokorteksinin anterior bolgelerinde hiicre yapisi



degerlendirilmistir. Karpova et al. golgi boyama teknigininin kullanildig1 ¢aligmalarinda
frontal bolge, paryetal korteksi on planda tutarak niteliksel ve niceliksel morfometrik
analiz ile hiicre kompozisyonu ve dendritik agacin geometrisini degerlendirdiler (Karpova
et al. 2005). Yiizeyel kortikal tabakalardaki (1 ila 3 arasinda) piramidal hiicrelerin
dagiliminda bir bozukluk saptadilar. Yiizeyel piramidal hiicrelerin apikal dendritlerinin
siklikla iki dala ayrildigini, miktarlarinin azaldigimi ve paralelliklerini kaybettiklerini
buldular. Dendritlere ait bu yapisal bozukluklarin epileptik zonda sinirli oldugu
gorilmistiir. Tiirler aras1 (ACI ve WAG/Rij siganlarda) néronlarin uzunlugunda niceliksel
farkliliklar bulunmustur. Noron uzunluguna ait farklilik tiirler arasinda bulunurken, fokal

ve kontrol bolgelerindeki farklilik ise baslica dendritik dallanmalar agisindan bulunmustur.

Ubiquitin- conjugating enzyme E2 N

Ubiquitin, olduk¢a korunmus 76 aminoasidlik kiigiik bir polipeptiddir. Ubiquitin
proteozom sistemi hiicre icindeki proteinlerin yikiminda ana lizozom dis1 sistemdir.
Ubiquitinasyon siirecinde ubiquitin, peptid baglar1 araciligiyla hedef proteinlerdeki lizin
kalintilarina kovalent olarak baglanir. Ubiquitinasyon ¢ok asamali bir siirectir. 3 ¢esit
enzim ubiquitinasyon i¢in gerekmektedir. E1 (ubiquitin aktive edici enzim), E2 (ubiquitin
konjuge edici enzim), E3 (ubiquitin ligaz). ikinci basamakta 22 olarak bilinen E2
enzimlerinin birinde sistein kalintilari i¢in aktive edilmis ubiquitinin transferi olmaktadir
(Wooten and Geetha, 2006). Ubiquitin konjuge edici enzimleri, ubiquitin bagimlh
proteolizis siirecine aracilik eden yapisal bir protein ailesine aittir. Bu ailenin 17 iiyesi
tanimlanmustir (Jiang et al. 2008).

Son yillarda, farkli deneysel yaklasimlar sinir sistemi ve ndrohomeostazisin
gelisiminde  ubiquitin  ile iligkili  siireglerin  rolii  {lizerine  odaklanmaktadir.
Ubiquitin/proteosom sisteminin sinaptogenezisde, norotransmitter reseptor fonksiyonunda
ve noromiiskiiler kavsaklarin olusumunda ¢ok Onemli bir role sahip oldugu ifade
edilmektedir (Mayer, 2003). Ubiquitin aracili proteolizis ndronal gelismede ve postmitotik
noronlarin hayatta kalmasinda rol oynamaktadir. Ubiquitin diizeylerinin ndéronal gelisme
esnasinda serebellumun purkinje hiicrelerinde, hipokampus ve korteksdeki erken postnatal
noronlarin  dendritik bdlmelerinde yiiksek oldugu gosterilmistir. Artmis protein
ubiquitinasyonunun 6zellikle néronal olusum ve yenilenme siireci esnasinda 6nemli gibi
goziiktligli  belirtilmistir. Ubiquitinize olmus proteinlerin ndrit gelisiminin  pozitif

diizenleyicisi olarak davranabilmelerinin de miimkiin olabilecegi ifade edilmistir



(Klimaschewski, 2003). Ubiquitinasyonun in vivo beyin gelisimi ve in vitro sican
feokromositoma hiicrelerinin noéronal farklilagsmasi esnasinda arttigr bildirilmistir
(Kavakebi et al. 2005).

Ubiquitin  proteozom sisteminin sinaptogenez ve norotransmitter reseptor
fonksiyonlarinda énemli rolii oldugu kesindir. inhibitér GABAA reseptorleri, a-1 glisin
reseptorleri, B- 2 adrenerjik reseptorler, opioid reseptorleri, eksitator metabotropik glutamat
reseptOrlerinin ubiquitin proteozom sistemi tarafindan diizenlendigi belirtilmektedir
(Mayer, 2003).

Ubiquitin proteozom sisteminin hiicre i¢in genel anlami1 biyolojik olarak kullanigsiz
proteinlerin 6rnegin mutant, hatali katlanmis, hasarli terminal olarak modifiye edilmis ya
da asir1 birikmis proteinlerin par¢alanmasidir (Lehman, 2009).

Birgok organizma igin E1 geni bir tanedir. Okaryotik hiicrelerde birden fazla
miktarda E2 bulunmaktadir. Ubiquitin proteozom sisteminde E3’e ait mutasyonlar ile ilgili
mutasyonlar giddetli bir nérolojik bozukluk olan Angelman sendromunda tespit edilmistir.
Angelman sendromu direngli epilepsi ve psikomotor gerilik ile karakterize ndrogenetik bir
bozukluktur (Yang and Yu, 2003). Bu sendromda farkli ndbet tiplerinin ortaya ¢iktig
goriilmustiir. Atipik absanslar ve miyoklonik nobetler belirgindir. Nonkonvulzif status
epileptikus yaygindir (Pelc et al. 2008).

Epitelyal sodyum kanallarinin ubiquitinasyon araciligiyla diizenlendigi tespit
edilmistir. Diger yaygin olarak ¢alisilan bir bozukluk Liddle sendromudur. Bu bozuklukta
da E3 mutasyonu saptanmistir. Hiicre yiizeyinde epitelyal sodyum kanallarinin
ekspresyonu ve aktivasyonunda artis gbézlenmistir. Bu da epitelyal sodyum kanallarinin
ubiquitin sistemi tarafindan regiile edildigini gdstermektedir (Yang and Yu, 2003).

Ubiquitin proteozom sistemi hiicrenin akibetini belirleyen modiilator olarak
tanimlanmaktadir. Ubiquitin hiicrenin akibetinin belirlenmesinde rol oynayan bir¢ok sinyal
yolaginin  fonksiyonuna katilmaktadir. Hiicre Oliimiindeki protein aracilarinin
ekspresyonunu kontrol eden P53, NF-Kb ve HIF-1a gibi tarnskripsiyon faktérlerinin
aktivitesini diizenleyebilir. Ubiquitin proteozom sistemi fonksiyonundaki asiriligin ise,
Parkinson bozuklugu ve iskemi gibi bazi noropatolojilerde rol oynadigi gosterilmistir

(Thompson et al. 2008).

Actin-Related Protein 2/3 Complex



Actin-Related Protein 2/3 Complex (Arp 2/3 kompleks) aktinin polimerizasyonuna
neden olur ve bir hiicre membraninda niikleasyon olusturucu faktorlerin (NPF) lokalize
oldugu yiizeylere yakin monomerler ekleyerek dallanmis aktin aglarinin birlesmesine
katilir. NPF’lerle kapli yiizeylere aktin monomerlerinin eklenmesinin ardindan, membran
deformasyonuna neden olur. Aktin iizerindeki mutasyonlarin clathrin mutasyonlarinda
gozlenenlerden daha giiclii internelizasyon defektlerine neden oldugu ifade edilmektedir
(Payne et al. 1987, Kiibler and Riezman, 1993).

Aktin polimerizasyonunun erken endozomlardaki rolii ¢ok iyi olarak anlagilmamis
olmasima ragmen, sonuglar aktin ve miyozinin endositoz boyunca 6nemini memelilerde
gostermektedir (Durrbach et al. 1996)

Eksitatator sinapslarin postsinaptik sonlanmalari aktinden zengin dendritik
cikintilar icermektedir. Arp 2/3 kompleksinin, hiicre icinde ortak yerlesim gosteren
Wiskott-Aldrich sendrom proteini (N-WASP) araciligiyla aktivasyonu dendritik ¢ikinti ve
sinapslarin bigimlenmesini diizenler. N-WASP’in endojen ekspresyonunun ortadan
kaldirilmasinin ya da proteinde Arp 2/3 kompleksine baglanan ve onu aktive eden C-
terminal VCA boélgesinde olusturulmus delesyonun dramatik olarak eksitator sinapslarin ve
cikintilarin azalmasina yol actig1 gosterilmistir. Benzer sekilde Arp3 ‘iin ekspresyonundaki
azalma spin ve sinaps bicimlenmesini bozar. Dolayisiyla N-WASP’1n ve ardindan Arp 2/3
kompleksinin aktivasyonu diken ve sinapslarin diizenlenmesinde O6nemli molekiiler
sinyaller gibi gériinmektedir. Aktinin Arp2/3 aracili dallanmasi, dendritik diken ug¢larinin
genislemesindeki ve olgunlagsmasindaki mekanizmalardan biri olabilir (Wegner et al.
2008).

Direngli temporal lop epilepsili hastalarin temporal loplarinda N-WASP
ekspresyonunda ve onun downstream efektorii olan Arp2/3’iin ekspresyonunda belirgin
olarak arttig1 gosterilmistir. Adi1 gecen ¢alismanin yazarlari, N-WASP ve Arp2/3 yolunun,
Alzheimer, Parkinson ve multipl skleroz gibi diger sinaptik yapilanma bozukluklarinin

oldugu hastaliklarda da rol oynayabilecegini 6ne siirmiislerdir (Xiao et al. 2008).

GTP-Binding Protein Rheb



Rheb (beyinde fazla bulunan Ras homologu), mantardan insana kadar tiirler
arasinda iyi korunmus bir GTPaz’dir. Rheb ailesi, G proteinlerin Ras iist ailesi i¢inde yeni
bulunan tek ailedir. Ras proteinleri, hiicre i¢inde bazi biyokimyasal reaksiyonlari
diizenleyerek; wvesikiil transportu, hiicre polaritesi, sitoiskelet biitlinliigii, aktin
monofilamentlerinin iskeleti ve in vitroda NADPH oksidaz aktivitesinin yer aldigi hiicre
ici slireclere katilirlar. Son zamanlarda Ras proteinlerinin, bir¢ok dokuda biiyiime
faktoriiyle uyarilan, insulin/TOR/S6K adi verilen bir sinyal yolagi iginde yer aldigi
gosterilmistir ve Rheb’ in, beyinde bu sinyal yolagindaki kritik onemi dikkatleri
¢cekmektedir (Li et al. 2004, Manning and Cantley, 2003, Kwiatkowski, 2003). Rheb’ in
Insiilin/TOR/S6K yolagindaki rolii memeli hiicrelerinde doku kiiltiiriinde ve drosophila’da
arastirilmistir (Saucedo et al. 2003, Stocker et al. 2003, Tabancay AP et al. 2003, Tee et al.
2003, Garami et al. 2003). Rheb’ in insulin/TOR yolagindaki katiliminin genel semasi
asagidaki sekilde oOzetlenebilir (Sekil 4.103): Rheb mTOR’un upstream, Akt’in ise
downstream molekiilii olarak gorev goriir. IGF ya da insiilin tarafindan insiilin sinyalinin
baglatilmasi, Akt’in aktivasyonuna yol acan PI3K’y1 arttirir. Akt daha sonra TSC2’yi
fosforile eder ve Rheb’in, TSC1-2 tarafindan saglanan, negatif regiilasyonunu inhibe eder
(TSC1/2 kompleksi Rheb igin GAP olarak islev goriir). GTP’ye bagli Rheb’in birikmesine
yol agar ve GTP bagli Rheb mTOR’un aktivasyonuna yol agar (Aspuria and Tamanoi,
2004).
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Sekil 4.103. Memeli hiicrelerindeki Rheb insulin/mTOR/S6K sinyal yolu.

Bu sinyal yolaginin serum aktivasyonu boyunca hiicre yiizeyinde insulin ve
IGF-1 kendi reseptorleri tarafindan alimir. Bu PI3K daha sonra Akt’1
fosforilize edecek olan PI3K’nin aktivasyonu ile sonuglanir. Aktive olan
Akt, TSC2’yi fosforile eder ve TSC1 ve TSC2’nin mTOR’u negatif olarak
diizenleyecek TSC1 ve TSC2’nin mTor iizerindeki negatif etkisini inhibe
eder. TSC1 ve TSC2’nin inhibisyonu Rheb in aktivasyonuna yol agar.
Aktive olan Rheb mTOR un aktivasyonuna yol acar. En az 2 downstream
olayda ki bunlar P70S6Knin aktivasyonu ve Sénin fosforilizasyonu, diger
yolakta 4E-BP1’in fosforilizasyonudur. Aminoasitler gibi besinler bu sinyal
yolagini aktive ederler (Aspuria and Tamanoi, 2004).

mTOR, memeliler arasinda yapisal olarak iyl korunmus serin treonin protein
kinazdir. mTOR, ¢ogu hiicre biiyiimesi, hayatta kalmas1 ve homeostazis ile iliskili bazi
hiicresel fonksiyonlara katilir (Sarbassov et al. 2005, Sandsmark et al. 2007, Aspuria and
Tamanoi, 2004, Sato et al. 2008). mTOR’un aktivitesini diizenleyen upstream sinyallerin

bir kismi besin ve enerji durumu, biiylime faktorleri ve stresi igerir.

mTOR yolaginin epileptogenezdeki Onemi epilepsinin en yaygin genetik
nedenlerinden biri olan tiiberoskleroz kompleksi (TSK) ile en iyi yansitilmaktadir.
TSK’nin fare modelinde mTOR inhibitorleri epilepsi gelisimini ve epileptogenezle iligkili
altta yatan beyin anormalliklerini engellerler. Artan sayida bulgu mTOR’un diger
nedenlere bagl gelisen epileptogeneze de katildigini desteklemektedir. Bunlar arasinda
fokal kortikal displazi, kazanilmis beyin hasarlari (status epileptikus ya da travmatik beyin
hasarin1 takip eden hayvan modellerinde oldugu gibi), kafa travmalari bulunmaktadir.
Boylece mTOR inhibisyonu farkli epilepsi tiplerinin (genetik ve kazanilmis epilepsiler)
antiepileptojenik tedavisinde potansiyel ajan olarak goriilmektedir. TSK, epilepside mTOR
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katiliminin arastirilmasi i¢in ve mTOR inhibitorlerinin antiepileptojenik potansiyelini test

etmek i¢cin model bir bozukluk olarak kabul edilmektedir. (Wong M, 2009).

TSK, otozomal dominant gecisli bir hastalik olup TSK1 ve TSK2 genlerinden
birinde mutasyon ve ilgili proteinlerin (sirasiyla hamartin ve tuberin) yapilamamasi s6z
konusudur. Bu hastalarda, bazi organlar (beyin, deri, géz, bobrek, kalp ve akcigerler) selim
karakterli timor ya da hamartoma olusumu ile karakterizedir. TSK ile iligkili lezyonlarin
¢ogu minimal diizeyde semptomatik olmasma ragmen, TSK’da ndrolojik tutulum
yaygindir ve genellikle epilepsi, kognitif bozukluk ve otizm seklinde kendini
gostermektedir. Epilepsi TSK’l1 bireylerin %80-90’1n1 etkilemektedir (Holmes et 2007).
Insiilin/mTOR/S6K yolagmi farkli asamalarda inhibe eden ajanlarin kanserin yani sira

epilepside kullanimi arastirilmaktadir (Tamanoi et al. 2001, Brunner et al. 2003).

TALAMUSTA TURE BAGLI DEGIiSIKLIKLERIN iZLENDiGi PROTEINLER

3-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase

Beyin ve sinir sisteminde sentezlenen steroidlere norosteroid denmektedir.
Norosteroidlerin etkileri klasik steroid hormon nuklear reseptor aracili degildir.
Norosteroidler etkilerini 1yon kapilt norotransmitter reseptorler gibi veya diger
norotransmitter reseptorlerin direk/indirek diizenlenmesi gibi baska mekanizmalar ile
yapmaktadirlar (Mellon and Griffin, 2002). GABAa reseptoriiniin fonksiyonunu
diizenleyen norosteroidler merkezi sinir sisteminde noronlar ve glial hiicrelerde
sentezlenebilmektedir (Biagini et al. 2009). Norosteroidler GABAA ve NMDA gibi ligand
kapili iyon kanallarim1 modiile ederek merkezi sinir sisteminin uyarilabilirligini hizlica
degistirebilmektedirler. GABAA ligand kapili klor kanallarinin aktive olmasi hizli sinaptik
inhibisyonla iligkilidir. GABAA reseptoriine 3a’s1 ¢ikarilmis norosteroidin baglanmasi ya
inhibisyonla ya da GABA’ mnin inhibitér etkilerinin potansiyelizasyonu ile
sonuglanmaktadir. Dolayisiyla noroaktif steroidlerin antikonvulsif, anestezik, anksiyolitik
etkileri GABAA reseptoriinii pozitif olarak diizenleme yetenekleri ile iliskilidir (Stoffel-
Wagner, 2003).

Bir norosteroid olan allopregnanolon (ALLO) GABA reseptorleri iizerine giiglii

pozitif allosterik diizenleyici etkiye sahiptir ve GABAa reseptoriiniin affinitesini
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arttirmaktadir, klor iletimini de arttirmaktadir ve sonug olarak anksiyolitik ve anestetik
Ozelliklere sahip olmaktadir (Penning et al. 2003, Agis-Balboa et al. 2007). ALLO,
beyinde, progesteronu Sa-dihidroprogesterona ¢eviren Sa-rediiktaz tip 1 ve So-
dihidroprogesteronu ALLO’ya ¢eviren 3a-hidroksisteroid dehidrogenaz (3a-HSD) olmak
tizere iki enzimin ardisik etkisi ile progesterondan sentezlenmektedir (Agis-Balboa et al.
2007). 3a-HSD memelilerin gesitli dokularinda eksprese olmaktadir (Mitev et al. 2003).
3a-HSD’ler  karacigerde steroid hormonlarin1  inaktive eder, prostatta Sa-
dihidrotestosteronun (5a-DHT) diizeyini diizenler, merkezi sinir sisteminde de 5Sa-DHT’yi
norosteroid formu olan ve GABAA reseptoriiniin allosterik effektorii olan allopregnanolona
doniistirmede gorev yapmaktadir (Penning et al. 2003). Sa-rediiktaz tip 1 enzimi ve 3a-
HSD; vesikiiler glutamat tasiyicis1 2 nin (VGLUT2) ekspresyonu ile karakterize olan esas
cikic1 glutamaterjik noronlarda, korteksde, hipokampusda, amigdalada, talamusda ve
olfaktor bulbusda kolokalizedir ve glial hiicreler 6zellikle de astrositlerde genis olarak
dagilmaktadir (Tsuruo, 2005). Ancak GABAerjik internéronlarda eksprese olmamaktadir.
Kortikal, hipokampal, talamik veya amigdaloid glutamaterjik esas noronlarda sentezlenen
ALLO, otokrin/parakrin mekanizmalar veya ALLO’nun lateral membran difiizyonu
araciligr gibi GABAA, reseptor bolgelerine ulagsmasini saglayan bir mekanizma ile GABAa
reseptorlerinde GABA’nin etkisini diizenleyebilecegi belirtilmektedir (Agis-Balboa et al.
2007).

ALLO’nun kateminal epilepsi gibi menstriiel dongii ile iligkili bozukluklarin
patofizyolojisinde roliiniin olduguna dair pek ¢ok kanit bulunmaktadir (Reddy and
Rogawski, 2000, Reddy et al. 2001; Reddy and Rogawski MA, 2002). Progesteron
yoksunlugunun; ndbet duyarliligini arttirdigi, benzodiazepin ters agonisti veya pikrotoksin
ile indiiklenen ndbetin esigini diisiirdiigii ve ndbet benzeri aktivitenin silire ve siddetini
artt1g1 bildirilmektedir (Smith et al. 2007).

Sicanlarda neonatal donemde kolesterol sentezinin inhibisyonu ile olusturulan
atipik absans modelinde, GABAA, reseptorlerinin modiilasyonunda benzodiazepin ve Zn™?
modulasyonunda anormalliklerin oldugu one siiriilmiistiir. Atipik absans ndbetlerde,
GABA, reseptorlerinin  gama2 alt biriminin ekspresyonunun azalmis olmasinin
talamokortikal DDD’nin iiretiminde 6nemli olabilecegi bildirilmistir. Atipik absans modeli
disinda, GABAA reseptorlerinin gama 2 alt birimindeki mutasyonun, jeneralize epilepsi
sendromlarinda benzodiazepin modulasyonunu degistirebilmesi ile uyumlu oldugu
sOylenmektedir (Wu et al. 2004). Diger taraftan, ALLO’nun intrahipokampal

uygulanmasinin GABAAa reseptorlerinin gamma 2 alt unitesinin ekspresyonunu arttirdigi
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gosterilmistir (Nin et al. 2008). Bu sonuglar bizim de bulgularimizla uyumludur; WAG/Rjj
sicanlarda daha diisiik diizeyde eksprese olan 3 alfa HSD, olasilikla ALLO’nun azalmasi

ile sonuglanmis olabilir.

FULL=2’-5 OLIGOADENYLATE SYNTH

FULL=2’-5" OLIGOADENYLATE SYNTH (2°-5° OAS) memelilerde dogal
bagisikligin 6nemli bir komponentidir (Perelygin et al. 2006). Bu enzimler interferonlarin
antiviral etkilerinde rol oynayan ve apoptozis ve hiicresel biiyiimeyi kontrol eden
interferonla uyarilan protein ailesinin tyesidir (Eskildsen et al. 2002). 2’-5° OAS
enzimlerinin interferon aracili aktivasyonu ATP’den 2°-5 bagh oligodenylates (2’-
5’As)’in sentezi ile sonuglanir. Sonrasinda 2’-5’As’lar aktif formuna dimerize olan latent
RNaz L’ye baglanir. Aktive olan RNaz L, viral ve hiicresel RNA’lar1 degrade ederek
hiicredeki protein sentezini ve viral biliylimeyi baskilar. Dahasi 2’-5° OAS’lar hiicre
biliylimesinin kontroliine ve apoptozise katilir. Calismalar RNaz L ile 2°-5’As’in tiimor
gelisiminde rol oynadigini gostermistir (Carpten et al. 2002; Eskildsen et al. 2003). 2°-5’
sentazlar inaktif enzim olarak iiretilirler. Ozellikle ¢ift sarmalli RNA nin varhginda aktive
olurlar (Hartmann et al. 1998).

Interferon/OAS/RNaz yolagi viral enfeksiyonlara karsi temel konak defans
mekanizlarindan biridir. Bu yolak aym1 zamanda hiicre boliinmesine, farklilasmasina ve
BCL2 ailesi proteinlerle direk etkileserek ya da hiicresel mRNA kararliligini diizenleyerek
apoptozisin  diizenlenisine  katilir.  Interferon/OAS/RNaz  yolagindaki  patolojik
degisikliklerin sistemik lupus eritromatozis ve timor gelisimi ile iligkisi gOsterilmistir
(Yan et al. 2005, Ye etal. 2007, Feng et al. 2006).

NUCLEAR DISTRIBUTION PROTEIN nudE HOMOLOG 1 (NUDEL)

NudE veya NudEL, LIS1/dynein/dynectin yolaginin bilesenlerinden biridir. Adini,
aspergilluslarda bu proteini kodlayan gen mutasyonunun, hiicre i¢i ¢ekirdek yerlesimini
bozmasi nedeniyle almistir (Lambert de Rouvroit and Goffinet, 2001). LIS1, bunu
eksprese eden organizmalarin yasami igin esansiyeldir. Mutasyona ugramis aleller
acisindan homozigot drosophlia ve fare embriyolar1 larva donemindeyken ya da
implantasyonu takiben Olmektedirler. Heterozigot fareler ise beyin yap1 ve

fonksiyonlarinda agir defektler gosterirler. Dahasi LIS1 diizeylerindeki azalmaya doza



bagimli yanitlar olugmaktadir. LISI’in yar1 dozaji sadece ndronal migrasyonu hafif
derecede etkilerken ve yetiskinde korteksdeki tabaka organizasyonu normal goriiniirken
biraz daha azalmadaki siddetlenme hipokampal ve kortikal organizasyonu engeller. LIS1
dynein ve mikrotubul fonksiyonlari, ortak genetik yolakta yer almaktadir. Buna ragmen bu
etkilesimin dogas1 ve hiicresel sonuglari belirsizdir. Ilk calismalar dyneinin sitoiskelet
komponentlerin ve organellerin bir kisminin intraselliiler transportunun diizenlenisinde rol
aldigim1 gostermektedir. Bu fonksiyonla uyumlu bir sekilde LIS1’in asir1 ekspresyonu
mikrotiibul yapisinda bozulmayla sonuglanir. LIS1 mikrotubul agiyla dyneinin
aktivititesini dinamik olarak diizenleyerek mikrotubul yapisini etkileyebilir. Dynein
ndronal mikrotubul yapisinin ve polaritesinin diizenlenisinde anahtar bir role sahiptir. Bu
hiicresel transporttaki rollerine ek olarak mikrotubul bazli motor proteinler mitotik
igciklerin esansiyel komponentleridir. Dolayisiyla LIS1’in asir1 ekspresyonu mitotik siirece
karigir. Son zamanlarda LIS1/dynein/dynectin yolagiin yeni bir iiyesi belirlenmistir. Bu
yeni liye nudE’dir. Evrimsel ¢alismalar LIS1’in NUDE, NUDEL ve mNUDE veya rNudE
ile etkilestigini gostermektedir. Bu molekiiller belirgin olarak sentrozomda LIS1 ile birlikte
yerlesim gosterirler. 2 NudE homologu olan mNUDE ve NUDEL yiiksek derecede dizi
benzerligi gosterirken, bazi 6zellikleri ile farklilagirlar. mNUDE sitoplazmik dyneinin hafif
zinciri ile etkilesim gosterirken, NUDEL primer olarak agir zincirle etkilesim gosterir
(Reiner, 2000)

LIS1 yolagmn epilepsiyle iligkili olabilecegine dair ilging bir ¢alisma William et
al. tarafindan C. Elegans adi verilen solucanlarda gergeklestirilmistir. Bu arastirmacilar,
icinde NUDE ve NUDEL’ in homologlariin da yer aldigi, LIS1 yolagiin bilesenlerinin
miktarin1 azalttiklarinda bu canlilarin  PTZ’ nin konvulsiyon olusturucu etkisine
duyarliligin arttigin1 gostermislerdir. LIS1 yologinin etkinligindeki azalma ayn1 zamanda

GABAerjik vezikiil trafiginde bozulmaya yol agmistir (William et al. 2004).



6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismanin sonuglar1 biitiin olarak gozden gecirildiginde iizerinde durulmasi
gereken birkag konuyu siralamak uygun olacaktir.

Calismada, epileptik hayvanlarda gozlenen DDD aktivitesinin siddeti ile
iliskilendirilebilecek bir protein tespit edilememistir. Absans epilepsili siganlarda DDD
aktivitesi yaklasik 3. ayda ortaya ¢ikmakta ve yasla birlikte siire ve siddeti giderek
artmaktadir. Nobet siddeti ve siiresi agisindan bireysel fakliliklar gézlenmektedir. Yas
faktoriiniin disinda, ozellikle disilerde hayvanlarin bulundugu dongilisel donem ndbet
siddetini etkileyen faktorler icinde yer alir. Bu ¢alismada kullanilan ayni1 yas doneminde (6
aylik) erkek sicanlarin arasinda DDD silire ve sayilar1 agisindan belirgin bir farklilik
bulunmamaistir. Yas ve hormonal dongiiden bagimsiz olarak DDD aktivitesinin siddeti ile
iligkilendirilebilecek proteinlerin incelenmesi i¢in DDD aktivitesi agisindan farklilik
gosteren daha fazla denegin kullanildig1 ¢alismalara ihtiyag vardir. Diger taraftan, absans
epilepside nobet sikligmin hastaligin seyriyle anlamli bir iligkisinin bulunmadigi
gosterilmistir (Sinclair and Unwala, 2007).

Protein ekspresyonu diizeyinde, tiirler arasinda anlamli farkliliklarin korteks ve
talamusta tespit edilmis olmasi, absans ndbetlere yol acan patolojinin anatomik bilegeninin
talamokortikal dongii oldugu diisiincesini desteklemektedir. Bizim c¢alismamizda
hipokampus bireysel farkliliklarin en fazla goriildiigii bolge ozelligindedir. Fakat bu
calismada secilen spotlarda tanimlanan proteinlerin stoplazmik proteinler oldugu gercegini
de dikkate almak gerekmektedir. Tanimlanan proteinler hiicre igi farkli fonksiyonel
yolaklarin bilesenleri olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Dolayisiyla 6zelde absans genelde
epilepsi i¢cin bu yolaklar1 biitiin olarak degerlendirmek ve yolaklar arasi baglantilari
arastirmak gerekmektedir. Tiirsel farklilik gosteren proteinler iginde vesikiiler transport
sistemine ait proteinler dikkati cekmektedir. Ozellikle clathrin aracil1 vesikiiler transportun
bu hayvanlarda degismis oldugu séylenebilir. CLTA, Calcyon, Actin-Related Protein 2/3
Complex proteinleri clathrin aracilt vesikiiler transport mekanizmalarinda yer alan
proteinlerdir. Clathrin aracili endositoz ile ¢ok sayida molekiiliin tagindigi bilinmektedir.
Bu proteinlerin, 6zellikle GABA, AMPA ve dopamin reseptorleri ve glutamatin vesikiiler
transportunda rolleri incelenmistir. Adi gecen reseptorler absans epilepsili hayvan
modellerinde kortikal ve talamik bdlgelerde sunulumlar1 kontrol gruplarina gore farkli olan
molekiillerdir. Bu ¢alismada elde edilen ornekler iizerinde bu reseptorlere ait proteinler
secilen spotlar i¢cinde tanimlanmamistir. Tanimlanan proteinlerin ise hiicre i¢i yerlesim
gosterdigi goriilmektedir. Dolayisiyla ayni jel 6rneklerinde hiicre membrani proteinleri ile
iliski kurulamamistir. Snaptozom proteomik gibi prosediirlerin uygulandigi ilave
calismalarla hiicre membranindaki protein dagilimlarima ulasilabilir. Tanimlanan
proteinlerin fonksiyonel agidan degerlendirilmesine devam edildiginde ikinci sirada hiicre
iskeleti ve ozellikle dendritik diken bi¢cimlenmesinde rol oynayabilecek proteinler yer
almaktadir. Stathmin 4, Rheb, Arp 2/3 complex proteinleri norit gelisimi ve dendrit
dallanmas1 gibi yapisal siirecleri etkilemektedir. Bu farkliliklar WAG/Rij siganlarin
somatosensoryel korteksinde tespit edilmis olan dendritlere ait yapisal degisiklikler ile
iliskili olabilir. Tanimlanan proteinleri i¢inde kolesterol sentez yolagina ait bir enzim olan
30-HSD enzimi Onemlidir. Absans epilepsi ile steroid hormonlarin etkilesimi iyi
bilinmektedir. Yine kronik atipik absans modeli olarak kabul géren deneysel modelde



kolesterol sentez inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu veriler bizim sonuglarimizla paralellik
gostermektedir.

Tanimlanan proteinlerin bir kism1 absans epilepsi disinda diger epilepsi sekilleri,
epilepsi disindaki ndropatolojiler ve hatta kanser gibi tamamen farkli sayilabilecek klinik
durumlarla iligkili bulunmustur. Bu goriiniim, her nekadar kadar bulunan proteinlerin
fonksiyonel spektrumunun genis olmasindan kaynaklanabilse de, agiga ¢ikan tabloyu
dikkate almak gerekmektedir. Ozellikle farkli epileptik bozukluklar arasindaki ortak
mekanizmalar1 aydinlatmak ve epilepsi ile komorbidite gosteren hastaliklarda, her iki
bozukluga yatkinlik olusturup bu patolojilerde paylasilan yolaklar1 tespit etmenin 6nemi
ortaya ¢ikmaktadir. ILEA’ nin da belirttigi gibi epilepsi, hastaligin klinik goriiniimii olan
nobetlerden daha fazlasidir. Son olarak, proteomik yontemiyle elde etti§imiz verilerin
fonksiyonel ve Western Blot, PCR, immiinuhistokimya gibi diger molekiiler yontemlerinde
katkisiyla pekistirilmesi gerekmektedir. Epileptogenez, spontan nébetlerin ortaya ¢ikisina
yol acan faktdrlerin molekiiler kaskad ve hiicresel degisiklikleri tetikledigi bir siiregtir. Bu
molekiiler ve hiicresel degisikliklerin aydinlatilmasi, epilepsinin tedavisinde yeni ve
alternatif hedef molekiillerin ortaya cikmasina yol acacaktir. Bugilin i¢in epilepsinin
tedavisi sadece nobetlerin baskilanmasina yoneliktir. Fakat nedene yonelik ve hastaligi
ortadan kaldiracak tedavi yontemlerinin gelistirilmesine 1s1k tutacak calismalar devam
etmektedir.
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