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1. OZET

PROSTAT KANSERINDE iDRAR PROTEOM PROFILIi

Kompleks analiz sistemlerinin yer aldig1 proteom g¢aligmalarinda idrar analizi ile
ilgili olas1 sinirhiliklar, olumsuzluklar ve sonuglar gliniimiiziin 6nemli teknik konulari
arasinda yer alir. Bazi klinik olgular ve saglikli kisilere ait biyolojik sivilardaki mikro
diizeyde ve ¢ok sayida proteinin ayni anda karsilagtirildigi proteomik analizler glinlimiizde
hastaliga spesifik biyobelirte¢ bulunmasinda etkin bir yontem olarak kabul edilmektedir.
Bu g¢aligmanin amaci prostat kanserli (PCa) hastalarin idrarlarinda kontrol grubu ile
birlikte proteom analizi yapmak, farkli teknikleri denemek, olasi protein farkliliklarini

tespit etmek ve daha ileride yapacagimiz biyobelirte¢ ¢alismalarina temel olusturmaktir.

Numune hazirlama agsamasi idrar proteomiksi ¢alismalarinda ¢ok Onemli bir
basamaktir. Bu sebeple ¢aligmamizda kullanabilecegimiz en iyi metoda karar verebilmek
icin saglikli insan idrarinda 2 farkli peptidlerine ayirma metodu kullanildi. FASP kiti ile
peptidlerine ayrilan numunede 372, In-sol protokoliine gore calisilan numunede ise 26
protein tanimlandi. Normal bir insan idrarinin protein konsantrasyonu oldukga diistiktiir
ve proteomik analizleri engelleyen tuz konsantrasyonu ise oldukca yiiksektir. Bu sebeple
en efektif tuzlar uzaklagtirma metodunu bulmak amaciyla idrar 6rneklerine, numune
hazirlama asamasinda aseton presipitasyonu ve diyaliz uygulanarak sirasiyla 52 ve 10
protein tanimlandi. On calismalarimizdan elde edilen bu sonuglar dogrultusunda asil
deney setimizi olusturan prostat kanserli hasta ve kontrol idrarlarina aseton presipitasyonu

ve FASP uygulandi. PCa grubunda 10 ve kontrol grubunda ise 5 protein tanimlandi.

Her bir metodun birbirleriyle kiyaslandiginda avantajilar1 ve dezavantajlar1 vardir.
Tiim idrar proteomunun incelenmesini saglayacak tek bir miikemmel protokoliin olmadig1
bilinmektedir. Bu ¢alisma sonucunda en biiyiik miktarda ve kalitede veri elde edebilmek
icin birka¢ numune hazirlama metodunun birlikte kullanilmasi gerektigi sonucuna

ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aseton presipitasyonu, Diyaliz, FASP, In-solution,

Proteomiks, Prostat Kanseri



2. ABSTRACT

URINE PROTEOM PROFILE iN PROSTATE CANCER

Possible limitations, disadvantages and consequences of the urine analysis in
proteomics studies which include complex analysis systems are among the most important
technical issues of today. Proteomic analyzes at the micro level of the biological fluids of
the healthy persons with respect to the some clinical cases in which a large number of
proteins are compared at the same time are now considered to be an effective method for
the detection of disease-specific biomarkers. The aim of this study is to perform proteomic
analysis in the urine of patients with prostate cancer (PCa) with our control group, to try
different techniques, to detect possible protein differences, and to provide a basis for our

biomarker studies to be exercised.

The sample preparation stage is a very important step in the study of urine
proteomics. Therefore, two different peptide separation methods have been used in a
healthy person urine in order to determine the best method for our study. While 372
proteins have been identified with the FASP kit, 26 proteins have been identified in the
sampling study according to the sol protocol. The protein concentration of a normal person
urine is very low and the salt concentration blocking the proteomic analysis is quite high.
For this reason, urine specimens were subjected to the aceton precipitation and dialysis
during the sample preparation phase for the purposes of finding the most efficient method
of removing the salts. 52 and 10 proteins were identified, respectively. Aceton
precipitation and FASP were applied in accordance with these results obtained from our
preliminary studies to the patients with prostate cancer and urine samples of our control
group, which form our main experiment set. 10 proteins are identified in the PCa group

and 5 proteins in the control group.

The relative efficacy of these different methods in terms of quality and recovery
yield is still not sufficient. Each method has both its advantages and disadvantages when
compared to each other. We know there is not a single perfect protocol to analyse all urine
proteomics. As a result of this study, we have reached the conclusion that several sample
preparation methods must be used together to obtain the largest amount and quality of

data.

Keywords: Proteomics, aceton precipitation, dialysis, FASP, in-solution, prostate cancer.



3. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PCa) erkeklerde en sik gériilen kanserler arasindadir. idrar
diger viicut sivilari ile kiyaslandiginda, biiyiik miktarlarda ve non-invasiv olarak elde
edilebilmesi ve stabil olmas1 sebebiyle, biyobelirte¢ calismalarinda kullanilan en cazip
viicut sivilarindan biri haline gelmistir (1). Son zamanlarda idrar proteinlerinin, diger
organlarin inflamasyon durumunu yansitan yararlt belirte¢ler oldugu bulunmustur.
Prostat kanserinde biyobelirte¢ olarak kullanilmasi amaciyla serumda Prostat Spesifik
Antijen (PSA) tanimlama ile ilgili gergeklestirilen biiylik Slgekli klinik ¢aligmalar
1990'h yillardan beri devam etmektedir. PSA yiiksekligi prostat kanseri tanisinda her
zaman yeterli degildir. Ciinkii ciddi dl¢iide yanlis pozitif sonuglar vermektedir (2).
PSA yiiksekligi Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda yaklasik 700.000'den fazla
gereksiz prostat biyopsisi yapilmasina sebep olmaktadir (3). Bu sebeple PCa i¢in daha
efektif ve non-invazif bir biyobelirtece ihtiyag¢ oldugu belirtilmektedir (4).

Biyobelirtecler ¢esitli biyolojik numunelerden bulunabilirler. Kan, viicuttaki
tim hiicrelerle temas halinde oldugu i¢in bugiine kadar en c¢ok ¢alisilan biyolojik
kaynak olmustur. Ancak kan Orneklerinin proteomik analizinin bazi dezavantajlar
vardir. Numune toplama sirasinda kandaki proteazlar genellikle aktive olur ve bir dizi
proteolitik iiriin meydana getirirler. Kan proteinlerinin %99’unu kanda yiiksek
miktarda bulunan yaklagik 20 protein olusturur. Bu proteinler, miktar1 %11 olusturan
fakat ihmal edilemeyecek kadar 6nemli olan diger proteinleri maskeler (5). idrar
ornekleri bu sebeple biyobelirtec kesfi i¢in avantaj saglar. Ayrica idrar, viicuttaki kanin
ultra-filtre edilmis halidir ve kana kiyasla daha stabildir. Bu sebeple son yillarda idrar

proteinlerine ilgi duyulmaya baslanmistir (4).

Proteomiks, bir hiicre, doku, vucut sivist veya organizmada protein
ekspresyonu, protein-protein etkilesimleri, protein modifikasyonlari, protein
fonksiyonu ve lokalizasyonunu inceleyerek normal ve hastalik durumlarinin

biyolojisini daha iyi anlamamizi hedefleyen bir kavramdir (6).

Yeni bir yaklasim olarak 6nemi giderek artan “proteomiks” c¢alismalari,
ozellikle insan genom projesinin tamamlanmasinin ardindan hiz kazanmis ve yaygin

bir uygulama alan1 bulmustur. Genom arastirmalari, 6zellikle insan genom projesi,



genlerin yapi, fonksiyon ve ekspresyonlarina ait ayrmtili bilgileri giin 1s181na
cikarmistir. Bunun yaninda genom projesi genetik bilginin organizma tarafindan nasil
kullanildigini agiklamakta yetersiz kalmistir. Bu noktadan sonra genetik bilginin son
iiriinii olan proteinlerin iglev, yap1 ve yerlerini belirlemek amacli yeni bir yaklagim

olan ve “genom sonrasi ¢cag” olarak belirlenen proteomiks uygulamalar1 her gecen giin

onemini artirmistir (7).

Proteom c¢aligmalarina duyulan ihtiyag iki nedenden dolayidir. RNA
seviyesindeki regiilasyonlar proteine yansimayabilir. Ornegin 23 farkli insan hiicre
hattinda yapilan bir calismada 1066 gen iiriiniine ait RNA ve protein profilleri
karsilagtirllmis ve aradaki iligkinin tiim iyimserlige ragmen %33’ gecmedigi
goriilmiistiir. Genomiks, hastaliklar ve ilgili genler arasindaki iligkinin bir kismim
ortaya koymasina ragmen son {irlin olan proteinlerin ¢ogunun maruz kaldigi Post-
Translasyonel Modifikasyonlar1 (PTM) 6ngdremez ve bunlarla hastaliklar arasindaki
iliskiyi kuramaz. Baska bir ifadeyle DNA/RNA elde edilmesi ve calisilmast kolay
ornekler olmasina ragmen, bunlardan elde edilen bilgide smirlamalar mevcuttur.
Ribozomlarda sentezleri sonrasi proteinler basit kimyasal gruplarin veya kompleks

molekiillerin eklenmesi ile 300°den fazla cesit PTM’a ugrarlar (8).

Proteinler organizmada, biyolojik sistemlerin islevleri ve hiicre fenotiplerinden
sorumludurlar. Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran salgiladiklar
proteinlerdir. Kanserli hiicre proliferasyonu ve asir1 protein sekresyonu siklikla
birbiriyle iligkilidir ve diger yontemlerin yeterli olmadig1 erken donemde kanda
saptanabilirler. Proteomik yaklasim proteinlerin hiicreden nasil salgilandig, hiicrede
hangi islevi yerine getirdigi ve karsilikli iletisimleri, hiicre zedelenmesinden sonra
nasil degisim gosterdigi ve hastaliklarin spesifik belirtegleri olarak oynayabilecekleri

rolii arastirir (9).

Hastalik tan1 ve prognozu i¢in klinik acidan yararli biyobelirteclerin
tanimlandig1 ¢alismalarda, ¢esitli doku ve viicut sivilariin protein ekspresyonundaki
dinamik degisimlerin incelenmesi amaciyla proteomik teknikler basariyla
kullanilmaktadir. Bazi klinik olgular ve saglikli kisilere ait biyolojik sivilardaki mikro

diizeyde ve c¢ok sayida proteinin ayni1 anda karsilastirildigi proteomik analizler



giintimiizde hastaliga spesifik biyobelirte¢ bulunmasinda etkin bir yontem olarak kabul

edilmektedir (1).

Normal idrarda ilk proteomiks caligmalar1 1979 yilinda, daha proteomiks
kavrami bile icat edilmemisken yapilmustir. Idrar proteinlerinin 2 Boyutlu
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (2-D PAGE) ydntemi ile ayrimi o y1l sunulmustur (10).
Ucg y1l sonra yine ayni1 laboratuvar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada bazi major
idrar proteinlerinin pozisyonlarin1 gosteren iki boyutlu elektroforetik harita
gosterilmistir (11). O siralar temel problem pH gradiyentlerindeki istikrarsizlaga bagh
olarak kullanilan 2-D PAGE’in tekrarlanabilirliginin diisiik olmasiydi. 2-D PAGE ile
idrar proteinleri i¢in bir referans haritasi 1995 yilinda 10 saglikli kisinin idrarinin
analizi ile olusturuldu. Proteinlerin tek tek tanimlanmasi i¢cin uyumlu antikorlar ile
koelektroforez, immiinblotlama ve afinite kromotografisi kullanilmistir (12). Bir
sonraki sene normal idrar proteinleri boya presipitasyonu yontemi kullanilarak izole
edilmis ve 2-D jel ile goriintiilenmis fakat bu proteinlerin hi¢biri tanimlanmamigtir
(13). HPLC-ESI-MS (Yiiksek performansli sivi kromatografisi-elektrosprey
iyonizasyonlu-kiitle spektrometresi) ile Heine ve ark, 34 peptid ve protein fragmanti
tanimlamislardir (14). 2001 yilinda LC-MS/MS kullanilarak yapilmis bir ¢aligmada
ise fraksiyone olmamis normal idrardan gelen toplam 124 tane protein bileseni
tanimlanmistir (15). Thongboonkerd ve ark. yaptiklar1 calismada asidik ve hidrofilik
proteinler i¢in aseton presipitasyonu, bazik, hidrofobik proteinler ve membran
proteinleri i¢in ise ultrasantrifiij yontemi uygulanmis ve elde edilen proteinler 2-D
PAGE ile ayrigtirilarak MS'de analiz edilmistir. Toplam 47 protein tanimlanmistir
(16).

Ozet olarak farkli proteom analizleri ile idrarda gesitli arastirmacilar farkli
proteinler tespit edilmistir. Bu ¢alismada amacgladigimiz noktalar prostat kanserli
hastalarin idrarlarinda kontrol grubu ile birlikte proteom analizi yapmak, farkl
teknikleri denemek, olas1 protein farkliliklarini tespit etmek ve daha ileride
yapacagimiz biyobelirte¢ calismalarina temel olusturmaktir. Kompleks analiz
sistemlerinin yer aldig1 proteom ¢aligmalarinda idrar analizi ile ilgili olas1 sinirhiliklar,
olumsuzluklar ve sonuglar bu ¢alismada incelemek istedigimiz konular arasinda yer

almistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Proteomiks

“Proteom” terimi ilk defa 1994 yilinda bir sempozyumda Marc Wilkins ve ark.
tarafindan bir genomun ifade ettigi tiim proteinleri tanimlamak i¢in Onerilmis
(PROTein-GenOME) ve 1995 yilinda doktora tezinin pargasi olarak bilim literatiiriine
kazandirilmistir. Daha genel bir tanimlama ile “proteom” terimi, belirli bir anda ve
sartlar altinda hiicrenin veya organizmanin sahip oldugu proteinlerin tiimiinii
tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Bir organizmada genomun degigsmeyen dogasinin
tam tersi sekilde proteomun igerigi dokudan dokuya hatta bir hiicreden diger bir
hiicreye farklilasabilmekte, ¢evresel faktorler, yas, cinsiyet, hastaliklar ve fizyolojik
durumlar (hiicre siklusu, apoptoz gibi) gibi i¢ ve dis faktorlere etkileserek degisim
gosterebilmektedir (7,17).

Genom projesinin tamamlanmasinin ardindan insanda yaklasik 20.000 ile
25.000 arasinda protein kodlayan genin var oldugu tahmin edilmektedir. Alternatif

splicing ve PTM’ler gbzoniine alindiginda bu say1 2 milyon proteine ulasabilmektedir

(8).

Insanlardaki gen sayis1 konusunda heniiz net bir bilgi olusmadig: igin proteom
caligmalarinda proteinlerin sayilari da degisik arastiricilar tarafindan farkli protein
sayisinin goriilmesine neden olmaktadir. Ciinkii gen sayist ile protein sayis1 arasindaki
sayisal iliski heniiz ¢ok net degildir. insan genom projesinin tamamlanmasi ile
organizmanin karmasikliginin kompleks bir genomdan ziyade komleks bir proteom ile

daha kolay aciklanabilecegi agiklik kazand1 (18, 19).

Bu evrende yasayan herkes ya ailesi, ya yakin ¢gevresi ya da kendisi nedeniyle
kanserle karsilagsmaktadir.  Giiniimiizde kanser ABD’de kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra 6liim nedenlerinin ikinci sirasinda yer almistir, diinyada bircok
iilkede de durum daha farkli degildir. Kanserin erken teshis ve tedavisi i¢in yapilan

aragtirmalara yilda milyon dolarlar harcanmakta fakat istatistiksel degerlendirmeler



bu hastalik nedeniyle oliimlerin hala ¢ok fazla oldugunu gostermektedir. Ciinkii
kanser ¢ok kompleks ve ¢esitli tipleri ve alt tipleri olan bir hastaliktir. Kanser ayrica
kisiye Ozgii olarak gelisim ve prognoz gdsteren bir hastaliktir. Aym tiptedeki bir
kanser tiirii, ayn1 tedaviye ragmen farkl kisilerde farkli prognozla sonuglanmakta
kisiye 6zgii bir hastalik gibi davranabilmektedir. Bu durum kanserde kisiye 0zgiin
molekiiler degisimlerin oldugunu diisiindiirdiigii i¢in, giinimiizde bu alana ¢6ziim

iiretebilecek ileri teknolojiler gelistirilmistir (20).

4.2. Proteomiks Calismalarinda Kullanilan Metodlar

Klinik proteomiksin bir amaci da hastalifa 6zgii belirte¢ (biyobelirteg)
tanimlamaktir. Bu amagla normal doku ve biyolojik sivilardaki protein ekspresyonu

ile hasta doku ve s1vidaki protein ekspresyonu karsilastirilir.

Klinik proteomiks ¢alismalarinda iki ana teknolojik yaklasim kullanilir. biri
hastaliga 6zgii biyo-belirte¢ kesfetmek amaciyla protein ayirma tekniklerinin ve kiitle
spektrometrisinin (MS) kombinasyonu iken digeri tam1 veya tedavi amaciyla

kesfedilen biyo-belirte¢lerin kullanildig1 protein microgip teknolojisidir.

Biyobelirteg kesfi calismalarinda izlenen stratejiler "top-down" ve "bottom-up"
olarak isimlendirilmistir. "Top-down" stratejisinde, izole edilen proteinlerin triptik
sindirimi ve bu triptik peptidlerin MS ile analizinin ardindan 2 boyutlu elektroforez ya
da ¢ok boyutlu kromatografi ve kapiller elektroferez kullanilir. Bir diger ismi de ¢ok
boyutlu protein tanimlama teknolojisi ya da MudPIT/shotgun yaklasimi olan "Bottom-
up" stratejisinde ise proteinler tripsin ile once kiigiik peptidlere parcalanir ve daha
sonra elde edilen bu peptidler ters faz kromatografi ile birlestirilmis giiclii katyon

degisim kramotografisi ile ayrigtiritlirak MS ile analiz edilirler (21).

4.2.1. Pre-fraksiyonlama

Kompleks proteomda bulunabilecek protein bilesenlerinin sayisini arttirmak

amaciyla 2D elektroforez veya kiitle spektrometresinden 6nce numunelerin pre-



fraksiyonunun yapilmast temel bir yaklasimdir. Pre-fraksiyonlamak ig¢in

kromatografik ve elektoforetik yontemler kullanilmaktadir (21).

4.2.2. Protein Ayristirma

Idrarin karmasik yapist nedeniyle Western Blot ve diger immiinolojik
metodlarla protein ve peptid karakterizasyonu kapsamli olmamaktadir (22) Idrar
proteomiksinde protein ayristirmak i¢in en ¢ok kullanilan metod, yiiksek ¢oziiniirliik
giicline sahip bir analitik teknik olan 2-D PAGE’dir. Burada proteinler 6nce izoelektrik
noktalarina gore ayrilmalarini saglayan izoelektrik odaklama (IEF) ile ayristirilir,
ikinci boyutta ise SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi) ile proteinler molekiil agirliklarina gore ayristirilir. Ayristirildiktan
sonra proteinler boyanir ve protein spotlar1 analiz edilir. Tiim yazilim paketleri, kontrol
ve deney jellerini eslestirerek aralarindaki yogunluk farkini belirler ve bu sekilde
protein noktalarini dlgerler. Bu yazilimlar ekspresyonu degisen protein noktalarini
listeledikleri bir rapor da hazrlarlar. Ilgilenilen protein noktalar1 tek tek jelden
kesilerek tripsin gibi bir proteaz ile enzimatik olarak sindirildikten sonra MS ile analiz

edilebilir ve protein tanimlamak i¢in dizileme veri tabanindan arastirilabilir (21).

Yiizlerce protein noktast 2-D PAGE ile ayirt edilebilir. Ancak her bir noktanin
protein kimlik tespiti icin MS/MS ile ayr1 ayri analiz edilmesi gerektigi i¢in bu
teknikler kullanigh degildir (22). 2-D-PAGE her ne kadar proteomiks i¢in standart bir
yontem olarak kullanilsa da MS ile ¢evrimi¢i integrasyonunun olmamasi ile birlikte
siirl bir dinamik araligiin ve molekiiler kiitle araliginin olmasi gibi dezavantajlari,
cesitli likit faz-bazli cok-boyutlu ayrigtirma tekniklerinin gelistirilmesine sebep
olmustur. Cevrimdist c¢ok-boyutlu sivi kromatografi (LC) sistemleri proteomiks
caligmalarinda profilleme amaciyla kullanilmistir. Ancak ¢evrimi¢i baglantili
kromatografik ve elektroforetik teknikler tercih edilmektedir. Ciinkii en 6nemlisi MS

ile kendi ¢evrimici baglantisinin olmasi gibi ilave bazi avantajlar1 vardir (21).

Protein tanimlama yontemi olarak kiitle spektrometresi (MS) yaygin olarak

kullanilmaktadir. Bir kiitle spektrometresinin iki ana bileseni vardir; Iyonizasyon



teknigi ve kiitle analizorii. Yiiksek duyarlilik ve dogrulukta kiitle analizi igin
proteinleri ve peptidleri ugurmak ve iyonize etmek i¢in en sik kullanilan iyonizasyon
yontemi matriks-destekli lazer dezorbsiyon/iyonizasyonu (MALDI) ve elektrosprey
iyonizasyonudur (ESI). Dort farkls tipte kiitle analizorii vardir: Ugus zamani (Time-of-
Flight, TOF), Quadrupol (Q), iyon-yakalayici (Ion-Trap, IT), Fourier transform iyon
siklotron rezonans (FTICR) (23).

4.2.3. Kiitle Spektrometresi

Bir elektrik veya manyetik alanda, parcaciklarin hareketi temeline dayanarak
yiiklii partikiillerin molekiil agirliklarini analize imkan saglayan kiitle spektrometresi
(MS) teknigi gelistirilmesi proteomiks ¢alismalarindaki anahtar gelismedir. 1990°1arin
basinda peptitleri iyonize hale getirmeyi ve bu peptid iyonlarini kiitle spektrometresine
gondermeyi basararak bu alanda biiylik bir atilim gerceklestiren ¢aligmalari ile Fenn

ve Tanaka 2002 yilinda Kimya alaninda Nobel 6diilii kazanmiglardir (24-26).

Iyon kaynagi, kiitle analizorii ve detektdr olmak iizere ii¢ bilesenden olusan
kiitle spektrometresi, analiz edilecek maddelerin kiitle/yiik (“mass to charge” [m/z])
oranlarin1 kantite etmek icin kullanilir. Bu kantitasyondan kiitle belirlenir ve bu
kiitleye sahip protein tanimlanir. Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri:
Molekiillerin iyonize oldugu ve gaz fazina gectigi iyon kaynagi, iyonlarin islendigi
kiitle analizorii ve bir dedektordiir. Tiim bu sistemler bilgisayar is-istasyonuna yiiklii

bir yazilim araciligiyla kontrol ve senkronize edilmektedir (Sekil 4.2.3).



IYON
KAYNAGI

KUTLE
ANALIZORU

DEDEKTOR

Sekil 4.2.3. Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenlerinin sematik gdsterimi.

Bir kiitle spektrometresinin en 6nemli bilesenleri iyonizasyon kaynagi ve kiitle
analizorlidiir. Proteinleri veya peptidleri MS analizleri i¢in gaz fazina gecirmek ve
iyonlastirmak icin en ¢ok kullanilan iki teknik MALDI ve ESI’dir. ESI ile
sollisyondaki peptidler ve proteinler ugucu hale getirilir ve iyonize edilir. MALDI ile
lazer 1gmlar1 kati matriksi uyarirve analiti iyonize eder. Iyonlar daha sonra kiitle

analizoriine yollanir (27).

Giincel proteomiks arastirmalarinda kullanilan 4 temel kiitle analizorii tipi
vardir. Bunlar: iyon yakalayici, ugus zamani (TOF); Quadrupol ve Fourier transform

ion cyclotron (FTMS) analizorleridir (23).

Proteomiks g¢aligmalarinda siklikla kullanilan peptid ve protein iyonizasyon
metodlar1. A, Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) ile soliisyondaki peptidler ve proteinler
ucucu  hale  getirilir ve iyonize edilir. B, matriks-destekli lazer
dezorbsiyon/iyonizasyonu (MALDI) ile lazer isinlar1 kat1 matriksi uyarir ve analiti

iyonize eder. Iyonlar daha sonra kiitle analizériine yollanir (27).
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4.2.4. Kiitle Spektrometresi Cesitleri

Proteinleri veya peptidleri MS analizleri i¢in gaz fazina gegirmek ve
iyonlastirmak i¢in en ¢ok kullanilan iki teknik matriks-destekli lazer

dezorbsiyon/iyonizasyonu (MALDI) ve elektrosprey iyonizasyonudur (ESI).

ESI teknigi analit ve ¢oziicii molekiilleri iceren akiskanin ince kapillerde
yliksek voltaj ve atmosferik basingta dagilmasi temeline dayanmaktadir. Bu sistemde
yiklii peptidler, vakum kosulu altinda gecer ve m/z oranlarina gore elektrik alanda
ayrisirlar.  Bu  teknolojilerin  sagladigi en Onemli avantaj ardi ardma kiitle

spektrometrisi uygulanabilmesidir (MS/MS) (28-29).

Iiyon kaynagi : : Kiitle analizorii

Ornekleme konisi

Sivi

kromatografisi J _
_m Wy Gee Dyonlar Elektrosprey
iBnesi | Iyon(iégsgonu

Sekil 4.2.4.1. Numunenin ESI sistemine girisi ve iyonizasyon siireci

MALDI, 1988 yilinda Karas ve Hillenkamp tarafindan sunulan ve 15181 absorbe
eden bir matriks varlifinda analizi yapilan molekiiliin yilizeyden kopma ve
iyonizasyonu i¢in gerekli enerjiyi lazerden kullanan bir ¢arpma iyonizasyon teknigidir
(30).
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Sekil 4.2.4.2. Numunenin MALDI sistemine girisi ve iyonizasyon siireci

Parcalanmamis peptidlerin kiitlelerinin Ol¢imiinde MALDI ile birlikte
genellikle TOF analizorleri kullanilirken, EST ¢ogunlukla iyon traps ve ti¢lii quadrupol
ile birlikte ve secili prekiirsdr iyonlarin par¢a iyon spektrumlarini iiretmek igin

kullanilmaktadir (23).

Proteom arastirmalarinda kiitle spektrometresi ve farkli enstriimantal
konfigiirasyonlar kullanilir. TOF- TOF cihaz1 iki TOF boliimii arasinda bir carpigsma
hiicresi igerir. Ilk TOF béliimiinde belli bir m/z oranina sahip iyonlar segilir, ¢arpisma
hiicresinde fragmanlarina ayrilir ve ikinci TOF boliimiinde ise fragmanlarin kiitlelerine

gore ayristirilir (Sekil 4.2.4.3).

~— " , '
v—/’z] ; U]}
Ucus zamani - Ucus zamani | — ] \
(TOF-TOF) '
]
—0F, \_\x TOF, s

Carpigsma hiicresi

al

Sekil 4.2.4.3 MALDI-TOF-TOF cihazinin gosterimi
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Sekil 4.2.4.4°te gosterilen reflektor TOF cihazinda, iyonlar yiiksek kinetik
enerjiye dogru hizlandirilmis ve hiz farklarma bagl olarak bir ugus tlipii boyunca
aynistirilmustir.  Iyonlar kinetik enerjideki kiiciik degisiklikleri kompanse eden
reflektorde cevrilir ve daha sonra gelen iyonlar1 gii¢clendiren ve sayan bir dedektore
carpar. Quadrupol kiitle spektrometreleri dort gubuk arasinda zamanla degisen elektrik
alanlarina gore sadece istenen belirli bir m/z oranma sahip iyonlarin stabil bir
yoriingede kalmasini saglayarak secim yapar. Yine belirli bir m/z oranina sahip iyonlar
ilk boliimde segilir (Q1), ¢arpisma hiicresinde fragmanlarina ayrilir (q2) ve Q3'de de
fragmanlar ayristirilir. Lineer Iyon-Trap'de, iyonlar Q3'de kirmizi nokta ile gdsterilen
quadrupol boliimiinde yakalanir. Daha sonra rezonant elektrik alani ile uyarilir ve

fragmanlar taranarak tandem kiitle spektrumu olusturulur.

Reflektor ucus zamam (TOF) Triple quz-ldru[:ol veya lineer
iyon-trap

Carpigma hiicresi

O‘l \qZ 03

E/ﬁ [l fv\“ilm

Omek plagi

— | N

vl

Reflektor

Sekil 4.2.4.4 reflektor-TOF ve Lineer iyon-trap konfigiirasyonlarinin kendi tipik
iyon kaynaklar ile gosterimi

Proteom arastirmalarinda kullanilan 3 farkli enstriimantal konfigiirasyon kendi
tipik iyon kaynaklari ile birlikte Sekil 4.2.4.5’te gdsterilmistir. Quadrupol-TOF (Q-
TOF) cihazinda triple quadrupol'iin 6n kismui ile reflektdr boliimii iyonlarin kiitlelerini
6lgmek icin birlestirir. Iyon-Trap (ii¢ boyutlu), iyonlar1 lineer iyon-trap'de oldugu gibi
yakalar, belirli m/z oranina sahip iyonlar1 fragmanlarina ayirir ve daha sonra tandem
kiitle spektrumunu olugturmak i¢in fragmanlar tarar. FT-MS cihazi da iyonlar1 yakalar
fakat giiclii bir manyetik alan yardimiyla yapar bunu. Sekilde FT-MS béliimiinde,
etkili izolasyon, fragmantasyon ve fragman tesbiti i¢in FT-MS ile lineer iyon-trap

birlesimi gosterilmektedir (31).
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Sekil 4.2.4.5 Q-TOF, Iyon-trap ve FT-MS konfigiirasyonlarmn kendi tipik iyon
kaynaklar1 olan ESI ile gosterimi

Kiitle spekrometresinin giicii, tandem Kkiitle spektometrelerinin (MS/MS) de
eklenmesi ile daha da biiyiik hale gelmis ve triptik peptidlerin birincil ayrigtirilmasin
gerceklestirmek amaciyla da tandem MS, LC ile birlestirilmistir. Béyle bir sivi
kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak, kompleks bir
karigimdaki spesifik proteinler, tek tek her proteinin 6n fraksiyonlanmasina gerek
kalmadan tanimlanabilir. quadrupol/TOF, quadrupol/linear iyon trap gibi hibrit
sistemler ve triple quadrupol, TOF/TOF gibi proteomiks ¢alismalarinda kullanilan

analizorler i¢in tandem kiitle spektrometreleri kullanilabilmektedir (21).

Tripsinizasyon yontemi ile MS'de protein tanimlamak icin kullanilan iki temel
yaklasim vardur. i1ki peptid kiitle parmak izi kullanilarak MALDI-TOF MS yontemiyle
ve ikincisi tandem MS ile peptidleri diziler. Tripsin ile parcalanmis protein {iriinlerinin
hepsinin molekiil agirliklariin kendi kiitle parmak izleri vardir. tripsin {iriinlerinin
teorik biiytikliikleri ile molekiil agiliklar1 bilinen protein sekanslarindan (protein veri
bankalarindan) eslestirilir. Ciinkii tripsin lizin ve arjininden sonra bolmektedir ve bir

bilgisayar analizi ile kolaylikla kendine 06zgii peptid dizisi kiitlesine
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donitistiiriilebilmektedir. Ancak protein kiitle parmakizi analizleri ¢ogu durumda
ornegin insan c¢aligmalart gibi biiyiikk veri bankalar1 taranirken yeterince spesifik

degildir.

Peptid dizi analizi i¢in seri olarak baglanmais iki kiitle spektrometresi kullanilir.
Iyonizasyondan sonra yiiklii peptidlerden olusan karisim ilk kiitle spektrometresine
(quadrupol ya da iyon-trap analizorii) girer ve burada en yogun peptid piklerinin
listesinin olusturulmasi i¢in m/z oranlarina gore ayrilirlar. Cihaz, sadece belirli bir m/z
oranina sahip olan peptidlerin inert gaz molekiilleriyle carpistirildigi kolizyon
hiicresine yonlendirilecegi sekilde ayarlanir. Bu ¢arpismalar sonucunda peptid, peptid
iyonunun ucunda bulunan bireysel aminoasitlerin ardisik olarak ¢ikarilmasindan
kaynaklanan bir dizi fragmanlara ayrilir. Bu fragmanlar ikinci kiitle
spektrofotometresinde (¢cogunlukla TOF cihazi) m/z oranlarina gore ayristirilir. Amino
asidin kiitlesine bagli olarak degisen ardisik fragmanlar arasindaki molekiil

agirliklarinin farkina gore peptid sekansi tanimlanir (21).

Proteomik alaninda son teknolojinin gelismesini saglayan ve ProteinCip
biyolojik belirte¢ sisteminin temelini olusturan SELDI’nin gelistirilmis versiyonu olan
SELDI ProteinCip Sistemi, ProteinCip okuyucusu, ProteinCip dizinleri ve bilgisayar
yazilimi1 olmak {izere toplam 3 bilesenden olusur. ProteinCip teknolojisinde uygulanan
ayristirma teknigi 2D jel elektroforezi teknolojisinde uygulanan birinci boyut ayirma
olarak bilinen izoelektrik odaklamadir. Bu asamada analiz edilecek Ornekler, iyon
degisimi ile ayrigtirmaya tabii tutularak farkli pH’larda elde edilirler. Farkli pH’larda
elde edilen proteinlerin degisik kimyasal ylizeye sahip ProteinCip “array’lere

baglanma egilimi proteinlerin izoelektrik noktalarina bagli olarak degisir.

SELDI-TOF MS sistemi de MALDI-TOF MS teknolojisi gibi ugus siiresi
(TOF) teknigi ile peptit ve proteinlerin kiitle/yiik oranlarinin kesin dl¢limiine dayanan
bir tekniktir. SELDI teknolojisi ayrica MALDI-TOF MS’den farkli olarak proteinlerin
ayristirtlmasi ve secilmesi i¢in 2D jel elektroforezi uygulamasini gerektirmeyen ve
biyolojik belirteg bulma c¢alismalarinda kiiciik molekiil agirligindaki proteinlerin

ayriminda daha etkin kullanilan bir teknolojidir (32).
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Mikrogip teknolojisi (Mikroarray) belirli kat1 bir ylizeye gonderilen ¢oklu
biyomolekiillerin immobilizasyonu ile iiretilmektedir. Proteinlerin kiigiik bir alanda
yakalanarak sabitlenmesi ve sonra bu proteinlerin analiz edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Protein mikrogipleri genellikle 3 kategoride incelenir: fonksiyonel

mikrogipler, analitik mikrogipler ve ters-faz mikrogipler (21).

Fonksiyonel mikrogipler, enzim-substrat etkilesimleri veya protein-protein
etkilesimleri gibi biyokimyasal 6zellikleri analiz etmek i¢in kullanilir. Protein ¢ip
tizerindeki reaktif proteinler floresan, fotokimyasal veya radyoizotop yontemlerle
isaretlendikten sonra belirlenirler. En ¢ok floresan isaretleme kullanilmaktadir. Protein
mikrogip teknolojisi ile MS’in birlikte ¢alistig1 sistemlerde ¢iplere bagli proteinler MS
ile belirlenmektedir. SELDI-TOF MS dayali protein mikrogipler MALDI-TOF MS’in
varyant1 olmakla birlikte ayni1 anda fazla sayida 6rnegin ve 6zellikle kiiciik molekiil
agirhikli  proteinlerin  analizini saglamalar1 agisindan avantajhidirlar.  Analitik
mikrogiplerde proteinler (antijen veya antikorlar) bir destek lizerinde sabitlenmistir.
Mikroc¢ip, numune (idrar) ile problanir ve protein baglanmasi dogrudan etiketleme
veya dolayli tespit ile degerlendirilir. Analitik mikrogiplerin bir diger kullanim alan
da saglikli ve hasta kisilerin viicut sivilarindaki protein profilinin degisimini
incelemektir. En son olarak da ters-faz mikrogiplerde hiicre lizatlari, serum veya idrar

ornekleri yiizeye sabitlenir ve spesifik tespit reaktifleriyle problanirlar (33).

Literatiirde SELDI-TOF-MS analizleri ile ilgili iki énemli konuya dikkat
cekilmektedir. Bunlardan birincisi kalitesiz ve analitik validasyonu yetersiz olan
spektrumlarin analizi 6ncesinde bir se¢im siireci saglamasidir. Bu prosediir proteomik
verideki kirliligi azaltacak ve tanisal gecerliligindeki varyasyonu diisiirecektir.
Tartigilan bir diger sorun ise tanisal gegerlilik hakkindadir. SELDI-TOF MS ile protein
oOrlintiisii verileri az numune sayist ile biliyiik miktarda veri elde edilmistir. Ancak
hedefin se¢ilmesinde, calisilacak olan kii¢iik grubun ¢ok kesin kriterler ve miimkiin

oldugunca az sayida degiskene sahip olmas1 gerekmektedir.

Belirlenen hedef gruba gore bunlar daha genis bir vaka grubuyla dogrulanmali
ve biyoinformatik araclar etkili bir bigimde kullanilmalidir. Aday proteinlerin ¢ogu
akut faz yanit proteinlerinden olusur ve kansere spesifik proteinler heniiz klinik bir

gecerlilik kazanmamaigtir (34).
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4.3. idrar ve Ozellikleri

Idrar analizi bobrek ve idrar yolu hastaliklarinmn varhigini ve siddetini
degerlendiren en eski ve temel testlerden birisidir. Ayn1 zamanda ucuz, zaman
almayan, kolay uygulanabilen bir testtir. Non-invaziv bir test olmas1 nedeniyle, saglik
kuruluslarinda her giin ¢ok sayida hastanin idrar analizi yapilmaktadir. Nefrolojik
sikayetleri olan bir hastanin dogru degerlendirilmesinde, iyi yapilmis bir idrar
analizinin sadece pozitif bulgular1 degil, negatif bulgular1 da tanisal Onem

tagimaktadir.

Kan plazmasi nefronlarin glomerulus kismindan Bowman kapsiiliine stiziiliir
ve buradan tubulus i¢inde akarak devam eder. Plazma glomeruluslardan siiziildiikten
sonra tubulusta ilerlerken bilesiminde degisiklikler olusur ve son olarak bobregi idrar
olarak terk eder. Idrar; nefronda glomeriiler filtrasyon, tubuler geri emilim ve tiibiiler
sekresyon olaylar1 sonucunda olusan ve idrar yollarindan disar1 atilan sividir. Gilinde
yaklagik 170 litre ultrafiltratin glomeriiller tarafindan islenmesi ile 1200 mL kadar
idrar olusur. Idrarda %95-96 oraninda su bulunur. idrarm geri kalanini suda ¢ziinmiis
olarak bulunan inorganik katyonlar, anyonlar ve organik maddeler olusturur. Idrardaki
tiim organik maddelerin yarisini iire, geri kalanin biiylik kismini kreatinin ve {irik asit
olusturur. idrarda erimis baslica anorganik madde klordur, bunu sodyum ve potasyum
izler. Bunlarin disinda eser miktarda bir ¢ok anorganik madde hormonlar, vitaminler
ve ilaglar bulunur. Plazma filtratinin bir pargasi olmamalarma ragmen; idrarda

hiicreler, silendirler, kristaller ve bakteriler de gézlenmektedir (32).

4.3.1. Idrar Numunesinin Tipleri

Sabah idrari: Sabah ilk idrari rutin idrar analizi i¢in tercih edilen en konsantre ve
asidik idrardir. Mesanede idrarin uzun siire kalmasinin tiriner partikiillerin yikilmasina
sebep oldugu diisiincesi ile sabahin ikinci idrarini tavsiye eden literatiirler de vardir.
Sabah idrar 6zellikle hiicrelerin degerlendirilmesi, nitrit, protein ve bilirubin tayini

icin uygundur.
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Spot (rastgele idrar numunesi): Gliniin herhangi bir zamaninda alinan idrar

numunesidir.

24 saatlik idrar numunesi: Hasta uykudan kalktiktan sonraki ilk idrarini tuvalete
bosaltir ve ertesi giin ayni saate kadar tiim giin ve gece boyunca ¢ikan idrar1 ayn1 kap

icinde toplar. Boylece 24 saatlik idrar toplanmis olur.

Idrar numunelerinin korunmasi: Eger idrar hemen analiz edilemiyorsa %10’luk asetik

asit ile asidifiye edilmelidir.

4.3.2. Idrar Numunesinin Toplanmasi

Idrar analizi igin idrar 100 mL’lik, temiz, kuru, tek kullanimlik ve kapakli bir kaba
alinmali ve ideal olarak yarmm saat icinde bakilmalidir. idrar icindeki partikiiller
bekleme ile 6zellikle idrar alkali ise veya osmolalite ve dansitesi diisiik ise kolayca
parcalanir. Bu nedenle idrar numunesinin analizinin en fazla 2-4 saat iginde
tamamlanmasi Onerilmektedir. Hemen analiz edilemeyen numuneler 2-8°C’de
saklanmalidir. Numunenin bekletilmesi fosfat ve iirat kristallerinin ¢okmesine neden

olur. Bu da testin dogru degerlendirilmesini etkiler.

Yapilacak analizin 6zelligine gore idrar toplanir. 2, 4, 24 saatlik idrar numuneleri
kantitatif analizler icin kullanilabilir. Idrarda nadiren c¢ikan maddeler i¢in daha
konsantre olmasi nedeni ile sabah idrar1 tercih edilebilir. Hastaya idrar toplama sekli
tarif edilmeli ayrica uymasi gereken kurallar ve varsa uymasi gereken diyet yazil

olarak verilmelidir.

4.3.3. idrarin Fiziksel Ozellikleri ve Analizi

Normal idrar berraktir. Ancak iiratlar, fosfatlar, karbonatlar, oksalatlar,
radyografik maddeler, mukus, squamoz epitel hiicreleri, eritrosit, 10kosit, epitel
hiicresi, silendir, bakteri veya mukus bulunmasi idrarin goriiniimiini degistirir.

Idrardaki partikiiller 6zellikle eritrosit, 1okositler, bakteri, skuamoz epitel hiicreleri ve
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kristallerin artist idrar1 bulamk hale getirir. Uriner enfeksiyon ve genital
sekresyonlardan kaynaklanan kontaminasyon idrarin bulanik olmasmin en sik

sebepleridir.

Normal idrar rengi, agik sari-koyu sar1 arasinda degisir. Beklemekle, idrardaki
renksiz iirobilinojenin renkli tirobiline oksidasyonuyla idrar rengi koyulasir. Patolojik

durumlar, ilaglar ve gidalar idrarda renk degisikliklerine neden olabilir.

Idrarin kendine 6zgii bir kokusu vardir. Beklemis idrar amonyak kokar.
Ketoniiride aseton kokusu bulunur. Anormal keskin idrar konusunun en sik nedeni
enfeksiyon durumunda, bakteriler tarafindan iiretilen amonyaktir. Akgaagac¢ surubu
hastalig1 (ak¢aaga¢ surubu kokusu), fenilketoniiri (kiif kokusu, fare idrar1 kokusu),
izovalerik asidemi (terli ayak koku) ve hipermethionemi (eksimis tereyagi veya balik

kokusu)

Yenidogan; 30-60 mL/24 saat, eriskin; 600-1800 mL/24 saat idrar ¢ikarir. Idrar
miktar1 24 saatte 2500 mL’den fazla ise poliiiri; 50 ile 400 mL arasinda ise oligiiri ve
50 mL’den az ise aniiri olarak adlandirilir. Diiiretik ilaglar, kafein, alkol, intravenoz
stv1 verilmesi, fazla protein ve tuz alimi poliiiri nedenleri arasindadir. Dehidratasyon,
renal iskemi, toksik ajanlar, civa biklorid, bilateral hidronefroz ve prostatik hiperplazi

oligiiriye neden olur (32).

4.3.4. Idrarin Kimyasal Analizi

Idrarin kimyasal analizi rutin laboratuvarlarda genellikle reaktif emdirilmis
pedler igeren idrar stripleri ile yapilmaktadir. Bu stripler dansite, pH, protein, nitrit,
glukoz, bilirubin, iirobilinojen, keton, kan ve 16kosit esteraz i¢in reaktif pedlerini igerir

(32).
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4.3.5. idrarda Protein Tayini

Idrar glukozu gibi normalde basit yontemler ile tespit edilemeyecek diizeydedir
(150 mg/giin). Idrar proteinlerini 6zellikle glomeruluslardan filtre olabilen diisiik
molekiil agirlikli serum proteinleri ile genitoliriner sistemde iiretilen proteinler
olusturur. Idrar proteinlerinin yaklasik iigte birini albumin olusturur. Geri kalan idrar

proteinleri de plazmadan filtre olabilen o, B ve gama globiilinlerdir (32).

4.3.5.1. idrarda Protein Elektroforezi

Proteiniirisi olan hastalarda idrarda atilan protein protein fraksiyonlarinin
dagilimini degerlendimek amaci ile kullanilir. Normalde idrarla atilan protein ¢ok
diisiiktiir. Idrar konsantre edilmeden yapilan elektroforez ile bir elektroforegram
gérmek miimkiin degildir. idrarla atilan proteinlerin bir kismi glomeriiler filtrata
gectikten sonra geri emilemeyen proteinlerden olusur. Kiigiik bir kismi ise bobrek
tubuluslarindan salgilanan proteinlerden (Tamm Horsfall) olusur. Kiiciik molekiil

agirlikli proteinlerin plazmada artisi diger bir proteiniiri nedenidir (tagma proteintirisi).

Glomertiler proteiniiriler (6rn: glomeriilonefrit, nefrotik sendrom) glomeriiler
membranin se¢ici gegirgenliginin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikarlar. Tiibiiler proteintiri
tubiillerin fonksiyonunu bozan durumlarda ve interstisyel nefritte goriiliir. Tagma
proteiniirisinin en Onemli nedeni para-proteinemilerdir. Hemoglobiniiri ve

myoglobiniiri bu grupta sayilabilir.

Nefrotik sendromda en ¢ok atilan protein albumindir. Glomeriilonefritlerde
daha biiytlik molekiillii proteinlerin atildig1 goriiliir. Tubiiler proteiniirilerde daha ¢ok
a-2-mikroglobulin, lizozimler, retinol binding protein, a-1-mikroglobulin gibi diisiik
agirlikli proteinler atilir. Tagma proteiniirisinin en sik sebebi olan para-proteinemilerde
kappa ve lamda hafif zincirleri atilir. Bence jones proteini olarak da adlandirilan hafif
zincir proteinleri, elektroforegramda beta ve gama fraksiyonlarinda lokalize olur.

Bence Jones protein tayini i¢in en giivenilir yontem elektroforez ydntemidir.
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Multipl myelom hastalarinda karekteristik olarak monoklonal bir bant goriiliir.
Ancak bu bandin ger¢ekten immunoglobulinlerle iliskili oldugunun immiinofiksasyon
elektroforezi ile teyit edilmesi gerekir. idrarda biiyiik kism1 albumin olmak iizere fazla
miktarda protein, az miktarda monoklonal hafif zincir goriilmesi amiloidozu akla

getirir (32).

4.3.5.2. 24 Saatlik Protein Atilim

Bu yaklagim referans metod (gold standart) olarak kabul edilir. Sirkadiyen
ritmin sebep oldugu proteiniiri degisimlerinden etkilenmez. Tedavi siirecinde
proteiniiriinin izlenmesinde kullanilan en dogru metottur. Ancak diiirez orani
tarafindan etkilenir. Idrar toplama talimatinin detaylandirilmasimi gerektirir. Ayaktan
takip edilen ve yash hastalar i¢in pratik bir metod olmayabilir. Dahasi toplama
sirasinda idrar kontamine olabilir. Idrarin talimatlara uygun olmayan sekilde

toplanmasi ve idrar hacminin yanlis 6l¢iilmesi hatali sonuglara neden olabilir (32).

4.3.5.3. Spot idrar Numunelerinde Albumin-Kreatinin Oram

24 saaatlik idrar toplama yontemine alternatif olarak sunulur. Elde etmesi
kolaydir. Su alimindaki varyasyon ve diiirez oranindan etkilenmez. Idrarm toplanmasi
gerekmedigi i¢in, preanalitik hatayr Onemli oOl¢iide disliriir ve ayni numune
mikroskobik analiz i¢in de kullanilabilir. Literatiirdeki derlemeler, 24 saatlik idrar ile
alblimin/kreatinin orani arasinda gii¢lii korelasyon oldugunu gdstermektedir. Normal
albiimin/kreatinin oraninin saptanmasi, patolojik proteiniiri varligin1 ekarte eder ancak
albiimin/kreatinin oran1 sinir (cut- off) degerinin iizerinde ise 24 saatlik idrarda protein
Ol¢timiinii gerektirir. Tedavi siirecinde proteiniiri’nin izlenmesinde uygun bir yontem

degildir. Proteiniirinin saptanmasi i¢in farkli yaklagimlar kullanilabilir (32).
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4.4. idrarda Proteomiks

Hastalik tan1 ve prognozu i¢in klinik acidan yararli biyobelirteclerin
tanimlandig1 ¢alismalarda, ¢esitli doku ve viicut sivilariin protein ekspresyonundaki
dinamik degisimlerin incelenmesi amaciyla proteomik teknikler basariyla
kullanilmaktadir. Bazi klinik olgular ve saglikli kisilere ait biyolojik sivilardaki mikro
diizeyde ve cok sayida proteinin aym1 anda karsilastirildigi proteomik analizler
giintimiizde hastaliga spesifik biyobelirte¢ bulunmasinda etkin bir yontem olarak kabul

edilmektedir (1).

Insan idrar1 klinik tanida 6nemli bir rol oynamaktadir. Doktorlar yiizyillar boyu
cesitli hastaliklarin teshisinde hastalardan alinan idrar orneklerini incelemislerdir.
Filozof Hermogenes (Milattan once 5. yiizyil) bazi hastaliklarin gostergesi olarak

idrarin rengini ve diger 6zelliklerini tanimlamist1 (35).

Idrar, insan viicudunun atik iiriinlerinin kandan uzaklastirilmasini saglamak
amactyla bobrekler tarafindan iiretilir. Insan bobregi nefron adi verilen 1 milyon
fonksiyonel birimden olusur ve bunlar iki islevsel birime ayrilabilir: Plazmay1
filtreleyen ve "primitif" idrar1 olusturan glomerulus ve primitif idrarin ¢ogunu
reabsorbe eden renal tiibiil. 24 saat icinde yaklasik 900 litre plazma bobreklerden geger
ve bunun 150-180 litresi filtrelenir. Ancak bu primitif idrarin %99'undan fazlas1 geri
emilir. Geri kalan kisim ("son" idrar) bobrekten iireter yoluyla mesaneye g¢ikar.
Dolayistyla idrar, sadece bdbrek ve idrar yolundan degil ayn1 zamanda plazmanin
glomeriiler filtrasyonu ile daha uzak organlar hakkinda da bilgi saglamaktadir. Saglikli
bireylerde idrar proteomunun %70'i bobrek ve idrar yolu kaynakli iken geriye kalan
%30'u glomeruluslardan filtrelenen proteinlerden olusmaktadir. Dolayisiyla idrar
proteom analizi, hem tirogenital hem de sistemik hastaliklarin biyolojik belirte¢lerinin

tanimlanmasina izin verebilir (36-37).

Idrar diger viicut sivilari ile kiyaslandiginda, biiyiik miktarlarda ve non-invasiv
olarak elde edilebilmesi ve stabil olmas1 sebebiyle, biyobelirte¢ ¢calismalarinda tercih
edilen bir viicut sivisidir. Normal bir insanin 24 saatlik idrarinda 150 mg’dan fazla
protein bulunur. Bu proteinler, kanin ultrafiltrasyonu sebebiyle goriilebildigi gibi,

iiriner sistem kaynakli da olabilirler (21, 38). Idrarin toplam protein konsantrasyonu
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plazmaya kiyasla yaklagik 1000 kat daha diisiiktiir (39). Tamm-Horsfall proteini
(iromodulin) Henle kulbundan salgilanan ve idrarda en yiiksek miktarda bulunan
¢ozlinebilir proteindir. Uzaklastirilmadig: takdirde diger proteinlerin saptanmasina

engel olmaktadir (40).

Plazma proteinlerinin bir kismi1 ve bunlarin atik iriinleri glomeriillerden
gegerek filtrelenir. Bu sirada glomeriler proteinler de filtrata eklenir. Bu proteinler
tiibiillere girdiginde bir kism1 geri emilirken bu sirada tiibiillerden de bazi tiibiiler
proteinler filtrata salgilamir. Geri kalan proteinler de idrarla atilirlar. Idrar
proteinlerinin iiretimi ve atiliminin plasma proteinlerinin filtrasyonu, glomeriiler
fonksiyonu ve tiibiiler reabsorbsiyon ve sekresyonla nasil baglantili oldugu Sekil 1'de

acikca gosterilmistir (41).

1. Plazma proteinleri

2. Plazma bilesenlerinin
glomeriiler filtrasyonu

3. Glomeriiler

Glomerulus
s ; proteinler

Tiibiiller

4. Tiibiiler
emilim/
modifikasyon/
sekresyon

5.idrar
Idrar proteinleri

Sekil 4.5. Plazma, glomeriil, tiibiil ve idrar proteomlar1 arasindaki iliski (21)

Kan ve idrarda proteom analizi kiyaslandiginda kan Orneklerinin
kullanilmasimin bazi dezavantajlar1 vardir. Numune toplama sirasinda proteazlar
genellikle aktive olur ve bir dizi proteolitik iiriin meydana getirirler. Ayrica kan
proteomiks analizinde saptanmasi beklenen tanisal acidan Onemli ancak

konsantrasyonu az olan proteinleri maskeleyen yiiksek konsantrasyonda 20 farkl
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protein igerir ki, bu proteinler ancak proteomiks analizi ile goriilmesi miimkiin olan

%1’lik diger proteinleri maskelemektedirler (4).

4.4.1. Kullanilabilecek Yontemler

Normal bir insan idrarinin protein konsantrasyonu oldukga seyrektir ve yiiksek
oranda tuz igerir, ki bu da proteomik analizlerine engeldir. Bu sebeple numune
hazirlama asamasi idrar proteomiksi calismalarinda ¢ok Onemli bir basamaktir.
Ozellikle 2-D-PAGE kullanilan tipinde, iiriner proteinleri izole/konsantre etmek ve

analize engel olan tuzlar1 uzaklastirmak i¢in numune hazirlama agsamasi 6nemlidir,

Idrar proteinlerini izole/konsantre etmek icin kullanilabilecek bir kag protokol
vardir. Bunlarin en stk kullanilanlar1  ise presipitasyon, liyofilizasyon,
ultrasantrifiigasyon ve santrifiigal filtrasyondur. Ancak bu farkli metodlarin kalite ve
geri kazamm agisindan verimliligine iliskin veriler hala yeterli degildir (42). idrar
proteinlerinin diyalizi ve fraksiyonlarina ayirmadan liyofilizasyon ile konsantrasyonu,
tekrarlanabilirligi ve ¢Oziiniillurligli arttirmaktadir ve muhtemelen total {iriner
proteinlerin 2 boyutlu jellerde goriiniiliirliliigiinii saglamaktadir. Ayrica albiimin'in
uzaklastirilmas1 daha az baskin olan diger idrar proteinlerini de tanimlanabilir

kilmaktadir (43).

2006 yilinda yaymlanan, jel bazli insan idrar proteomiksi i¢in numune
hazirlama metodlar ile ilgili sistematik bir degerlendirmeye gore; idrar hazirlama
metodlarinda iki ana degisken analiz edilmektedir: miktar1 (protein geri kazanim
verimi) ve kalitesi (2-D spot Oriintiiler veya proteomik profilleri). Degerlendirmede
her bir metodun birbirleriyle kiyaslandiginda avantaji ve dezavantajlariin oldugu ve
tim idrar proteomunun incelenmesini saglayacak tek bir miikemmel protokoliin
olmadig1 sonucuna ulagmislardir. En biiyiik miktarda ve kalitede veri elde edebilmek

icin birka¢ numune hazirlama metodu birlikte kullanilmalidir (42).

Idrar proteomiksi ¢alismalarinda ele alinmasi gereken bir diger konu da
numunenin alinma zamanidir. Klinik laboratuvarlarda kullanilan idrar 6rnekleri

temelde 3'e ayrilir: sabah ilk idrar1, spot idrar ve belli bir zamanda istenen idrar 6rnegi.
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Protein ekskresyonunun (atilim1) incelenmesi i¢in kullanilabilecek en uygun idrarin
hangisi oldugu ile ilgili biiyiik bir tartisma vardir. Cogu idrar proteomiksi derleme

caligmalarinda sabah ilk idrar1 ve spot idrar kullanilmistir (21).

4.5. Prostat Kanseri

Prostat Kanseri diinya ¢apinda erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda
ticiincii sirada yer alir. Amerika ve Avrupa'da ise erkeklerde, tan1 koyulan kanserler
arasinda birinci ve kansere bagimli 6liim sebeplerinde ise ikinci sirada gelmektedir.

Ayrica etiyolojisi hala bilinmemekle birlikte insidansi giderek artmaktadir (44).

PCa'nin erken evrelerinde klinik semptomlar genellikle goriilmez. Ancak
tyilestirici bir tedavi i¢in erken tam1 konmasi gereklidir. Kanser prostat disina
yayildiktan sonra tedavi se¢enekleri oldukea sinirlidir ve sagkalim orani diismektedir

(45).

Su anda PCa tan1 ve tedavi takibinde kullanilan tek serum biyobelirteci
PSA'dir. Prostatik epitelden salinan bir serin proteaz olan PSA'min (Kallikrein 3)
normalde serum diizeyi 4 ng/mL'dir ama kanser gelisimi sirasinda diizeyi bu esigin
iistline ¢ikabilir. Fakat PSA'nin bazi sinirlamalari vardir. Kanser tespiti i¢in duyarliligi
ve Ozgiilliigii diisiik oldugu icin yanlis pozitif sonu¢ vermekte ve vakalarin %60-
80'inde gereksiz biyopsi yapilmasina neden olmaktadir. PSA kullaniminin klinik
olarak onemsiz tiimorlerin tespiti (over-diagnoz), gereksiz tedavi ve hastalarin uzun
stire boyunca takibinin yapilmasi gibi riskleri vardir. Ayrica PSA, indolent (agrisiz)
timorleri agresif timdrlerden ayirmada ya da erken donemde anti-androjen terapisine
hangi tiimdrlerin cevapsiz kalacagini tespit etmede yeterli degildir. PSA'nin
heterojenitesi nedeniyle hastalik teshisi ve takibinde kullanilmak iizere yeni bir

biyobelirte¢ panelinin gelistirilmesi gereklidir (46-48).

Uzun yillardir PCa igin giivenilir bir biyobelirte¢ tanimlamak amaciyla
proteomik, transkriptomik, genomik ve metabolomik stratejierini toplu olarak
kapsayan yogun bir caba gosterilmistir. Bir dizi aday biyobelirte¢ tanimlanmis

olmasina ragmen bunlar heniiz rutin kullanimda uygulama 6ncesinde klinik olarak
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valide edilmemistir. Bu da PCa i¢in biyobelirte¢ bulma calismalarindaki en temel

engel olarak goriilmektedir.

Son 50 yilda protein ekstraksiyonu, ¢oziinebilirligi, ayrigtirilmasi, analizi ve
biyoinformatik gibi protein tabanli teknolojilerdeki gelismeler, PCa biyolojisini

anlamamiza ve dolayisiyla aday biyobelirte¢ tanimlanmasina olanak saglamistir (21).

4.5.1. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

Prostat Kanseri, ABD ve Avrupa'daki erkekler arasinda rastlanan en yaygin
kanser cesididir. Avrupa'da her yil 190 000 civarinda yeni vaka teshis edilmekte ve
bunlarm yaklasik 80 000 tanesi dliimle sonuglanmaktadir. ingiltere’de her yil 32 000
civarinda erkege hastalik tanis1 konulmakta ve bunlarin yaklagik 10 000 tanesi 6liimle
sonuclanmaktadir. PCa ¢ogunlukla yasl erkeklerde goriiliir, teshis edilen vakalarin
yaklasik 9%85'i 65 yasin iizerindedir. Prostat Kanserinin nedeni bilinmemekle birlikte,
hastaligin goriilme siklig1 yillar i¢inde giderek artmaktadir. PCa goriilme sikligi
acisindan tilkeler arasinda biiyiik farkliliklar vardir ve bu oranlar 90 kata kadar farklilik
gostermektedir. En diisiik Asya, en yiiksek oranda ise Kuzey Amerika ve
Iskandinavya’da goriilmektedir. Insidansta gozlenen farkliliklar; 1k, yas, etnik kdken,

diyet ve aile Oykiisii gibi genetik ve ¢evresel faktorler ile iliskilendirilmistir (21, 44)

4.5.2. Prostat Kanseri Gelisimi

Prostat, erkeklerde idrar kesesinin altinda yer alan ceviz biiylikliiglinde bir
organdir ve {li¢ bolgeye ayrilir: Periferal, transisyonel, ve merkez boélgeleri. Cogu
kanser tipi adenokarsinomadir ve bunlarin %70’1 periferal bolgede, %20’si ise
transizyonel bolgede ortaya ¢ikar. Histolojik olarak, normal prostat bezleri, luminal
hiicreler(salg1), bazal hiicreler ve ndroendokrin hiicreler olmak tizere ii¢ farkli hiicre
tiplerinden olusur. Luminal hiicreler bazal hiicrelere dayali olarak gdriilmektedir.
Noroendokrin hiicreler ise az siklikta ve luminal hiicreler arasinda dagmik olarak

goriiliir.
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PCa gelisimi hakkindaki giincel teori, histoloji tarafindan erken saptanabilen
lezyonlarin, proliferatif inflamatuar atrofi (PIA) ve prostatik intra-epitelyal
neoplazinin (PIN) prekiirsor lezyonlari olabilecegini diisiindiirmektedir. Giiniimiizde
yiikksek dereceli PIN'in (HG-PIN) biiyiik olasilikla PCa'nin preinvaziv lezyonu
olabilecegi kabul edilmistir. Kanser vakalarinin biiylik cogunda HG-PIN ve kanserin

birlikte goriilmesi bu durum i¢in bir kanittir.

Kansere ek olarak prostatin, prostatitis veya iyi huylu prostat hiperplazisi
(BPH) gibi non-malign hastaliklar1 da gelisebilir. BPH, ¢ogunlukla prostatik epiteli
cevreleyen stromal bolmesinin agirt biiylimesi ve prostat hacminin artmasi ile
sonuclanan prostatin bilylimesidir (21). BPH tiim diinyada erkeklerde en sik goriilen

benign hastaliktir ve insidansi yasla birlikte artmaktadir (49).

4.5.3. Prostat Kanseri Taramasi ve Tani

PCa taramas1 parmakla prostat muayenesi (DRE), serum PSA diizeyi ve trans-
ultrason esliginde prostat biyopsisi ii¢liisiine dayanmaktadir. Anormal DRE ve/veya
PSA diizeyi saptanmasi durumunda prostat biyopsisi yapilmasi genellikle onerilir.
Ancak kanserin kesin tanisit igne biyopsisi ile aliman doku kesitinin histolojik
degerlendirmesi ile koyulur. DRE klinisyene prostatt hissetme sansi verse de
sensitivitesi diisiiktiir ve sadece lokal olarak ilerlemis gorece olarak biiyiik tiimdrlerin

saptanmasinda etkilidir (21).

PSA her zaman kanser varligin1 gostermez aksine BPH, prostatitis ve {iretral
manipiilasyonlardan sonra da yiikselir (50). Prostat kanseri (PCa) ve Benign Prostatik
Hiperplazi (BPH) benzer semptomlar gosterirler ve serum PSA diizeyleri her iki
durumda da yiikselir (51). Yani PSA prostata spesifik ¢ok iyi bir belirte¢ oldugu halde
kansere spesifik degildir. Prostat kanserinde biyobelirte¢ olarak kullanilmast amaciyla
serumda PSA tanilama ile ilgili biiytlik 6l¢ekli klinik ¢aligmalar 1990'l yillardan beri
devam etmektedir. PSA, kanser tanisi konmus olgularda anlamli bir artig gostermistir.

Ancak yanlis pozitif sonuclar verdigi de goriilmiistiir. Bundan dolay1 Amerika Birlesik
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Devletleri'nde yilda yaklasik 700.000'den fazla gereksiz prostat biyopsisi
yapilmaktadir (3, 52).

PCa evrelemesi ile hastaligin derecesinin miimkiin oldugu kadar dogru bir
sekilde saptanmasi amaglanmaktadir. Bu sekilde prognoza yardimci ve gesitli tedavi
seceneklerinden birine karar vermek i¢in rehber islevi gérmektedir. Evrelemenin
tamamlayici iki unsuru vardir: klinik ve patolojik. Klinik evre hastaligin derecesinin
DRE, serum tiimor belirtegleri (PSA), tiimdr evresi ve goriintiileme teknikleri ile
degerlendirilmesi siirecini igerir. Hastaligin derecesinin prostat bezi ve lokal
cevresinde degerlendirilmesi patolojik evredir. Prostatin (ve lenf nodlarinin) veya
prostat biyopsi ¢ekirdeklerinin alinmasindan sonra histolojik inceleme ile
degerlendirilmesidir. PCa i¢in 6rnek tarama ve tani akis tablosu asagida Sekil 4.6.3°de

gosterilmistir (53).

Gleason skoru patolojik evrelemenin 6nemli bir parcasidir ve kanserli dokunun
yapisinin histolojik olarak degerlendirilmesi esasina dayanir. Gleason skoru, 1 ile 5
araliginda iki ana Gleason seviyesinin toplamidir. Sonugta toplam Gleason skoru 2 ile
10 arasinda olur. Kanser gelisiminin erken evrelerinde kanser hiicreleri iyi diferansiye
olmuslardir (Seviye 3); ancak kanser ilerledik¢e hiicreler az diferansiye olur (Seviye

5) bu da kétii prognoz ile iliskilidir (21).

Prostat Kanseri Yol Haritas1 Ekim 2015

DRE ve PSA normal

/ PSA anormal
 —

DRE normal
| PSA tekrari | ———,  PSA normal

Yasa/riske bagh aralikh takip

‘

Firsatel tarama
(Parmakla prostat
muayenesi, total

—p
= \

PSA normal
DRE anormal

DRE ve PSA anormal }_. Biyopsi  |¢=———— PSAanormal

/\ Klinik 6nemi
olan l_, Tedavi

Cok odakta Kanser
HGPIN Klinik 6nemi

olmayan
l \/ / L Aktifizlem
izlem vy TEKTar biyopsi

Sekil 4.6.3. Prostat kanseri i¢in 6rnek tarama ve tani akis tablosu

Benign ASAP
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4.5.4. Proteomik Teknolojileri ve Prostat Kanserinde Uygulamalari

Proteomiks, bir hiicre, doku, vucut sivist veya organizmada protein
ekspresyonu, protein-protein etkilesimleri, protein modifikasyonlari, protein
fonksiyonu ve lokalizasyonunu inceleyerek normal ve hastalik durumlarinin

biyolojisini daha iyi anlamamizi1 hedefleyen gorece olarak yeni bir kavramdir.

Proteomiks, sadece genomiks tabanli yOntemlerle anlagilamayan Post-
Translasyonel Modifikasyonlarin (fosforilasyon, asetilasyon, glikozilasyon gibi)
derecelendirilmesi gibi hastaligin patolojisini agiklamaya yonelik ¢aligmalarda
kullanilabilir. Genomik tabanli c¢aligmalar hastaligin mekanizmasini anlamada
iistiinliige sahip olsalar da proteomik teknolojilerinin de bazi avantajlar1 vardir.
Ornegin hastaligin temel nedeni genetik seviyede yatiyor olabilse de gogunlukla

kendini protein seviyesinde ortaya ¢ikarmaktadir.

Ayrica mRNA ekspresyonu ve protein sentezi arasinda zayif bir korelasyon
oldugu belgelenmistir. Buna ek olarak idrar, serum, plazma, ve prostat kaynakli sivilar
gibi baz1 viicut sivilari, DNA/RNA baskiligmin diisiik olmasi sebebiyle genomik
tabanli uygulamalar i¢in daha az uygundur. Ancak serumda veya plazmada proteomik
tabanli PCa biyobelirte¢ kesfi calismalarinin en 6nemli sorunlarindan biri klinik olarak
faydali belirteclerin (PSA gibi) nanomolar diizeyde bulunmasidir. Bu kadar diisiik

diizeyde bulunan belirtecler de daha baskin proteinler tarafindan maskelenebilir (10).

4.6. Prostat Kanserinde idrarda Bakilan Belirtecler:

Normal idrarda giiniimiizde proteomik analizi ile 2500 protein tespit edilmistir.
Bu proteinlerden iiriner PSA, Timozin P15, Uriner Transferrin, S100 Kalsiyum
Baglayic1 Protein, Matrix Metalloproteinaz (MMP9), Uriner Doku Faktérii, Anneksin
A3, Anneksin A2 ve Telomeraz aktivitesi prostat kanseri ile iliskili proteinlerdir (2,

52, 54-63)

Idrarda PSA: Prostat kanseri tamsinin konmasinda serum PSA'nin spesifitesini

desteklemek amaciyla idrar/serum PSA oraninin klinik 6neminin arastirildigr ¢ok
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merkezli prospektif bir calismaya gore PK ve BPH arasinda idrar PSA'da anlamli bir
degisiklik goriilmezken, idrar/serum PSA orani anlamli bulunmustur. idrar/serum PSA
oranindaki anlamlilik diizeyi, total PSA'ya veya serbest/total PSA oranina gore daha

anlamli bulunmustur (55).

Matrix Metalloproteinazlar: Roy ve ark. 103 PCa’li hastada yaptiklar1 ¢aligmada,
MMP’lerin idrar konsantrasyonunun arttigini tespit etmislerdir (64). Baska bir
calismada MMP9'un (%64) MMP2'ye (%39) gore PCa icin hassasliginin daha yiiksek
oldugu bulunmustur (65). Herhangi bir MMP'nin varligi1 PCa’ya %82 duyarlilik ve
%74 ozgiillik gosterirken, MMP9'un goriilmesinin PCa i¢in bagimsiz bir belirleyici

oldugu bulunmustur (55)

Timozin B 15: Timozin beta 15 (TP15) ekspresyon seviyesi, PCa hiicre hatlarinda
motilite ve metastaz potansiyelinin artmasi ile pozitif iliskilidir (58). Saglikli insan
dokularinda neredeyse hi¢ bulunmayan ve malign tiimorlerde idrar konsantrasyonu
artan TP15’1n, PCa i¢in tiimor belirteci olabilecegi ile ilgili ¢alisan bir arastirma
grubunun sonuglaria gore, PCa tespitinde PSA'nin tek basina kullanilmasina kiyasla
serum PSA ve TPR15 'm birlikte kullanilmas1 hassasiyet ve 6zgilliigii %15 oraninda

arttirmaktadir (55).

Uriner Doku Faktérii: Uriner Doku Faktorii (uTF) molekiil agirligi 34 kDa olan ve
aktivitesi insan doku faktorii (TF) antikoru tarafindan inhibe edilen bir proteindir.
Saglikli kontroller ve BPH’li hastalar arasinda anlamli bir degisiklik yok iken
Prostatitis ve PCa’l1 hastalarda iiriner doku faktorii konsantrasyonlarinda anlamli bir

artis oldugu goriilmiistiir (60).

Anneksin A2: Annksin A2’nin (ANXA?2) kanser olusumu, invazyonu ve metaztazi ile
iligkili oldugu ve down-regiilasyonunun PCa ile iligkili oldugu bulunmustur (57).
ANXA2 disregiilasyonunun ise PCa gelisimiyle iliskili erken bir uyarict oldugu
diistiniilmektedir. ANXA2, benign prostatik epitelyumda, prostatik atrofide ve bazal
hiicre hiperplazisinde siirekli olarak eksprese edilmektedir ve bu yoniiyle PCa'y1
benign prostat bezlerindenden ayirmada klinik olarak faydali bir biyobelirte¢ olabilir.

ANXA2 ekspresyonu yiiksek dereceli prostat kanserlerinin alt tiplerinde restore
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edildigi i¢in PCa'da ANXA2 ekspresyonunu dlgmek klinik olarak faydali olabilecek
prognostik bilgi saglayabilir (66-69).

Anneksin A3: Anneksin A3 (ANXA3) en giincel PCa belirteglerinden birisidir.
ANXA3, PCa metaztazi swrasinda  hiicre  farklilagsmasi,  migrasyonu,
immiinmodiilasyonu, kemik olusumu ve mineralizasyonu gibi kalsiyuma bagiml
stireglerde etkilidir (2, 57, 70). PCa ile ters iliskilidir ve spesifitesi PSA’dan daha
iyidir. idrar 6rneklerinde ANXA3 degerleri PCa’l1 hastalarda BPH’li hastalara kiyasla

anlamli 6l¢iide diisiik bulunmustur (71).

TERT (Telomeraz Reverse Transkriptaz): Prostat kanserlerinin %90'inda TERT
asir1 aktivitesi bildirilmistir (72-73). Bagka bir ¢alismada protein ekstraksiyonundan
sonra 36 hastanin idrar1 incelenmis ve telomeraz aktivitesinin PCa i¢in %58 duyarlilik

ve %100 6zgiilliikte oldugu goriilmiistiir (55).

S100 Kalsiyum Baglayic1 Protein: Her kanser tipi kendine 6zgili bir S100 profili
gosterdigi icin bu protein ailesinin birden fazla iiyesinin ekspresyonunun bozulmasi
insan kanserlerinde ortak olarak goriilmektedir. ilag¢ kesif caligmalar1 bazi S100
proteinlerinin inhibe edilmesi yoniinde sekillenmektedir. Bu dogrultuda PCa ig¢in
S100A9 proteinleri i¢in tanimlanmis bir inhibitor, kanser hastalarinda klinik deneme
asamasina gecmistir (74-75). S100A16’nin PCa tam1 ve prognozunda oOnemli
olabilecegini belirtmistir. Kopeklerde yapilan bir ¢aligmada ise prostat kanserinde

idrar ST00A8/A9 ve S100A12 proteinlerinin over eksprese oldugu goriilmiistiir (76).

31



S. MATERYAL VE METOD

5.1.  Deneyde Kullanilan Malzemeler

Tablo 5.1.1. Deneyde kullanilan cihazlar

Kullanilan Geregler Uriin Kodu-
Marka
Katalog Numarasi
Liyofilizator Labconco 7948030
Santrifiij Orto Alresa
Multi-Therm shaker Benchmark Scientific H500-HC
Vortex Benchmark Scientific BV100
Spin-Down Mini santrifiij Sprout
Qubit 2.0 Fluorometer ThermoFisher
Yar1 otomatik pipet seti Eppendorf
Kimyasal Dolab1 Asecos
SYNAPT G2-Si High Definition Mass
Waters
Spectrometry
nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap ACQUITY UPLC,
Column Waters
] ACQUITY UPLC,
nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column
Waters

Eppendorf® LoBind microcentrifuge tubes

Sigma-Aldrich

72666505-100EA

Ultrasonikator Bandelin Sonarex RK 510
Concentrator Plus Eppendorf

pH metre Isolab pH7110
Distile Su Cihazi Millipore

LC-Vial Sigma-Aldrich 29413-U
+4 Dolabi Ugur

-20 Dolab1 Thermo Scientific

-80 Dolab1 Arctiko
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Hassas Tart1

Ohaus Explorer

Manyetik Karistirici

Benchmark Scientific

Laminar Flow

ESCO

Tablo 5.1.2. Konsantrasyon tayininde kullanilan malzemeler

Uriin Kodu-
Kullanilan Geregler Marka
Katalog Numarasi
Qubit® Protein Assay Kit ThermoFisher Q33211
Qubit® Assay Tubes ThermoFisher Q32856
Qubit 2.0 Fluorometer ThermoFisher
Tablo 5.1.3. Ekspresyon analizi i¢in kullanilan malzemeler
Uriin Kodu-

Kullanilan Geregler

Marka

Katalog Numarasi

PD-10 desalting column Amersham Bioscience 17-0851-01
Pur-A-Lyzer MINI Dialysis Devices Sigma
FASP Protein Digestion Kit Expedeon 44250
UPX Universal Protein Extraction Expedion 44101
Trypsin Thermo Scientific 90055
Formik Asit Fluka 94318-50mL-F
Acetonitrile Hypergrade for LC-MS

Merck 100029.2500
LiChromosolv
Water for Chromotography LC-MS Grade

Merck Millipore 15333
LiChromosolv
[Glu 1]-Fibrinopeptide B Standart Waters 700004729
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5.2. Hasta ve Kontrol Gruplarimin Ozellikleri

Bu caliymada Medipol Universitesi Mega Medipol Hastanesi Uroloji
Poliklinigine bagvuran Prostat Kanserli hastalarin bilgilendirilmis goniillii onam formu
alindiktan sonra, sabah, orta idrarlar1 alindi ve analiz edilinceye kadar -80°C’de
sakland1 (77-80). Tiim analizler Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali tarafindan REMER sistemler biyolojisi laboratuvarinda asagida
belirtildigi sekilde incelendi.

Calismada diglama kriterleri; 18 yasindan kii¢iik, 75 yasindan biiyiik olmak,
sigara kullaniyor olmak, bobrek fonksiyon bozukluklari, hipertansiyon, kalp hastaligi,

enflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarin varligi olarak belirlendi.

5.3.  Idrar Orneklerinin Alinmasi, Saklanmasi

Insan Idrar ve Bébrek Proteom Projesi (HKUPP) ve Avrupa idrar ve Bobrek
Proteomiks (EuroKUP) girisimi tarafindan hazirlanan idrar toplama standart
protokoliine goére, Hastalarin sabah, orta idrarlar1 alindi ve analiz edilinceye kadar
-80°C’de saklandi (77-80). Dondurulmadan 6nce idrar érneklerine Proteaz inhibitor
Kokteyli (PIK) eklenmedi (81-82). Coziilmesi i¢in +4°C’de bekletilen drneklere PIK
eklendi ve 1200 rpm, 60°C’de 15 dk inkiibasyona birakildi (83). Daha sonra 14000 x
g’de 15 dk santrifiij edilen idrar 6rnekleri diyaliz tiiplerine (Pur-A-Lyzer, Sigma)
alinarak tim gece AmBIC’a kars1 diyalize birakilarak ve daha sonra da aseton

presipitasyonu yapilarak i¢indeki tuzlar uzaklastirildi.

5.4. Idrar Orneklerinin Analiz icin Hazirlanmasi

Idrar numunesindeki tuzlar1 uzaklastirmak (Desalting) igin 2 farkli metod
kullanildi. Asil deney setinde ¢alismadan once, kullanilabilecek en iyi metoda karar
verebilmek i¢in saglikli insan idrarinda 2 farkli peptidlerine par¢alama (FASP ve In-
Solution) ve daha sonra 2 farkli tuzlar1 uzaklastirma (desalting) metodu (Diyaliz ve

aseton presipitasyonu) denendi.
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5.4.1. Numune Hazirlama Metodlar1

5.4.1.1. Idrar Numunesindeki Proteinleri Peptidlerine Ayirmak icin

Kullanilan Metodlar

FASP uygulanacak numuneler, Expedion FASP protein digestion kiti ile protokole

uygun olarak calisildi. In-Solution (In-Sol) numunesi asagida verilen protokole uygun

olarak c¢aligildi

METOD 1 (Diyaliz + Aseton presipitasyonu + FASP)

1.

A S I AR LB o S

—_—
—_ O

12.

13.
14.
15.

1000 pL idrarin iizerine 2 pL PIK ilave edilir. Once pipetaj yapilir daha sonra
vortekslenir.

50°C, 1200 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

14000 xg’de 10 dakika santrifiij yapalir.

Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

Son hacmin 1:1 oraninda UPX eklenir.

8 uL PIK ilave edilip vortekslenir.

100°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

+4°C’de 1 saat bekletilir.

15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapilir.

. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

. Diyaliz membraninin (Pur-A-Lyzer MINI Dialysis Devices, Sigma) istiine

AmBIC eklenerek membranin 1slanmasi saglanir.
Daha sonra pipet yardimiyla dikkatli bir bi¢imde, membrana zarar vermeden
iistiine eklenen AmBIC tamponu c¢ekilir ve yerine LoBind tiipe alinan 6rnek
ilave edilir.
Tiim gece boyunca diyalize birakilir.
Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.
Aseton presipitasyonu yapilir.
a. 1:6 oraninda idrar 6rnegi ve -20°C’de 2 saat daha sonra da 1 dakika siv1

azotta bekletilmis LC-Grade aseton karistirilir.
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16.
17.

b. -80°C’de 1 saat bekletilir. Proteinlerin aralarinda kalan SDS’lerin
cikmasi i¢in her 15 dakikada bir ¢ikarip 30 saniye vortekslenir.
4°C’de 15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapilir.

a o

Pellete zarar vermeden pipetle aseton ¢ekilir.

Uzerine 50 uL AmBIC eklenir.

o

lmz)

Concentrator Plus’ta kalan asetonun da ugurulmasi i¢in 10-15 dakika
bekletilir.
g. 50°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.
Qubit dl¢timii yapilir.
Son konsantrasyon 50 pg/30 pL olacak sekilde AmBIC ile seyreltilir.

Ure ¢ozeltisi ile 230 puL’ye tamamlanarak FASP’a baslanir.

METOD 2 (Diyaliz + Aseton presipitasyonu + In-Sol)

1.

% =N kWD

—_—
—_ O

12.

1000 pL idrarin iizerine 2 pL PIK ilave edilir. Once pipetaj yapilir daha sonra
vortekslenir.

50°C, 1200 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

14000 xg’de 10 dakika santrifiij yapalir.

Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

Son hacmin 1:1 oraninda UPX eklenir.

8 uL PIK ilave edilip vortekslenir.

100°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

+4°C’de 1 saat bekletilir.

15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapilir.

. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

. Diyaliz membraninin (Pur-A-Lyzer MINI Dialysis Devices, Sigma) istiine

AmBIC eklenerek membranin 1slanmasi saglanir.
Daha sonra pipet yardimiyla dikkatli bir bi¢imde, membrana zarar vermeden
iistiine eklenen AmBIC tamponu c¢ekilir ve yerine LoBind tiipe alinan 6rnek

lave edilir.

36



13. Tiim gece boyunca diyalize birakilir.
14. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.
15. Aseton presipitasyonu yapilir.
a. 1:6 oraninda idrar 6rnegi ve -20°C’de 2 saat daha sonra da 1 dakika siv1
azotta bekletilmis LC-Grade aseton karistirilir.
b. -80°C’de 1 saat bekletilir. Proteinlerin aralarinda kalan SDS’lerin

cikmasi i¢in her 15 dakikada bir ¢ikarip 30 saniye vortekslenir.

c. 4°C’de 15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapulir.

d. Pellete zarar vermeden pipetle aseton ¢ekilir.

e. Uzerine 50 pL AmBIC eklenir.

f. Concentrator Plus’ta kalan asetonun da ugurulmasi icin 10-15 dakika

bekletilir.
g. 50°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.
16. Qubit 6l¢iimii yapilir.
17. Son konsantrasyon 50 png/50 pL olacak sekilde AmBIC ile seyreltilir ve

protokole gore In-Sol digestion’a baglanir.

5.4.1.2. Idrar Numunesindeki Tuzlar1 Uzaklastirmak icin Kullanilan

Metodlar

Diyaliz membrani olarak Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Devices, Thermo
Scientific kullanilmis ve etkinligi hem Pur-A-Lyzer MINI Dialysis Devices, Sigma ile

hem de sadece aseton presipitasyonu ile karsilastirilmigtir

METOD 3 (Aseton Presipitasyonu + FASP)

1. 3000 pL idrarin iizerine 6 uL PiK ilave edilir. Once pipetaj yapilir daha sonra
vortekslenir.

2. 50°C, 1200 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

3. 14000 xg’de 10 dakika santrifiij yapulir.
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4
5
6.
7
8
9

Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

Son hacmin 1:1 oraninda UPX eklenir.

8 uL PIK ilave edilip vortekslenir.

100°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

. +4°C’de 1 saat bekletilir.

15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapilir.

10. Aseton presipitasyonu yapilir.

a. 1:6 oraninda idrar 6rnegi ve -20°C’de 2 saat daha sonra da 1 dakika s1v1
azotta bekletilmis LC-Grade aseton karistirilir.
b. -80°C’de 1 saat bekletilir. Proteinlerin aralarinda kalan SDS’lerin

cikmasi i¢in her 15 dakikada bir ¢ikarip 30 saniye vortekslenir.

c. 4°C’de 15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapulir.

d. Pellete zarar vermeden pipetle aseton ¢ekilir.

e. Uzerine 50 pL AmBIC eklenir.

f. Concentrator Plus’ta kalan asetonun da ugurulmasi icin 10-15 dakika

bekletilir.
g. 50°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

11. Qubit dl¢iimii yapilir.

12. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir. Uzeri delinir ve liyofilizatérde

kurutulur.

13. Qubit dl¢iimii yapilir.

14. Son konsantrasyon 50 pg/30 pL olacak sekilde AmBIC ile seyreltilir.

Ure ¢ozeltisi ile 230 puL’ye tamamlanarak FASP’a baslanir.

METOD 4 (Diyaliz + Aseton presipitasyonu + FASP)

1.

3000 pL idrarin iizerine 6 uL PiK ilave edilir. Once pipetaj yapilir daha sonra
vortekslenir.

50°C, 1200 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

14000 xg’de 10 dakika santrifiij yapalir.

Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir. Uzeri delinir ve liyofilizatérde

kurutulur.
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. Tamamen kuruduktan sonra Amonyum Bikarbonat (AmBic) ile ¢ozdiirtiliir.

Son hacmin 1:1 oraninda UPX eklenir.

100°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

5
6
7. 8 uL PIK ilave edilip vortekslenir.
8
9

. +4°C’de 1 saat bekletilir.
10. 15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapulir.

11. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

12. Diyaliz membraninin (Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Devices, Thermo-

Scientific) iistiine AmBIC eklenerek membranin 1slanmasi saglanir.

13. Daha sonra pipet yardimiyla dikkatli bir bicimde, membrana zarar vermeden

iistiine eklenen AmBIC tamponu c¢ekilir ve yerine LoBind tiipe alinan 6rnek

lave edilir.

14. Tiim gece boyunca diyalize birakilir.

15. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir.

16. Aseton presipitasyonu yapilir.

a.

o a o

lmz)

g.

1:6 oraninda idrar 6rnegi ve -20°C’de 2 saat daha sonra da 1 dakika siv1
azotta bekletilmis LC-Grade aseton karistirilir.

-80°C’de 1 saat bekletilir. Proteinlerin aralarinda kalan SDS’lerin
cikmasi i¢in her 15 dakikada bir ¢ikarip 30 saniye vortekslenir.
4°C’de 15000 xg’de 10 dakika santrifiij yapilir.

Pellete zarar vermeden pipetle aseton ¢ekilir.

Uzerine 50 pL AmBIC eklenir.

Concentrator Plus’ta kalan asetonun da ugurulmasi i¢in 10-15 dakika
bekletilir.

50°C, 600 rpm’de 15 dakika thermocycler’da karistirilir.

17. Qubit 6l¢iimii yapilir.

18. Supernatant yeni bir LoBind eppendorfa alinir. Uzeri delinir ve liyofilizatérde

kurutulur.

19. Qubit dl¢iimii yapilir.

20. Son konsantrasyon 50 ng/30 pL olacak sekilde AmBIC ile seyreltilir.

Ure ¢ozeltisi ile 230 puL’ye tamamlanarak FASP’a baslanir.
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5.4.2. Qubit ile Protein Konsantrasyonun Olgiilmesi

Qubit Cozeltilerinin Hazirlanmast:

1. Hepsi kit ile birlikte gelen ve konsantrasyonlari; 0 ng/uL, 200ng/pL, 400ng/pLL

olan {i¢ tane standart1 var.

2. Olgiimiin yapilabilmesi i¢in mix ¢dzeltisinin hazirlanmas: gerekiyor.

a.

Bunun i¢in; Buffer soliisyonundan 199uL ve floresan boyasindan 1uLL
karistirilir ve toplamda 200puL’lik bir calisma soliisyonu hazirlanir.
Daha sonra standart ve 6rneklerin Qubit i¢in ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
gerekir.
Standart icin; calisma sollisyonundan 190uL. Standart ¢ozeltisinden
10uL eklenir ve toplam 200uL ¢ozelti elde edilir.
Ornekler i¢in; ¢alisma soliisyonundan 198uL &rneklerden 2uL eklenir
ve toplam 200uL ¢ozelti elde edilir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiler 15 dk karanlik ortamda bekletilir ve 15 dk
sonunda Qubit cihazi ile dl¢lim yapilir.
Qubitte okunan degerlere bir 6rnek:
i. Ornek konsantrasyonu 23,8 pg/mL (1:100 seyreltilmis hali).
ii. Bu yiizden normal hali i¢in: 23,8x100= 2380 pg/mL
iii. Daha oncede belirtildigi gibi 50 pg ornek iizerinden devam
edilecek bu yiizde;
iv. (50+2380)x1000= 21 pL. (1000’le ¢arpilmasinin nedeni birim
degisimi i¢indir. 1 mL=1000 pL).

3. Son konsantrasyonun 30 pL olmasi istendigi i¢cin Qubit Ol¢liimiinden elde

edilen sonuglara gore gerekli miktarda 6rnek alinarak, lizerine UPX ¢ozeltisi

ya da LC-su eklenir ve son hacmin 30 pL olmasi saglanir. Yukaridaki

sonuclardan bu agama agiklanmak istenirse;

a. Ornekten 21 uL
b. UPX ¢ozeltisinden 9 uL eklenir ve 30 pL hacminde bir

¢oOzelti hazirlanir.
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5.4.3. FASP (Filter-Aided Sample Preparation) Protokolii

Proteomiks i¢in FASP (Filter-aided sample preparation) Yontemiyle Numune

Hazirlama (83).

10.
11.

12.

13.

14.

. Hazirlanan 30 pL hacmindeki ¢6zelti iizerine 200 pL iire ilave edilir. Burada

kitlerle beraber gelen 6zel filtreli FASP tiipleri kullaniliyor.
14.000xg’de 15dk santrifiij yapilir.
Filtrenin tizerine tekrar 200 pL iire ilave edilir ve 14.000gx 15 dk santrifiijlenir.
a. Ure ¢ozeltisi ytkama amaciyla kullanilir. UPX igindeki SDS’den
kurtulmak igin.
b. Ure Cozeltisinin Hazirlanmasi; 1 mL tris HCI, liyofilize halde kit ile
bilikte gelen tirenin iistiine eklenir.
Bu agamadan sonra toplama tiipiindeki sivi kisim atilir.
Filtrenin {izerine 10 pL iyodoasetamid ¢ozeltisi ve 90 pL iire eklenir ve 250
rpm’de 1 dakika karistirilir. Inkiibasyon i¢in 20 dk karanlik ortamda bekletilir.
14.000xg’de 10 dk santrifiij yapilir.
Filtrenin iizerine 100uL iire eklenir ve 14.000xg’de 10dk santrifiij yapilir. Bu
islem 2 kez daha tekrar edilir.
Toplama tiipii dikkatlice bosaltilir.
Filtrenin tizerine 100uL 50mM amonyum bikarbonat eklenir. 14.000xg’de 10
dk santrifiij yapilir. Bu islem 2 kez daha tekrar edilir.
75 pL digestion solution eklenir.
Tiipiin her tarafi hava almayacak sekilde parafilmle sarilir ve etiivde 37°C’de
4-18 saat bekletilir.
Tripsinizasyon agamasindan sonra filtre yeni bir toplama tiipiine takilir ve
tizerine 40 pL AmBIC ilave edilerek 14.000xg’de 10 dk santrifiij yapilir. Bu
islem 1 kez daha tekrar edilir.
En son olarak tlipe 50 pL sodyum kloriir eklenir ve 14.000xg’de 10dk santrifiij
yapilir.

Bu adimdan sonra filtre atilir ve s1v1 faz kullanilmaya devam edilir.
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15. En son asamada peptidler fazla dilue olduklari i¢in konsantre edilmeleri

gerekir. Bunu i¢in de liyofilizasyon yapilir ve toz halinde bir madde elde edilir.

5.4.4. In-Solution Digestion Protokol

Son konsantrasyon 50 pg/50 pL olacak sekilde AmBIC ile seyreltilir.

80 °C de 15’ inkiibe edilir.

Son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde 100 mM DTT eklenir.

80 °C de 15’ inkiibe edilir.

Son konsantrasyon 20 mM olacak sekilde 200 mM iyodoasetamid eklenir.
Karanlikta 20 dk bekletilir.

50 uL ye 1 pL olacak sekilde tripsin eklenir.

© NS kWD =

Tiipiin her tarafi hava almayacak sekilde parafilmle sarilir ve etiivde 37°C’de
4-18 saat bekletilir.
9. En son asamada peptidler fazla dilue olduklari i¢in konsantre edilmeleri

gerekir. Bunu i¢in de liyofilizasyon yapilir ve toz halinde bir madde elde edilir.

5.4.5. LC-MS ile idrarda Proteom Analizi

Peptitleri bulunduran ¢ozeltiye, 20 uL 0,1% Formik asit eklenir. Qubit’te
konsantrasyon tayini yapilir ve son konsantrasyon 100 ng/uL olacak sekilde formik
asitle tamamlanir. Bu karisimdan 2 pL yiiksek basingli sivi kromatografisine bagli,
elektrosprey iyonlastirma ve dort kutup zaman bazli Ol¢iim kaynagi iceren kiitle
spektrometresi ~ sistemine  [nanoUPLC  (nano ultra performance  liquid
chromatography)-ESI (electrospray ionization)-QTOF (quadrupole time of flight)-MS
(mass spectrometry), Waters, Amerika Birlesik Devletleri] gonderilir. Toplam 3

enjeksiyon yapilir. Veri bagimsiz edinim yontemi (data independent acquisition mode;

MSE), pozitif iyon V modu, MS ve MS/MS fonksiyonlar1 (1,5 saniye araliklarla 6V
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diistik enerji ve 15-40V yiiksek enerji) kullanilarak peptit m/z degerleri ve {iriin iyon
bilgisi elde edilir (84).

5.4.6. LC-MS Sonuclarimin Biyoinformatik Olarak Degerlendirilmesi-

istatistiksel Analiz

Calismanin biyoinformatik kismi 6ncelikli olarak ProteinLynx Global Server
v. 2.4 (Waters Corp.) programinda IDENTITY algoritmasiyla bakilacaktir. Ardindan
gruplar arasindaki istatiksel ¢6ziimleme de Progenesis (Non linear Corp.) programiyla
tanimlanan proteinler belirlenen esik degerlerine gore ANOVA testi ile anlaml

farkliliklar tesbit edilecektir.
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6. BULGULAR

6.1. Hasta Ozellikleri ve Laboratuvar Verileri

Calismaya 3 prostat kanserli hasta ve 3 saglikli kontrol olmak {izere toplam 6

idrar 6rnegi dahil edildi. Calismaya katilan prostat kanserli hastalarin yas ortalamasi

59, saglikli kontrollerin yas ortalamasi ise 32’ydi. Hasta ve kontrol grubunun

tamaminin cinsiyeti erkekti. Prostat kanserli hasta grubunun PSA, kreatinin ve Hgb

diizeyi 6l¢iilmiis ve sonuclar PSA i¢in ng/mL, kreatinin i¢in mg/dL ve Hgb i¢in g/dL

cinsinden tabloda verilmistir. Hasta ve kontrol grubu numunelerinin karakteristik

ozellikleri ve laboratuvar bulgular1 Tablo 6.1°de gosterilmistir.

Tablo 6.1. Olgulara ait degerler

- - PSA Kreatinin Hb Boy Kilo :
Tam Isim Cinsiyet Yas (ng/mL) (mg/dL) (@dL) (cm) (kg BKI
N.P E 68 26 1,12 14,9 177 82 26,1
<
%j K.T E 57 41 0,76 12,9 173 85 28,4
Y.0 E 52 6 0,9 13,1 175 73 23,8
= C.C E 28 185 78 22,8
Q
R .
= LY E 36 175 75 245
2
HK E 32 185 95 27,7

PCa: Prostat Kanseri, PSA: Prostat Spesifik Antijen (referans araligi: 0-4 ng/mL),
Kreatinin (referans araligi: 0,50-1,40 mg/dL), Hb: Hemoglobin (referans araligi: 16-
50 yas icin 13,50-17,50 g/dL, 50 yas iistii icin 14.00-18,00 g/dL,), BKI: Beden Kitle

Indeksi, E: Erkek
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Tablo 6.2 Prostat kanseri ve kontrol grubu orneklerinin sonug tablosu ve

istatistikleri
Relatif
Acljl:ll;nl:ll:farl Tarih 1.enj | 2.enj | 3.enj | Ort S;Z:?::t S;Z:?::t Varyans
(%RSD)
Y.0,PCa |23.07.2016| 2 0 2 1 1,15 86,25 1,32
N.P,PCa |[23.07.2016| 4 4 5 4 0,58 13,38 0,34
K.T,PCa |23.07.2016| O 0 0 0 0,00 0 0,00
H.K, Kontrol | 23.07.2016| 1 3 2 2 1,00 50,00 1,00
.Y, Kontrol |23.07.2016| 3 4 3 3 0,58 17,40 0,34
C.C, Kontrol |23.07.2016| 0 1 1 1 0,58 87,00 0,34

PCa: Prostat Kanseri

3 Kontrol ve 3 prostat kanserli hastanin dahil edildigi bu calismada her bir
ornek 3 enjeksiyon calisildi ve PCa grubu i¢in tanimlanan en yiiksek protein sayilari
Y.O, N.P ve K.T i¢in strastyla 2, 5, 0 olarak bulundu. Kontrol grubunda ise H.K, LY
ve C.C numunelerinde sirasiyla 3, 4, 1 protein tanimlandi. PCa ve Kontrol grubu
orneklerinde 3 enjeksiyonda tanimlanan ortalama protein sayilar1 ve standart sapmalari
Y.O (1; 1,15), N.P (4; 0,58), K.T (0; 0), H.K (2;1), 1.Y (3; 0,58), C.C (1; 0,58) olarak
bulundu. Prostat kanseri ve kontrol grubu 6rneklerinin sonug tablosu ve istatistikleri

Tablo 6.2°de gosterilmistir.
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Tablo 6.3 Diyaliz ve aseton presipitasyonu Orneklerinin sonug tablosu ve

istatistikleri
Relatif
Numune . . . . Standart | Standart
A Ak lkrn Tarih 1.enj | 2.enj | 3.enj | Ort Sapma | Sapma Varyans
(%RSD)
Diyaliz
16.08.2016| 5 7 7 6 1,15 18,16 1,32
(Saglikli Kontrol)
Aseton
Presipitasyonu |y ¢ 08 2016| 40 | 33 | 36 | 36 | 3,51 9,66 12,32
(Saglikli Kontrol)

Yaptigimiz 6n ¢aligmadaki Diyaliz ve aseton presipitasyonu numunelerinin her
biri 3 enjeksiyon ¢aligildi ve tanimlanan en yiiksek protein sayilar sirasiyla 7 ve 40
olarak bulundu. Diyaliz ve aseton presipitasyonu Orneklerinin sonug tablosu ve

istatistikleri Tablo 6.3’ de gosterilmistir.
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KONTROL PCa

Sekil 6.1 Kontrol ve prostat kanserli olgularin ortak idrar proteinleri

Kontrol ve prostat kanserli hasta grubunun idrarlarinda bulunan protein
sayilarinin venn diyagraminda gdsterimi Sekil 6.1’°dedir. Sekilde kirmizi ile gosterilen
alan kontrol grubu o6rneklerinde ve sar1 ile gosterilen alan da PCa orneklerinde 3
enjeksiyon sonunda en yliksek tanimlanan protein sayisin1 gdstermektedir. Turuncu ile
isaretli alanda ise her iki grupta da ortak olarak bulunan proteinlerin sayist yer
almaktadir. Buna goére PCa grubunda toplamda 10 protein tanimlanmistir fakat
bunlarin 4 tanesi ortak proteinlerdir dolayisiyla Kontrol grubundan farkli olarak 6

protein tanimlanmustir.
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Tablo 6.4 Kontrol ve prostat kanserli hasta grubunun idrarlarinda bulunan

proteinler
mW PLGS .
Tanim (Da) pI (pH) Skoru Peptidler
Extracellular superoxide
- 1 dismutase [Cu-Zn] 25834 6,1392 94,9036 4
1 | Osteopontin 35401 4,1777 258,5635 8
2 | Uromodulin 69714 4,8823 57,2404 3
ORTAK - :
3 Prostaglandin-H2 D-isomerase 13716 8.1943 579.994 1
(Fragment)
4 | Alpha-2-HS-glycoprotein 39386 5,332 569,414 20
1 | Ig kappa chain V-l region SIE | 11767 | 7891 | 444.468 2
py| Osteoclast-associgley 30831 | 6,0894 | 2139053 !
immunoglobulin-like receptor
3 | Protein FAM200A (Fragment) 61838 5,3115 36,8437 3
PCa
4 | Cohesin subunit SA-2 141235 5,1094 17,4747 3
5 | Atherin 46238 5,5869 33,7012 2
6 | Nucleoporin NUP188 homolog 195916 6,2607 9,371 4

Kontrol ve prostat kanserli hasta grubunun idrarlarinda bulunan proteinler ve
her ikisinde de ortak olarak bulunan proteinlerin isimleri, molekiil agirliklari, pl
degerleri, PLGS skorlar1 ve peptid sayilar1 Tablo 6.4’de verilmistir. Tabloda kirmizi
ile gosterilen alan kontrol grubu Orneklerinde ve sari ile gosterilen alan da PCa
orneklerinde bulunan proteinleri gostermektedir. Turuncu ile isaretli alanda ise her iki

grupta da ortak olarak bulunan proteinler goriilmektedir.
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Aseton
Presipitasyonu

47

Sekil 6.2 Saglikli idrarlarda diyaliz ve aseton presipitasyonu ile tanimlanan
proteinler

Diyaliz ve Aseton presipitasyonu Orneklerinde bulunan protein sayilarinin
venn diyagraminda gosterimi Sekil 6.2°dedir. Sekilde kirmizi ile gosterilen alan
diyaliz 6rneginde ve sar1 ile gosterilen alan da aseton presipitasyonu orneginde 3
enjeksiyon sonunda en yliksek tanimlanan protein sayisin1 gdstermektedir. Turuncu ile
isaretli alanda ise her iki grupta da ortak olarak bulunan proteinlerin sayisi yer
almaktadir. Buna gore Aseton presipitasyonu drneginde 5 tanesi iki drnekte de ortak
olmak iizere toplamda 52 protein tanimlanmistir fakat bunlarin 4 tanesi ortak

proteinlerdir dolayisiyla Kontrol grubundan farkli olarak 6 protein tanimlanmistir.
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Tablo 6.5 Diyaliz ve aseton presipitasyonu grubunda bulunan ve her ikisinde de
ortak olarak bulunan proteinler

mW PLGS .
Tanim (Da) pl (pH) Skoru Peptidler
1 G protein-regulated inducer of neurite 102336 | 8,042 13,5477 5
outgrowth 1
2 | Histone H2A 18470 | 11,9297 | 265,2033 1
3 Qsteoclast—assomated immunoglobulin- 30831 6.0894 | 219.5604 1
like receptor
4 Secreted and transmembrane protein 1 15047 | 6.6812 | 303,7497 )
(Fragment)
5 | Serum albumin 69181 | 5,9385 | 138,5949 9
1 | Uromodulin 69714 | 4,8823 717,179 27
2 | Tyrosine-protein kinase receptor UFO 98273 | 5,1182 | 241,7074 4
M
§ 3 | Osteopontin 35401 41777 | 1599,062 18
o
4 | Plasma serine protease inhibitor 45645 9,6094 | 2150,594 11
5 | Pro-epidermal growth factor 45645 | 5,4419 | 357,3834 30
1 | Alpha-1-antitrypsin 46679 | 5,2412 91,4708 9
2 | Alpha-amylase 1 57730 | 6,4819 | 116,0675 7
3 | Annexin (Fragment) 12056 7,3916 | 655,7067 1
4 | Annexin (Fragment) 19518 | 5,5869 | 1614,908 3
5 | Apolipoprotein D (Fragment) 24142 | 5,3027 | 196,5524 5
2 Betai h teine S
& | ¢ | Betame-—-homocystemne 5- 44969 | 6,6123 | 38,9999 3
S methyltransferase 1
= — :
2| 5 Butyrophilin subfamily 2 member A1l 9906 73081 423 884 3
= (Fragment)
~
gﬁ 8 | CD44 antigen (Fragment) 32034 4,8428 | 395,7426 7
[
; 9 | Chondroitin sulfate proteoglycan 4 250379 | 5,127 22,7666 3
@)
F
& | 10 | Clusterin 52461 | 5,8389 | 1716,994 14
<
11 | Collagen alpha-1(VI) chain 108271 | 5,0903 91,8564 12
12 | Collagen alpha-1(XV) chain 139972 | 4,7051 21,7332 3
13 | Deoxyribonuclease-1 31413 4,5205 | 323,9504 4
14 Ez‘iracellular superoxide dismutase [Cu- 25834 | 61392 | 63.9754 5
15 | Galectin-3-binding protein 65289 4,9438 | 301,1547 15
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ASETON PRESIPITASYONU

16 | Glutaminyl-peptide cyclotransferase 40850 | 6,1304 | 202,5527 5
17 | Heat shock protein beta-1 22768 5,959 292,381 6
18 | ICOS ligand 51892 | 17,9365 | 460,3704 5
19 | Ig alpha-1 chain C region 37630 | 6,0571 | 316,7343 7
20 | Ig gamma-1 chain C region 51121 | 7,3813 | 296,0397 7
21 | Ig kappa chain C region (Fragment) 11712 | 5,5005 | 716,5988 2
22 | Ig kappa chain V-III region SIE 11767 | 8,7891 | 366,2435 2
23 | ITIH4 protein 103816 | 6,4365 170,1722 7
24 | Kallikrein-1 28870 | 4,4985 | 1250,738 17
25 | Keratin, type II cytoskeletal 5 (Fragment) 20643 | 69111 | 366,9395 5
26 | Keratin, type II cytoskeletal 6A 60008 | 8,0537 | 190,1566 5
27 | Kininogen-1 71912 | 6,3398 | 286,0811 21
8 Low-fiensny lipoprotein receptor-related 136145 | 4,563 20,064 4
protein 2
29 | Lysosomal alpha-glucosidase 105256 | 5,5649 | 278,0461 9
30 | Lysosomal Pro-X carboxypeptidase 55763 | 6,7998 | 127,4271 3
31 Maltase-glucoamylase, intestinal 228925 | 4.9204 37.1941 5
(Fragment)
32 | Matrix-remodeling-associated protein 8 49101 6,7866 87,3438 7
33 | Myeloperoxidase 83814 | 9,0366 33,3313 2
34 Neura}l cell adhesion molecule L1-like 130712 | 54316 24,1268 4
protein
35 | Pancreatic alpha-amylase 57670 | 6,6255 80,4831 5
36 | Pepsin A-4 41950 | 3,9595 | 334,7479 4
37 Phosph01n051t1de-3—klnase-lnteractlng 28229 47271 1674115 3
protein 1
38 | Plasma protease C1 inhibitor 59454 6,293 109,2789 5
39 | Prostaglandin-H2 D-isomerase (Fragment) | 13716 | §8,1943 | 3130,571 5
40 | Protein AMBP 38973 5,874 1577,851 11
41 | Protein LOC102723996 20982 4,897 | 273,3701 2
42 | Protein S100-A9 13233 | 5,6807 723,14 5
43 | Roundabout homolog 4 107390 | 6,1685 161,7696 4
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41 | Protein LOC102723996 20982 4,897 273,3701 2

-}
& | 42 | Protein S100-A9 13233 | 56807 | 723,14 5
>
w2
g 43 | Roundabout homolog 4 107390 | 6,1685 | 161,7696 4
= :
7 | a4 Secreted and transmembrane protein 1 15047 | 6.6812 | 1747.795 9
gﬁl (Fragment)
= | 45 Serpin B3 44536 | 6,3662 | 106,8488 6
5
=
& | 46 | Serum albumin 69321 | 5,8608 | 1209,036 42
<

47 | Vasorin 71667 | 7,0884 | 416,1889 5

Diyaliz ve Aseton presipitasyonu Orneklerinde bulunan proteinler ve her
ikisinde de ortak olarak bulunan proteinlerin isimleri, molekiil agirliklari, pI degerleri,
PLGS skorlar1 ve peptid sayilar1 Tablo 6.5’de verilmistir. Tabloda kirmizi ile
gosterilen alan diyaliz 6rneklerinde ve sar1 ile gosterilen alan da Aseton presipitasyonu
orneklerinde bulunan proteinleri gostermektedir. Turuncu ile isaretli alanda ise her iki

grupta da ortak olarak bulunan proteinler goriilmektedir.
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Tablo 6.6 FASP 6rneklerinde bulunan proteinler

Tanm gl)‘::; pl (pH) l;ltocrﬁ Peptidler

1 | Serum albumin 69321 | 58.608 | 33750.61 182
2 | Plasma serine protease inhibitor 45645 | 96.094 | 29999.25 35
3 | Polyubiquitin-B 17204 | 73.169 | 28226.81 13
4 | Ig kappa chain C region (Fragment) 11712 | 55.005 | 27113.87 12
5 | Deoxyribonuclease-1 31413 | 45.205 25620.4 17
6 | WAP four-disulfide core domain protein 2 12983 | 44.839 | 24527.67 20
7 | CD59 glycoprotein 11976 | 53.672 | 23061.21 27
8 | Serotransferrin 77013 | 67.515 | 22308.25 53
9 | Ig gamma-1 chain C region 51121 | 73.813 | 18881.83 25
10 | Protein AMBP 38973 5.874 | 17490.88 36
11 | Clusterin 52461 | 58.389 | 16226.99 16
12 | Pancreatic alpha-amylase 57670 | 66.255 | 14735.14 29
13 | Fatty acid-binding protein, epidermal 15154 | 68.042 | 12908.18 10
14 | Alpha-amylase 1 57730 | 64.819 12524.0 23
15 | Alpha-amylase 2B 57673 6.668 12289.58 24
16 fnfgu‘z‘;‘ﬁ‘tgﬁlff fibulin-like extracellular 54604 | 47.681 | 1184132 | 16
17 lléitlgcsgﬁftle—associated immunoglobulin-like 31451 | 54.097 | 1184033 3
18 | Ig heavy chain V-III region 23 12574 | 84.639 | 11780.91 4
19 | Ig alpha-1 chain C region 37630 | 60.571 | 11390.33 26
20 | Glutaminyl-peptide cyclotransferase 40850 | 61.304 | 11061.43 17
21 | Protein S100-A9 13233 | 56.807 | 10714.02 23
22 | Transthyretin 20132 | 50.376 | 10705.54 7
23 | Galectin-3-binding protein 65289 | 49.438 | 9.260.525 32
24 | Protein IGKV1-33 11834 | 49.263 | 9.258.223 2
25 | Ig alpha-2 chain C region 36503 | 56.616 | 9.196.486 25
26 | CD44 antigen (Fragment) 32034 | 48.428 | 9.091.987 13
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27 | Kininogen-1 71912 | 63.398 | 9.077.681 47
28 | Protein IGKV1-8 19954 | 86.602 | 9.054.699 4
29 | Immunoglobulin J chain 18086 | 49.102 | 9.014.247 11
30 | Kallikrein-1 28870 | 44.985 | 8.924.551 13
31 | Serine protease inhibitor Kazal-type 1 8501 76.187 | 8.880.261 4
32 | Ig gamma-2 chain C region 35877 7.437 | 8.805.389 21
33 | Zinc-alpha-2-glycoprotein 34237 | 56.367 | 8.658.693 17
34 | Ig kappa chain V-III region SIE 11767 | 87.891 8535.41 6
35 | Protein IGK'V2-28 (Fragment) 12948 | 55.298 | 8.208.182 2
36 | Uromodulin 69714 | 48.823 | 8.123.385 76
37 | Iglambda-2 chain C regions (Fragment) 11340 | 70.737 | 8.042.757 8
38 | Ribonuclease pancreatic 17632 | 88.945 | 7.916.083 9
39 | Apolipoprotein D (Fragment) 24142 | 53.027 | 7.840.243 16
40 | Ig kappa chain V-III region GOL 11822 | 95.024 | 7.766.688 4
41 (Slfggigni‘)ld transgbrane prgle’l 15947 | 66.812 | 7.686.074 | 4
42 | Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 25834 | 61.392 | 7290.36 12
43 | Haptoglobin 45176 | 61.201 | 7.280.239 20
44 | Trefoil factor 2 14274 | 54.155 | 7.184.559 7
45 Pro-epidermal growth factor 133906 | 54.419 | 7.184.319 61
46 | Ig gamma-4 chain C region 35917 | 71.104 | 7.084.017 15
47 | Igkappa chain V-I region AU 11931 | 49.263 | 6.820.497 2
48 | Non-secretory ribonuclease 18342 | 87.671 | 6.774.067 8
49 | Small proline-rich protein 3 18142 | 86.616 | 6.448.407 16
50 | Cystatin-C 15789 | 89.854 | 6.302.104 14
51 | Hemopexin 51643 | 65.654 | 6.284.687 28
52 | Polymeric immunoglobulin receptor 83231 | 54.346 | 6.269.589 34
53 | Insulin-like growth factor-binding protein 7 29111 | 77.856 | 6.240.645 16
54 | Alpha-1-antichymotrypsin 47620 | 51.812 | 5.680.871 14
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Vitelline membrane outer layer protein 1

55 homolog 21520 | 47.153 | 5.471.372 5
56 | Protein S100-A8 10827 | 66.167 | 5350.14 14
57 | Peptidoglycan recognition protein 1 21716 | 86.104 | 5.210.326 9
58 | Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 23048 | 90.234 | 5.148.967 8
59 | Collagen alpha-1(VI) chain 108271 | 50.903 | 5.070.937 35
60 | Plasma protease C1 inhibitor 55119 6.082 | 4.993.484 23
61 | Hemoglobin subunit beta 15988 | 68.804 | 4.955.997 6
62 | Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 21043 | 73.901 | 4.793.021 9
63 | Vesicular integral-membrane protein VIP36 36520 | 61.846 | 4.752.863 14
64 | Alpha-1-antitrypsin 46707 | 52.412 | 4.723.423 28
65 | Prothrombin 65366 5.376 | 4.508.197 12
66 | Annexin Al 38689 | 66.372 | 4.499.166 12
67 | Syndecan-1 32441 | 43.389 | 4.461.867 2
68 | Pepsin A-4 41950 | 39.595 | 4.372.411 14
69 | Lysosomal alpha-glucosidase 105256 | 55.649 | 4.349.823 32
70 | Alpha-1-acid glycoprotein 1 23496 | 47.417 | 4220.03 9
71 | Keratin, type I cytoskeletal 13 45232 | 45.615 | 4.132.104 21
72 | Prosaposin 58073 | 48.853 | 4.085.893 25
73 | Serpin B3 44536 | 63.662 | 3.978.948 22
74 | Vasorin 71667 | 70.884 | 3.924.041 13
75 | CD320 antigen 28972 | 44.106 | 3.750.538 5
76 | Protein S100-A11 11732 7.021 3683.7 2
77 | Keratin, type II cytoskeletal 4 57249 | 62.153 | 3.657.774 12
78 | IST1 homolog (Fragment) 27892 | 70.957 | 3.623.433 9
79 | Osteopontin 35401 | 41.777 | 3.622.878 23
80 | Beta-2-microglobulin 13705 | 60.718 | 3614.58 6
81 | Igheavy chain V-III region TIL 12348 | 94.102 | 3.598.767 3
82 | Annexin A2 38579 | 77.842 | 3501.69 16
83 | Cathepsin D 44523 | 60.908 | 3.450.004 15
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84 | Epididymal secretory protein E1 22426 | 85.576 | 3.407.861 6
85 | Tetranectin 17782 | 47.725 | 3.392.404 13
86 | Vitamin D-binding protein 52929 | 52383 | 3318.79 20
87 | Actin, cytoplasmic 1 41709 | 51.431 | 3.275.238 14
88 | Ig kappa chain V-I region Ni 12238 | 50.449 | 3.216.777 2
89 | Hepatitis A virus cellular receptor 2 30311 | 47.241 | 3.038.831 8
90 | Beta-2-glycoprotein 1 38272 | 78.691 | 2.953.178 12
91 | Folate receptor alpha 29799 | 78.574 | 2.934.553 11
92 | ITIH4 protein 103816 | 64.365 | 2.897.386 33
93 | Cystatin-B 11132 | 75.073 | 2.783.621 5
94 | Ig kappa chain V-1V region Len 12632 | 81.665 | 2.722.615 3
95 | Prostaglandin-H2 D-isomerase 21015 | 78.325 | 2.710.094 12
96 | Mucin-1 (Fragment) 25549 6.249 | 2.670.956 5
97 i’hosphoinositide%—kinase-interacting protein 28229 | 47271 | 2.582.127 9
98 fe(’gmifizietgt;‘fﬁlﬁ%"gl‘)buhn gamma Fc 24406 | 62.461 | 2564.83 4
99 | Retinol-binding protein 4 22853 | 53.306 | 2.465.542 10
100 | Cornulin 53501 | 56.792 | 2.457.604 12
101 | Secreted Ly-6/uPAR-related protein 1 11178 | 50.332 | 2.445.941 7
102 | Haptoglobin-related protein 39004 | 66.724 | 2.442.159 10
103 | Prostasin 36408 | 54.434 | 2.426.827 2
104 Tumor necrosis factor receptor superfamily 20739 | 57349 | 240078 4
member 14
105 | Calmodulin 21675 | 42.524 | 2.327.326 7
106 S;ﬁ;::gsﬁzﬁﬁig Zmige“'related cell 37504 | 77.285 | 2.310.172 6
107 | Ester hydrolase C11orf54 28664 | 66.006 | 2.268.607 4
108 | Ig gamma-3 chain C region 41260 | 77.886 | 2.259.807 17
109 | Prolactin-inducible protein 16561 | 81.035 | 2.230.011 5
110 | Ig mu chain C region 64065 6.772 | 2.208.543 12
111 | Apolipoprotein(a) 62513 | 53.745 | 2132.83 6
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112 | ICOS ligand 51892 | 79.365 | 2.091.582 8
113 | Neutrophil defensin 1 10194 | 67.749 | 2.080.114 3
114 | Alpha-1-acid glycoprotein 2 23587 | 48.457 | 2.073.308 6
115 | Cornifin-A 9870 85.137 | 2.042.731 3
116 | Beta-defensin 1 7414 86.411 | 2.031.956 1
117 | Nuclear transport factor 2 14469 | 49.526 | 2.031.814 4
118 | Prostate stem cell antigen 12903 | 48.896 | 2.031.056 7
119 | Keratin, type II cytoskeletal 6A 60008 | 80.537 | 2.029.124 14
120 | Macrophage colony-stimulating factor 1 60141 | 49.922 | 1.973.874 9
121 | Monocyte differentiation antigen CD14 40050 | 57.993 | 1.973.779 7
122 | Neutrophil gelatinase-associated lipocalin 22573 | 91.963 | 1.954.026 8
123 | Activin receptor type-1B (Fragment) 8169 61.904 | 1.927.845 2
124 | 6-phosphogluconolactonase 27529 | 56.396 | 1.832.984 7
125 | Keratin, type II cytoskeletal 5 62339 7.793 | 1.827.685 11
126 | Keratin, type II cytoskeletal 6C 59988 | 80.537 | 1.808.909 12
127 | Interleukin-1 receptor antagonist protein 20041 | 57.686 | 1.788.693 4
128 | Cadherin-2 99747 | 44.429 | 1.783.241 10
129 | Prostatic acid phosphatase 44537 | 57.964 | 1.727.425 10
130 | Keratin, type I cytoskeletal 19 44079 | 48.604 | 1.720.327 12
131 S;‘(igi";gary gland androgen-regulated 8182 | 98525 | 1682.75 2
132 | Protein S100-A7 11463 | 63.413 | 1.682.509 7
133 | Amyloid beta A4 protein 80782 | 45.454 | 1.673.029 9
134 | Butyrophilin subfamily 2 member Al 59594 | 60.469 | 1.624.738 8
135 | Small proline-rich protein 2A 7959 83.818 | 1.618.892 3
136 | Keratin, type II cytoskeletal 6B 60030 | 80.537 1616.57 12
137 | Keratin, type II cytoskeletal 1 65998 | 82.661 | 1.598.249 15
138 | Alpha-N-acetylglucosaminidase 82213 | 61.919 | 1.596.132 20
139 | Cell adhesion molecule 4 42758 | 58.755 | 1.593.172 10
140 | L-lactate dehydrogenase B chain 36615 | 56.396 | 1.588.207 5
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141 | N-acetylglucosamine-6-sulfatase 65667 | 78.735 | 1.564.213 10
142 | Endothelial protein C receptor 26654 | 67.852 | 1.557.147 8
143 | Cornifin-B 9880 85.151 | 1.549.729 3
144 | Heat shock protein beta-1 22768 5.959 1511.95 6
145 | Protein shisa-5 (Fragment) 12217 5.105 | 1.511.896 6
146 | Tyrosine-protein kinase receptor UFO 98273 | 51.182 | 1.460.886 6
147 | Insulin-like growth factor-binding protein 2 34791 | 72.803 | 1.444.709 9
148 Tumor necrosis factor receptor superfamily 45154 4396 | 1.391.678 4
member 16
149 | CMRF35-like molecule 9 36037 | 55.825 | 1.366.866 10
150 | Glutathione S-transferase P 23341 | 52.822 | 1.366.437 5
151 | Protein CutA 14391 | 51.709 | 1.365.791 3
152 | Golgi membrane protein 1 45305 | 47.183 | 1.364.932 12
153 | Keratin, type I cytoskeletal 10 58791 | 49.556 | 1.349.066 22
154 | POTE ankyrin domain family member E 121285 | 57.715 1347.92 10
155 | Peroxiredoxin-1 22096 | 82.427 | 1.338.965 7
156 | Actin, gamma-enteric smooth muscle 41849 | 51.606 | 1.337.764 13
157 | Major prion protein (Fragment) 27260 | 91.963 | 1.237.979 2
158 | Ly-6/neurotoxin-like protein 1 14016 | 62.725 | 1.237.413 2
159 | Vitronectin 54271 | 54.331 | 1.229.317 6
160 | Hemicentin-1 (Fragment) 26903 | 59.399 | 1.198.708 8
161 | Zymogen granule protein 16 homolog B 19588 5.584 | 1.198.232 2
162 | Leukocyte elastase inhibitor 42714 | 58.521 1177.71 12
163 | Protein YIPF3 38863 | 52.515 | 1.177.336 8
164 | Keratin, type I cytoskeletal 15 49181 | 45.132 | 1.160.991 15
165 | Fibronectin 262457 | 53.438 | 1.151.645 33
166 | Tetraspanin-1 26283 | 49.365 1150.32 1
167 | Acyl-CoA-binding protein 15948 | 47.886 | 1.149.451 2
168 | Collagen alpha-1(XV) chain 139972 | 47.051 | 1.144.316 16
169 Osteoclast-associated immunoglobulin-like 30831 | 60.894 | 1.121.396 7

receptor
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170 | Lysozyme C 16526 | 93.252 | 1.111.477 6
171 Il;ﬁ)‘lvéimzmity lipoprotein receptor-related 136145 | 4563 | 1.057.861 30
172 | Glutathione peroxidase 25385 | 82.222 | 1.055.016 9
173 | V-type proton ATPase subunit S1 51992 | 56.851 | 1.048.892 4
174 | Matrix-remodeling-associated protein 8 49101 | 67.866 | 1.044.202 8
175 | Neuronal growth regulator 1 32829 | 64.731 | 1.043.543 3
176 | Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 65393 | 80.537 | 1.019.813 14
177 | Urokinase-type plasminogen activator 48475 | 83.291 | 9.674.343 12
178 | Keratin, type I cytoskeletal 14 51529 | 48984 | 950.563 16
179 | Migration and invasion enhancer 1 12392 | 42.261 | 9.460.244 2
180 | CD27 antigen 29117 | 74.487 | 9.457.551 5
181 i::gizoi‘l’lbr‘;gg;“ggzﬁ?grzgﬁf;‘:;ng 20320 | 54.624 | 9.363.823 | 3
182 | Alpha-enolase 47139 | 71.719 | 9.110.828 9
183 | Thioredoxin 11729 | 46.201 | 9.103.105 3
184 (O;;ZZ;G; :;)W—density lipoprotein receptor 1 24450 | 62329 906.78 3
185 | Biotinidase 61093 | 57.891 | 9.045.667 7
186 | Probable serine carboxypeptidase CPVL 54129 | 52.559 | 901.942 11
187 | Elafin 12261 | 89.751 | 8.950.088 4
Lysosome-associated membrane glycoprotein
188 | 2 OS=Homo sapiens GN=LAMP2 PE=1 44932 5231 | 8.891.702 5
Sv=2
189 | Complement factor I 66581 | 74.092 | 8.627.368 10
190 | Guanylin 12380 | 43.579 | 8.365.266 4
191 | Cadherin-1 99965 | 44.458 | 8.128.582 6
192 | Resistin 11411 | 66.138 | 8.101.341 3
193 | Sulfthydryl oxidase 1 82525 | 90.688 | 7.965.279 12
194 | Acid ceramidase 41769 | 81.343 | 7.961.227 9
195 | Attractin 158431 | 6.999 | 7.878.733 30
196 | T-cell antigen CD7 23026 | 61.948 | 7.816.116 2
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197 | Hemoglobin subunit alpha 15247 | 91.787 | 7.687.019 3
198 | Carboxypeptidase Q 51854 | 57.407 | 7.496.833 5
199 | Beta-galactosidase 60444 | 63.765 | 7.318.783 5
200 | Ig lambda chain V-I region HA 11888 | 92.095 | 7.236.491 2
201 | Antithrombin-III 52568 | 63.047 | 7.164.363 7
202 Er?tzr:gln;czlrfggbr?gre(;fgi?i(?::;ﬁ:ﬁ;l sulfate | Ho464 | 53789 | 7.128.874 4
203 | Thy-1 membrane glycoprotein (Fragment) 17029 | 92.461 | 6.961.796 3
204 | WNT1-inducible-signaling pathway protein 2 26806 7.752 | 6.819.125 3
205 gﬁf}i‘km 18 binding protein, isoform 21916 | 75.073 | 6.791.926 | 6
206 | Gamma-glutamyltranspeptidase 1 61371 | 66.987 | 6.770.626 7
207 Sﬁ)fe(iilfglain—binding glutamic acid-rich-like 23771 | 93.442 | 6.728.019 3
208 | Alpha-1B-glycoprotein 54219 | 54.756 | 6.720.552 5
209 gr{;g; ‘;Fﬁi:gigfeﬁige plement QNG 49046 | 48.135 | 6.710.496 | 2
210 | Plakophilin-4 133886 | 92.563 | 6.707.807 9
211 | Alpha-2-HS-glycoprotein 39386 5.332 | 6.670.539 7
212 | Carboxypeptidase M 50481 | 70.063 663.78 7
213 | Roundabout homolog 4 107390 | 61.685 | 6.508.233 16
214 | Fructose-bisphosphate aldolase 39792 | 80.654 | 649.424 9
215 | Melanotransferrin 80163 | 55.269 | 6.472.218 7
216 | CMRF35-like molecule 2 22903 | 80.024 | 643.856 3
217 | Mucosal addressin cell adhesion molecule 1 40865 | 47.695 | 6.313.347 4
218 | 1GF-like family receptor 1 37870 | 67.119 | 6.225.193 5
219 | Intercellular adhesion molecule 2 (Fragment) 18481 | 59.194 | 6.146.066 2
220 | Apolipoprotein E (Fragment) 24888 | 55.986 | 6.044.556 7
221 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 36030 | 86.968 | 6.010.394 4
222 | Platelet glycoprotein VI 36842 | 93.823 | 5.923.836 5
223 Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol 27945 | 45.996 | 5.809 846 )

reductase
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224 | Cystatin-M 16500 | 81.255 | 5.774.627 5
225 | Immunoglobulin lambda-like polypeptide 1 22948 | 104.136 | 576.962 1
226 | Cell adhesion molecule 1 47546 4.481 | 5.748.768 5
227 | Frizzled-4 59841 | Haz.98 | 5.653.009 2
228 | Triosephosphate isomerase 30771 | 55.474 | 5.574.371 5
229 | Cadherin-11 87910 | 45.586 | 5.552.178 8
230 | Nidogen-1 136290 | 49.541 | 5.530.337 14
231 | ATP-dependent RNA helicase DDX19A 50488 | 59.648 | 5.398.732 3
232 | Fibrinogen alpha chain 94914 | 56.118 | 5.348.106 5
233 | Protein NOV homolog 39135 | 75.732 | 5.343.375 3
234 | Uncharacterized protein (Fragment) 38406 | 45.645 | 5.308.365 5
235 | Ceruloplasmin 122127 | 53.364 | 5.153.294 16
236 | Peroxiredoxin-2 21878 | 55.679 | 5.022.973 4
237 | Tenascin-X 212944 | 48.032 | 5.016.098 8
238 | Keratin, type I cytoskeletal 17 40262 | 47.036 | 5.015.066 8
239 | Bile salt-activated lipase 79271 4.957 | 4.994.175 10
240 | Complement component C7 93457 | 60.498 | 4.984.826 17
241 | Keratin, type II cytoskeletal 2 oral 65800 | 80.991 | 4.935.161 8
242 zglrzl;ll‘;ﬁg’b“hn superfamily member 8 32264 | 63.442 | 4.921.114 4
243 | Corticosteroid-binding globulin 45111 | 55.884 | 4.838.474 3
244 | Alpha-2-macroglobulin-like protein 1 161003 | 53.745 | 4.787.602 16
245 | Endosialin 80807 | 50.288 | 4.779.742 13
246 | Lysosomal protective protein 54431 | 61.567 | 4.750.767 6
247 ?yclin-dependent kinase 2-associated protein 12357 9663 | 4.650.764 1
248 | Poliovirus receptor 42854 | 63.809 | 4.644.588 6
249 gg;%t:rﬁgc"“pled receptor family C group S| 55600 | 90,601 | 4.617.802 5
250 | Fibrillin-1 312021 | 46.187 | 4.532.834 38
251 | Pro-cathepsin H 36245 | 80.508 | 4.513.721 4
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252 | Involucrin 68437 | 44.326 | 4.474.506 12
253 | Filamin-A 280561 | 56.367 | 4.414.396 11
254 | Keratin, type II cytoskeletal 1b 61863 | 56.206 | 4.396.283 6
255 | Sialate O-acetylesterase 58277 | 69.668 | 439.526 7
256 | Heat shock cognate 71 kDa protein 68763 | 51.973 | 4.387.822 8
257 | Beta-actin-like protein 2 41975 | 52.515 | 4.344.123 8
258 | Insulin-like growth factor binding protein 3 29727 | 84.785 | 4.319.438 4
259 | Heat shock-related 70 kDa protein 2 69977 | 54.082 | 4.306.294 7
260 | Nectin-4 55419 | 50.786 | 4.305.109 8
261 | Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta | 145981 | 52.397 | 4.155.179 9
262 | Collagen alpha-1(XII) chain 332994 | 52.134 | 4.057.914 24
263 | Pyruvate kinase PKM 57900 | 77.534 | 3.982.202 8
264 | Heat shock 70 kDa protein 1A 70009 | 53.188 | 397.785 7
265 | SLAM family member 5 38757 | 66.768 | 3.959.665 3
266 | Cartilage oligomeric matrix protein 79646 | 41.836 | 3.906.679 7
267 | Apolipoprotein A-I 30758 | 54.316 | 3.862.774 7
268 | Complement decay-accelerating factor 49306 | 88.184 | 3.849.826 4
269 | Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 47942 | 72.686 | 383.249 6
270 | Lysosomal acid phosphatase 44482 | 62.212 | 3.758.467 4
271 ?yf:iﬁfs'g;‘t’éeli“ phosphatase non-receptor 54932 | 65361 |3.735.534 | 7
272 | Carboxypeptidase E 53117 | 48472 370.04 6
273 | Ig kappa chain V-I region CAR 11696 | 97.163 | 3.683.212 1
274 | Protein FAM3C 24664 8.395 | 3.646.154 5
275 | Uncharacterized protein 108612 | 67.559 | 3.562.431 4
276 | Opioid-binding protein/cell adhesion molecule | 37983 | 64.805 | 3.490.927 3
277 | Fructose-bisphosphate aldolase B 39448 7.793 | 3.443.256 6
278 | E2F-associated phosphoprotein (Fragment) 23453 | 49.863 | 3.390.288 5
279 | Keratin, type I cytoskeletal 24 55053 | 46.948 | 3.358.482 8
280 | Multimerin-2 104344 | 54.697 | 3.253.368 6
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281 | Dermatopontin 23988 | 45.029 | 3.236.412 4
282 | Granulins (Fragment) 41321 | 60.615 | 3.231.427 5
283 | Di-N-acetylchitobiase 43731 | 61.831 | 3.203.773 4
284 | TOM1-like protein 1 36192 | 47.388 | 3.174.088 4
285 | Growth/differentiation factor 15 34118 9.936 | 3.172.113 4
286 | Cadherin-13 76921 4.585 | 3.157.309 12
287 | Tenascin 210717 | 46.567 | 3.119.397 12
288 | Complement Clr subcomponent-like protein 53464 | 67.808 | 3.083.701 6
289 | Arylsulfatase A 53771 | 56.118 | 3.032.628 6
290 | Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S | 216903 | 60.176 | 3.015.685 16
291 | Gelsolin 82474 | 52.896 | 291.227 10
292 | Thrombomodulin 60289 | 45923 | 2.701.782 4
293 | Cdc42 effector protein 4 37956 4.875 | 2.665.371 6
294 | Maltase-glucoamylase, intestinal 311823 | 50.522 | 2.602.722 24
295 | Elongation factor 1-alpha 1 47852 | 93.691 | 2.535.825 4
296 | Leukocyte receptor cluster member 8 86258 | 95.874 | 2.497.415 3
297 | Nuclear receptor corepressor 2 272652 | 73.008 | 2.495.732 4
298 | Contactin-1 113249 | 55.137 | 2.490.925 12
299 | Homeobox protein TGIF1 (Fragment) 24088 | 92.681 | 2.454.787 4
300 | Carboxypeptidase N subunit 2 60518 | 55.679 | 2.438.337 5
301 | Mannan-binding lectin serine protease 2 75653 5.269 | 2.434.934 9
302 | Ataxin-2 116441 | 86.836 | 2.430.882 2
303 | Protein TSSC1 34831 | 52.617 | 2.429.637 2
304 | Alpha-2-antiplasmin (Fragment) 27805 | 63.252 | 2.375.401 7
305 | 14-3-3 protein beta/alpha 28064 | 45.674 | 2.359.301 2
306 | Protein IGKV1-27 (Fragment) 12703 | 84.683 | 2.330.292 3
307 Mannosyl—oligosaccharide 1,2-alpha- 72922 | 60.132 | 2329193 6
mannosidase IA
308 | Macrophage migration inhibitory factor 12468 | 79.922 | 231.014 4
309 | 14-3-3 protein zeta/delta 19060 | 42.773 | 229.189 4
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310 | Kallistatin 48511 | 75.601 | 2.284.633 6
311 | Uncharacterized protein 140852 | 67.793 | 2.231.845 9
312 | Peroxiredoxin-6 25019 | 59.575 | 2.136.549 4
313 | Gamma-glutamylcyclotransferase 20994 | 48.779 | 2.095.645 5
314 | Napsin-A 45357 | 61.523 | 2.093.628 7
315 | and cental domamsontaimimg poten | 40219 | 86382 | 2085668 | 3
316 | Dynactin subunit 1 139007 | 53.672 | 2.058.382 8
317 | ppinneBl DSTHomo sapiens GNZEENBL 1 39087 | 91479 | 2.008946 | 3
318 | Zinc finger protein 578 (Fragment) 29285 | 64.937 | 1.943.019 3
319 | Desmoglein-2 122217 | 49.541 | 1.938.209 7
320 | 78 kDa glucose-regulated protein 72288 4.875 | 1.937.043 9
321 | Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 44969 | 66.123 | 1.909.923 5
322 | Calbindin 30006 | 45.088 | 1.905.481 5
323 | Ankyrin-2 (Fragment) 188988 | 68.613 190.433 13
324 | Angiopoietin-related protein 2 57068 | 72.773 | 1.891.952 9
325 | Cartilage intermediate layer protein 2 126776 | 81.401 | 1.888.601 12
326 | Lysosomal Pro-X carboxypeptidase 55763 | 67.998 186.658 6
327 | Sushi domain-containing protein 2 90149 | 58.154 | 1.861.875 11
328 | 14-3-3 protein epsilon 29155 | 44.355 | 1.834.724 3
329 | Serine protease inhibitor Kazal-type 5 120636 | 7.938 | 1.801.819 9
330 | Junctional adhesion molecule A 30178 | 79.849 | 1.787.348 5
331 Sli;ila:y neurotrophic factor receptor subunit 40607 | 62.783 | 1.767.241 2
332 | Regulator of G-protein signaling 3 132252 | 58.491 | 1.763.589 9
333 | Fibulin-5 50846 | 44.209 | 1.738.144 5
334 | ATP-dependent RNA helicase DDX55 65149 | 98.071 | 1.732.978 4
335 | 72 kDa type IV collagenase 73834 | 50.947 | 1.681.941 6
336 | Basal cell adhesion molecule 63654 | 56.763 167.025 5
337 | Complement C3 187029 | 59.648 | 1.660.271 18

64



338 | Sorting nexin-4 51876 5.606 | 1.641.741 4
339 | Transcription elongation factor A protein 2 33579 | 94.468 163.882 7
340 | Chondroitin sulfate proteoglycan 4 250379 | 5.127 162.68 15
341 | Fatty acid-binding protein, liver 13799 | 50.508 | 1.625.324 2
342 | PITH domain-containing protein 1 24162 5376 | 1.617.165 2
343 | Keratin, type I cytoskeletal 9 62026 | 49.585 | 1.601.223 7
344 | Protein Daple 228088 | 58.081 | 1.596.861 6
345 | MTSS1-like protein (Fragment) 14744 | 58.535 159.081 1
346 | UPF0764 protein C160rf89 48787 | 55.854 | 1.588.499 6
347 | Protein delta homolog 1 41272 | 53.071 | 1.583.108 4
348 | Thrombospondin-1 129299 | 45.278 | 1.575.103 12
349 | Lysyl oxidase homolog 1 63070 | 72.363 | 1.571.066 7
350 | Nucleolar protein 3 (Fragment) 15012 | 47.241 | 1.562.827 1
351 | Myosin light chain kinase, smooth muscle 210581 | 57.671 | 1.537.992 7
352 | Plasminogen 90510 | 69.097 | 1.506.552 5
353 | Dipeptidyl peptidase 1 51820 | 65.508 | 1.505.356 6
354 | Protein HEG homolog 1 147368 | 57.495 | 1.502.342 9
333 ilrillc)’lsli(;[g:)l?ggiiziﬁi{%ii&:Lisiﬁlisphate kinase 2 144270 | 78.706 | 1.496.796 12
356 | C-type lectin domain family 14 member A 51602 | 59.326 146.664 4
357 | Sialic acid-binding Ig-like lectin 7 51110 | 69.287 | 1.453.101 3
358 (Slfrr;g‘fl/l?;f)omne'pmtem kinase Sgkl 16098 | 53.701 | 1.440.428 3
359 | Myotilin 55360 | 92.417 | 1.435.882 7
360 | Cadherin-related family member 5 88073 | 45.967 142.705 3
361 (TFf;gI?é’éﬁf) protein 1 subunit gamma 30741 | 65229 | 1.411.253 4
362 | Serpin B13 45258 | 54.653 | 1.401.173 5
363 | SPARC-like protein 1 75161 | 45.264 137.389 7
364 | Uncharacterized protein C160rf46 43390 | 85.298 | 1.371.633 2
365 | Galectin-3 26136 | 88.755 | 1.371.028 2
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Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase 2

366 (Fragment) 13400 | 9.605 | 1.367.861 3
367 | Collagen alpha-1(XVIII) chain 178076 | 55.957 | 1.030.888 7
368 | Chromogranin-A 50657 | 43.857 | 1.014.203 5
369 | Zinc finger protein 227 91973 | 88.521 98.41 9
370 | Fibulin-1 78276 | 50.698 92.16 8
371 | Tumor suppressor p53-binding protein 1 213440 | 44.297 | 710.355 18
372 | Son of sevenless homolog 2 152881 | 63.853 687.739 10
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Tablo 6.7 In-Sol 6rneklerinde bulunan proteinler

pl PLGS | Peptidle
Tanim mW (Da)
(pH) Skoru r

1 Period circadian protein homolog 2 136493 60.146 | 9.432.396 17
2 Eukaryotic initiation factor 4A-11 10798 5.395 | 6.302.249 3
3 Uromodulin 69714 48.823 | 6.108.812 27
4 Microtubule-associated protein 2 199402 46.318 | 5.516.055 26
5 Serum albumin 69321 58.608 | 5.372.054 14
6 Kinesin-like protein KIF20A 100215 64.805 441.46 15
7 Cohesin subunit SA-3 138945 50.728 | 3.673.479 10
8 Alkaline ceramidase 3 5871 39.316 | 3.537.513 2
9 Integrin beta-1 88356 50.977 | 3.336.072 17
10 | Protein FAM9A 37316 46.274 | 3.307.426 6
11 | Zinc finger protein 532 141606 86.528 | 3.282.615 21
12 | High mobility group nucleosome-binding

domain-containing protein § 31505 43.037 | 3.172.533 16
13 | Tetraspanin-5 30317 4396 | 3.125.841 6
14 | Putative uncharacterized protein encoded

by LINC00696 16888 46.919 | 277316 7
15 | Translocon-associated protein subunit alpha 33866 43.828 | 2.492.372 4
16 | TM2 domain-containing protein 3 27100 79.395 | 2.452.299 7
17 | ATP-dependent RNA helicase DDX3X 15022 76.245 | 2.329.474 7
18 | Latent-transforming growth factor beta-

binding protein 4 173319 51.138 | 1.359.605 36
19 | Laminin subunit beta-1 197907 4.645 | 1.274.347 37
20 | Palladin 150470 66.636 | 1.147.256 13
21 | Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic 53131 57.803 | 996.259 9
22 | Laminin subunit alpha-4 202439 5.814 779.301 23
23 | Ubiquitin-associated protein 2-like 113558 62.051 | 764.272 14
24 | Pecanex-like protein 2 237124 62.842 | 721.299 26
25 | Dedicator of cytokinesis protein 9 237603 75.498 | 442.463 23
26 | Calpain-15 117239 62.549 | 391.993 15
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7. TARTISMA VE SONUC

Genomiksdeki ileri teknoloji insan hiicrelerini ve kanserdeki degisimi
anlamaya firsat saglamis ancak bir tantya goétiirememistir. Giinlimiizde genomiksteki
ileri teknoji proteomiksde de yakalanmigtir ve bu alanda g¢aligmalar hizla

ilerlemektedir.

Kiitle spektrometresi gibi yiiksek hacimli proteomiks teknolojilerindeki
gelismeler hiicredeki protein seviyelerindeki degisiklikleri topluca gostermektedir.
Proteinler genlerin fonksiyonel birimleri oldugu i¢in bu analizler ile ortaya konulan
farkliliklarin hastalikla dogrudan iligkili oldugu kabul edilmektedir. Ciinkii DNA
transkripsiyonu ve ardindan gelen mRNA translasyonu ile sentez edilen protein,

translasyon sonrasinda da cesitli degisikliklere ugrayabilmektedir.

Bu nedenle kanser ¢aligmalarinda proteomiks analizleri ile elde edilen yeni
biyobelirteglerin hastaliga daha 6zgiil olabilecegi ¢esitli calismalarda bildirilmektedir.
Ancak bu teknoloji ile dokuda goriilebilen binlerce protein arasinda normal ve kanserli
protein farkini tespit etmek, karakterize etmek proteomiks bilimcilerini bir hayli
mesgul etmektedir. Giiniimiizde bu durumu daha iyi kavrayabilmek i¢in sistem
biyolojisi gibi yeni alanlar gelismeye baslamistir. Teknoloji odakli olarak calisan
proteomiksin halkin sagligina katkida bulunacak duruma gelmesi i¢in ¢ok kapsamli ve
planli caligmalara ihtiyag vardir. Giiniimiizde proteomik teknolojisi kanser hastalarinin

teshisi ve tedavisi i¢in iimit verici bir alan gibi goriinmektedir (20).

Proteomiks olarak isimlendirilebilecek ilk protein c¢aligmalari 1975 yilinda

2-D jelin tanitilmasi ile birlikte O’Farrel, Klose ve Scheele tarafindan yapilmistir (16).

Oh ve ark, insan {iriner protein preperatlariyla ilgili zorluklarin, idrarin protein
konsantrasyonunun diisiik olmasi ve proteinlere veya glikozaminoglikan gibi diger
interfere edici molekiillere sikica bagli olan tuzlarin varligindan ileri geldigini

belirtmislerdir (43).
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Interfere edici molekiilleri uzaklastirmak amaciyla idrar érneklerinin diyaliz
edildigi daha yakin tarihli bir ¢aligmada, cinsiyete bagli olarak gdriilebilecek protein
spotlarini engellemek amaciyla 20 farkli erkek ve 20 farkli kadindan alinan idrar
ornekleri karistirilarak havuz olusturulmug ve toplamda 113 protein tanimlanmigtir

(43).

Molekiil agirligi 30 kDa'dan diisiik olan proteinleri biiyiik proteinlerden
ayirarak zenginlestirmek (enrichment) amaciyla protein fraksinasyon stratejisi
tasarlanmistir. Albiimin ve Immiinglobulin G (IgG) gibi yiiksek miktarlarda bulunan
biiylik proteinleri uzaklastirmak i¢in immunoafinite subtraksiyon kromatografisinin
kullanildigi ve daha sonra 2-D PAGE ile ayristirilip MS ile analiz edildigi ¢alismada
yaklasik 150 protein tantmlanmaistir (85).

Bagka bir calismada saglikli kisilerin idrarindaki protein ve peptidleri
tanimlayabilmek amaciyla kapiller elektroforez ve ESI-TOF MS birlestirilmis ve 247
polipeptitten olusan "normal idrar polipeptid yapisi" diye isimlendirdikleri yap1
bulunmustur (86). Ayni sekilde Schaub ve ark. insan idrar profilini elde etmek i¢in
SELDI-TOF MS kullanmiglardir. Her iki calismada da protein tanimlamasi
yapilmamustir (87).

Daha yakin zamanlarda 3 farkli ayirma yaklagimi ile insan idrar proteomu
analiz edilmistir. Idrar proteinleri aseton ile presipite edilmis, ayristirilmis ve 3 farkl
yaklagimla analiz edilmistir, 1-DE+1-D LC/MS/MS, direkt 1-D LC/MS/MS, and 2-D
LC/MS/MS. Toplamda 226 idrar proteini tanimlanmistir. Bunlarin 171 tanesi
proteomik yaklagimla ilk kez tanimlanmistir i¢lerinde 4 tanesi de sadece erkeklere

spesifiktir (88).

Konsantrasyon/esitleme teknigi ile yapilan bir ¢alismada hekzamerik peptid
ligandi kiitiiphaneleri ile kapli boncuklar (beads coated with hexameric peptide ligand
libraries) kullanilmis ve insan idrarinda 383 protein bileseni tanimlanmistir. Bu
boncuklar numunede bulunan tiim protein spektrumlarini yakalayarak, en baskin
proteinlerin seviyesini biiyiik oranda azaltirken seyrek ve nadir bulunan proteinlerin

konsantrasyonunu arttirir (89).
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Adachi ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, protein ayristirmasi ve fraksiyonlamasi
icin tek boyutlu Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid (SDS-PAGE) Jel Elektroforezi
ve Ters-Faz Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (RP-HPLC) kullanmislar ve
fraksiyonlanan proteinleri in-Gel veya In-Sol metodu ile peptidlerine parcalayarak
Lineer Iyon-Trap-Fourier Transform (LTQ-FT) ve Lineer Iyon-Trap Orbitrap (LTQ-
Orbitrap) Kiitle Spektrometreleri ile analiz etmiglerdir. Bu yontem ile insan idrarinda

1453 protein tespit etmislerdir (38).

Jedinak ve Ark. PCa ve BPH hastalarinin idrarinda farkli olarak eksperese
edilen proteinleri tanimlamak amaciyla iTRAQ LC/LC/MS/MS ile kantitatif analiz
yapmiglardir. 83 BPH ve 90 PCa hastasinin dahil edildigi ¢alismada iTRAQ ile ii¢
protein (B2M, PGA3 ve MUC3) tanimlanmis ve immunoblot analizlerle valide
edilmistir. PCa hastalariin idrarlarinda bu proteinlerin konsantrasyonlarinin anlamli

olarak arttig1 belirtilmistir (49).

Theodorescu ve ark, tarafindan yapilan bir ¢aligmada PSA’s1 referans araligin
iistiinde ¢ikip PCa siliphesiyle biyopsi yapilan fakat sonuglar1 negatif ¢ikan 35 hasta ve
PCa’l1 51 hastanin idrar1 CE/MS ile incelenmis ve 12 yeni biyobelirte¢ tanimlanarak
valide edilmistir. Alikodlanmis ve analiz edilinceye kadar -20°C’de muhafaza edilmis
idrar orneklerinden 0,7 mL’si ¢ozdiiriilmiis ve yiiksek molekiil agirlikli proteinleri
uzaklastirmak i¢in Centrisart ultracentrifugation filter devices kullanilarak 3000 rcf’de

santrifiij edilmistir (90).
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Tablo 7. idrar proteom profili ¢aligmalar:

Literatiir | Aragtirmaci Metod Idrar Protein Profili
1979, And
9 > Anderson 2-D Protein spotlar1 goriilmiis
ve ark.
10 1982, Edwards ve ».D Bazi major idrar proteinleri
ark. goriintiilenmis
1 1995, Bueler ve »-D PAGE Uyurr.llu antikoru bulunan
ark. proteinler tanimlanmis
12 1996, Marshall ».D Protein spotlar goriintiilenmis fakat
ve Williams tanimlanmamis
13 1997, Heine ve HPLC-ESL-MS 34 peptid ve protein fragmanti
ark. tanimlanmig
2001, Spah
14 ark > Spalit ve LC-MS/MS 124 protein fragmani tanimlanmis
2002,
15 Thongboonkerd 2-D PAGE 47 protein tanimlanmis
ve ark.
2003, Wittk
63 ark P CE-ESI-TOF-MS 247 protein fragmani tanimlanmis
43 2004, Oh ve ark | 2-D LC-MS/MS 113 protein tanimlanmis
2004, Pi
62 ark > JAeperve 2-D MS 150 protein tanimlanmig
2004, Sch
64 a?l? » Schaub ve SELDI-TOF Protein tanimlanamamig
1-D LC-MS/MS
1-D+1-D LC-
65 2005, Sun ve ark. MS/MS Toplam 226 protein tanimlanmig
2-D LC-MS/MS
2005, Castagna 2-D PAGE, SELDI, Lo )
t 1
66 ve ark. FT-ICR-MS 383 protein bileseni tanimlanmis
2006, Adachi ve | LTQ-FT, LTQ- :
14 t
38 ark. Orbitrap MS 53 protein tanimlanmis
2008
’ Toplam 14 lipepti
67 Theodorescu ve CE/MS oplam 1459 polipeptid
tanimlanmis
ark.
4 2015, Jedinak ve | iTRAQ PrCO? ii‘ zi?zzzissyon‘; l?gtan 3
ark, LC/LC/MS/MS prote ¥ vevalde
etmigler

Normal insan idrar proteomunu agiklayabilmek i¢in kullanilan 2-D PAGE, LC-

MS/MS ve diger ¢esitli cihaz konfigiirasyonlar: ile yapilan ¢aligmalar bu bolimde
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kronolojik olarak kisaca 6zetlenmistir. Metodun numune hazirlama asamasina baglh

olarak tartigilacagi kisim ise asagidadir.

7.1. Numune Hazirlama Asamasi ile ilgili Tartisma

Protein presipitasyonu makromolekiillerin izolasyonu i¢in siklikla kullanilan
bir saflastirma prosediiriidiir. Proteinlerin denatiirasyonu ve presipitasyonu asir1 iyonik
kuvvet, ¢ok diisiik pH ya da yiiksek konsantrasyonda organik c¢oziicli iceren
sollisyonlarda gercgeklesir. kullanilan ayiraglar genellikle amonyum siilfat (3M
konsantrasyonda tuzlar1 uzaklastirmak i¢in kullanilir), trikloroasetik asit (TCA,
%5'den (w/v) yliksek konsantrasyonlarda kullanilir) ve c¢esitli organik coziiciilerdir
(son konsantrasyonlar1%50'den (v/v) yliksek olacak sekilde etanol, aseton, asetonitril,
kloroform, metanol ve izopropanol). Presipitasyon metodunun se¢imi dncelikli olarak
kullanilacak analitik prosediire baglidir. Organik ¢oziiciiler ¢ok yiiksek verim saglar
ancak bazilar1 (metanol, asetonitril) toksiktir, kloroform (bu da toksiktir) gibi bazilari

ise karigik bir presipitasyon metoduna sahiptir (91).

Lee ve ark, 4 temel protein ekstraksiyonu metodunu Bradford testi ile
incelemislerdir.  Bunlar  etanol  presipitasyonu, vakum  santrifligasyonu,
mikrosantrifiigasyon ve ters faz trap kolonudur. Tanimlanan protein ve peptid sayilar
ile LC-MS'den gelen kiimiilatif spektral sayimlar1 kiyaslandiginda ise bu dort metod
arasinda anlamli bir farklilik olmadigi goriilmistir (92). Bu nedenle protein
ekstraksiyonu i¢in uygun bir yaklagim segerken metod disinda g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken teknik maliyet, hiz ve downstream protokollerine uyumluluk

gibi bagka faktorler de goz ontinde bulundurulmalidir (93).

Tantipaiboonwong ve ark’larinin yaptig1 bir calismada ultrafiltrasyon ve dort
farkl1 presipitasyon yontemi, idrar proteomiksi i¢in en iyi numune hazirlama
metodunun bulunmasi amaciyla kiyaslanmis ve su sonuca ulasilmistir. Ultrafiltrasyon,
aseton presipitasyonu ve ACN/TCA (Asetonitril/Trikloroasetik asit) presipitasyonu
arasinda sonug¢ profili acisindan ¢ok bir fark goriilmemis, benzer olduklar

goriilmiistiir. Fakat tersine metanol/kloroform/su presipitasyonu ve TCA/aseton
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presipitasyonu sonucunda daha az protein goriilmiis ve hatta bazi piklerin de

kayboldugu goriilmiistiir (94).

Bu sebeple biz maliyet agisindan da uygun bir yontem olan aseton
presipitasyonu yapmay1 sectik. Diyalize idrardaki proteinler aseton ile presipite
edilerek interfere edici ajanlar uzaklastirildi. AmBIC ile yikanip, vacuufuge ile
kurutuldu ve ¢6zdiirme islemi yine AmBIC ile yapildi (The UCLA Molecular
Instrumentation Center., 2016) (95).

Biyolojik materyallerden ekstrakte edilen proteinleri MS tabanli proteom
analizlerine uygun peptidler haline getirmek i¢in iki temel metod vardir. Birincisi
proteinlerin deterjanlarla ¢ozdiiriilmesi, SDS-PAGE ile ayristirilmasi ve jelde tutulmusg
proteinlerin sindirilmesi esasina dayanir (‘in-gel’ digestion). Ikinci metotta ise deterjan
maddeler kullanilmaz. iire ve tiolire gibi giicli kaotropik ayiraglar, protein
presipitasyonu ve denatiire edici kosullar altinda proteinlerin sindirilmesi esasina
dayanir (‘in-solution’ digestion). Bu nedenle SDS'in uzaklastirilmasi proteomiks
analizlerde kiitle spektrometresinin etkinligi i¢in Onemlidir. Wis niewski ve
arkadaglarinin 2009 yilinda buldugu bir yonteme gére membran proteinleri 8 M iire
icinde jel filtrasyonu ile deterjanlardan tamamiyla uzaklastirilabiliyor ve bu sayede
¢oziinebilir proteinler olarak etkin bir sekilde analiz edilebilirler. Bu temel prensibe

gore hazirlanan FASP kiti ile protokole gore calisildi (83).

7.2.  Idrarin Toplanmasi ve Saklanmasi ile Ilgili Tartisma

Orta idrarin toplanmasi neredeyse tiim idrar analizleri i¢in standart kabul
edilmektedir. Erkeklerde ilk ve orta idrar arasinda belirgin bir farklilik gézlenmezken
muhtemelen bakteriyel kontaminasyona bagli olarak kadinlarda ilk ve orta idrar
arasinda Oonemli farkliliklar (varyasyonlar) vardir (87). Yapilan g¢aligmalarda da
kadinlardan alinan idrar 6rneklerinde cilt kaynakli yaklasik %40 oraninda bakteriyel

kontaminasyon oldugu bulunmustur (96-97).
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Zerefos ve Vlahou, 4°C'de 24 saatlik depolamanin protein profilinde bazi
degisikliklere sebep oldugunu bu nedenle en fazla 6 saate kadar bekletmenin daha iyi

olabilecegini bildirmislerdir (91, 93).

Idrar &rneklerindeki ¢oklu dondurup-¢ozdiirme sikluslarinin idrar proteomu
iizerindeki etkileri baska bir endise kaynagidir. Schaub ve ark, SELDI-TOF-MS
kullanarak yaptiklar1 g¢aligmada 1-4 kez dondurup-¢ézdiirmenin idrar proteom
profilinde belirgin bir farkliliga sebep olmadigini1 fakat besinci dondurup-¢ozdiirme
siklusundan sonra baz1 zay1f piklerin yogunlugunu kayboldugunu gostermislerdir (87).
Fiedler ve ark, SELDI-TOF-MS kullanarak yaptiklar1 ¢alismada kiitle sinyallerinin
baz1 goreli yogunluklarinin degistigini buna karsin tekrarlayan dondurup-¢ozdiirme
sikluslarinda baska 6nemli bir varyasyon saptanmadigini gostermislerdir (98). Buna
ek olarak 4-7 dondurup-¢o6zdiirmede bazi iiriner protein diizeylerinin degistigi
Thongboonkerd tarafindan bildirilmistir (81). Bu bulgularin tutarsizligi ¢alismalarin
teknik ve biyolojik tekrarlarnin yetersizligiyle agiklanabilir. Sonug olarak deney

siirecindeki hatalar1 en aza indirmek icin klinik idrar 6rneklerinde ¢oklu dondurup-

¢cozdiirme sikluslarindan 6nlemek daha giivenilirdir (93).

7.3.  Kanserde Idrar Proteomiksi ile Tlgili Tartisma

Urolojik kanserlerde tiimdrden direk salinan {iriinlerin dogrudan idrara gegmesi
ve dolayisiyla bunlar yiiksek konsantrasyonlarda icermesi sebebiyle idrar, ¢ok
kullanish bir biyostvidir. Idrar proteomiksi kullanilarak iirolojik mesane kanseri, renal
hiicreli karsinom, transisyonel hiicreli karsinom, prostat kanseri gibi maliniteler

incelenmistir.

Erken proteomik ¢alismalarda, Rasmussen ve ark, mesanenin skuamoz hiicreli
karsinomu (SCC) hastalarinin idrarinda 2-D PAGE ile ayristirdiklart proteinleri MS
ile analiz etmisler ve 124 polipeptid tanimlamiglardir (tekrarlanan birka¢ varyantla)
(n=50). Tanimlanan proteinlerin ¢ogunlugu baskin proteinler olsa da sadece 1 tanesi,

psoriasin SCC hastalarinin idrarinda farkli olarak goriilmiistiir (99).

Saglikli kontrol (n=34) ile mesanenin transisyonel hiicreli karsinomu (TCC)
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hastalarinin (n=30) idrarlar1 SELDI-TOF MS ile kiyaslanmig ve coklu protein
degisiklikleri saptanmistir. Potansiyel TCC biyobelirteci olabilecek 5 protein ve 7
protein kiimesi tespit edilmistir. Bunlarin kombinasyonunun TCC tanisi ig¢in
hassasiyeti %87 ve oOzgilligli ise %66 olarak bulunmustur (100). Bu TCC
biyobelirteglerinden biri olan defensin (2,4 kDa) ayrica mesane kanserinde de
tanimlanmistir. Mesane kanserli (n=40) ve goniilli saglikli kontrollerin (n=32)
idrarlarinda 2-D PAGE ile yapilan g¢aligmada ekstraseliiler matriks ve matriks
metalloproteinazlara odaklanilmistir. Mesane kanserli hastalarin idrarinda kontrol
grubundan  farklt olarak matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9), fibronektin ve bunlarin fragmanlari tanimlanmistir. Bu
proteinlerin sadece toplam miktar1 degil ayrica jel {izerindeki dagilim modeli de
histopatolojik degerlendirme ile teshis edilen invasyonun derecesi ile eslesmistir

(101).

Uretelyal karsinomali hastalarin (n=31), saglikli kontrol grubunun (n=11) ve
non malign genitoiiriner hastalarin (n=138) idrarlar1 kapiller elektroforez ve kiitle
spektrometresi (CE-MS) ile analiz edilmistir. 22 polipeptid kiitlesinden olusan tanisal
ireteryal karsinoma paterni tespit ettiler. Maskelenmis degerlendirmede, bu
polipeptitlere dayanan tahmin modelleri, iirotelyal karsinomanin tiim Orneklerini
(%100 duyarlilikta) ve saglikli 6rneklerin tiimiinii (%100 6zgiilliikkte) dogru olarak
siniflandirmustir. Uretelyal karsinom icin tanisal paternden belirgin bir polipeptid olan
fibrinopeptid A tanimlanmistir. Fibrinopeptid A yumurtalik ve mide kanserinde

kullanilan bilinen bir biyo belirtegtir (102).

Prostat kanserinde Oncii iiriner proteom c¢alismalarindan biri 2-D PAGE ile
yapilmustir. Prostat kanseri i¢in aday bir biyobelirte¢ olan Prostat Kanser Antijeni
(PCA-1) tanimlanmistir. Bu protein hakkinda daha sonra yapilan dogrulayici bir
calisma bulunmamaktadir (11). Rehman ve ark, prostat kanserli (n=6) ve benign
prostatik hiperplazili (n=6) hastalarin prostat masajindan sonra alinan idrarlarini 2-D
PAGE ve MALDI-TOF MS ile analiz etmislerdir. Prostat kanserli bazi hastalarin
idrarinda kontrol grubundan farkli olarak Kalgranulin B/MRP-14 tanimlanmuistir.
Fakat bu proteini, prostat kanseri i¢in olas1 bir biyo belirte¢ olarak ele almak icin ek

aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (103).
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Universitesi <
Istanbul ¢
Dog. Dr. Hanefi OZBEK Farmakoloji | Medipol eX kO |ed (vl |eX | v .
Universitesi
. Istanbul
Yrd.'Dog. Dr. Sibel Psiko-onkoloji | Medipol 0 kX [0 1R |0 | 1R
DOGAN o
Universitesi
. istanbul
Yrd. Dog. Dr. Devrim : J > > .
TARAKCI Esgoterapi Medipol | & X (x0O e |uX |e0d |uX
Universitesi
¢ . . istanbul &
Yrd. Dog. Dr. Ilknur Histoloji ve ) . " . -
KESKIN Embriyoloji | Medipol 1 EL] kB D] B eRd ) nl] 1
Universitesi
istanbul
Og;(;dr. %r l;/lellll(met Biyoteknoloji | Medipol eX (kO |ed |ulX [l | v
ikmet UCIS Universitesi

* :Toplantida Bulunma
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10. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adr Feyza Soyadi Bayramoglu
E-mail fbayramoglu@medipol.edu.tr
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans
Lisans istanbul Medipol Unv. / Saglik Bilimleri 2014
Faklltesi Beslenme ve Diyetetik Béliimi
Lise Ozel Arda Asalet Lisesi 2009
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Yil — Yil)
Stajyer diyetisyen Medipol Mega Hastaneler 12.2013-02.2014
Komp.
Stajyer diyetisyen Bagcilar Egitim ve Arastirma | 02.2014-05.2014
Hast.
Biyokimya Laboratuvari / Istanbul Medipol 02.2015-09.2015
Asistan Universitesi/Biyokimya ABD
Biyokimya Laboratuvari / Istanbul Medipol 09.2015-
Aragtirma Gorevlisi Universitesi/ Biyokimya
ABD
Yabanci Dilleri Okudugunu Konusma Yazma
Anlama
Ingilizce Iyi Iyi Iyi
Sayisal Esit agirhk Sozel
ALES Puam 78 74 59
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Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma Becerisi

Microsoft Office Programlari

Cok iyi

Sertifikalar
Istanbul Medipol . s .. oo
Universitesi Is Saglig1 ve Giivenligi 2016
Istanbul Medipol Pratik istatistik Kursu SPSS | 2016
Universitesi
: . Kok Hiicre Calismalarinda
Sem Bio Technologies Kullamlan Teknikler 2016
Marmara Universitesi 5.Ko6k Hiicre Sempozyumu 2016
Istanbul Medipol Deney Hayvanlar1 Kullanim 2015
Universitesi Sertifikas1
3.Ulusal Saglikli Yasam
Ankara Universitesi Sempozyumu Kardiyoloji 2013
Diyetisyenligi Kursu
Istanbul Medipol Cocukluk ve Ergenlik 2013
Universitesi Doneminde Beslenme Kursu
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