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OZET

Parkinson Hastaligi’na sahip bireylerde serum kokenli olas1 biyomarkerlarin LC-

MS/MS kullanilarak incelenmesi ve tanimlanmasi

Amac: Parkinson hastalarindan aliman kan serumu oOrneklerinin, hastaligin tanisin
kolaylastiracak proteinlerin tanimlanmasi1 amaciyla, LC-MS/MS proteomik yo6ntemi
kullanilarak incelenmesi amag¢lanmustir.

Yontem: parkin geni mutasyonlarina sahip Parkinson Hastalar ile saglikli bireylerden
alinan serumlarda bulunan yiiksek miktardaki proteinler afinite kolon yardimiyla
uzaklastirildi. Protein ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen triptik peptitler, etiketsiz
bottom-up ters faz LC-MS/MS proteomik yontemi ile proteinlerin ekspresyon farkliliklar
analizinde kullanildi. Peptidlerin kantifikasyonu MS ile yapilirken, MS/MS ile

fragmentlerine kadar parcalanmasina izin verilerek aminoasit dizileri tanimlandi.

Bulgular: istatiksel olarak ekspresyon farkliliklari anlamli olan 97 farkli protein
tanimlandi ve proteinlerin serum igindeki miktarlar1 6lgiildii. Progenesis yaziliminda
tanimlanan  proteinlerdeki ekspresyon farklilhiklar1 IMPalLA yolak analizi ile

degerlendirildi.

Sonug¢: Serum biyomarker kaynagi olarak kullanilan bir biyolojik sividir. HPLC serumda
fazla miktarda bulunan proteinlerin uzaklastirilmasi igin, LC-MS/MS ise protein
ekspresyon degisimlerini gostermek i¢in kullanilacak yontemlerin basinda gelmektedir.
Buldugumuz proteinlerin yalnizca 11 tanesinin daha 6nce literatiirde Parkinson hastaligi ile
iligkisi oldugu saptanmustir. Geriye kalan 86 proteinin PH ile baglantis1 olabilir ve olasi

biyomarker olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Serum, LC-MS/MS, Parkinson Hastalig1



ABSTRACT

The investigation and identification of possible serum biomarkers in patients with

Parkinson’s Disease via LC-MS/MS analysis

Aim: In order to facilitate the diagnosis of the Parkinson’s Disease, investigation of the blood
serum samples of Parkinson Disease patients by using LC-MS/MS as a proteomic research

tool was aimed.

Yontem: High —abundant serum proteins were immunodepleted from serum samples which
were obtained from healthy people and Parkinson patients who carry mutations on their
parkin gene with affinity colon. The tryptic peptides that were obtained from protein
extraction were used in protein expression analysis by using Label-free bottom-up RP LC-
MS/MS method. The quantification of the peptides was carried out by MS analysis and the
identification of their aminoacid sequences was achieved by MS/MS analysis.

Findings: It was observed that statistically meaningfull expression difference in 97 different
proteins and amount of them in the serum samples were quantified. The differences in protein

expression defined in Progenesis software was evaluated by Impala pathway analysis.

Results: Serum is a biological fluid that used as a biomarker source. HPLC is a commonly
used to remove the high-abundant proteins in the serum while the protein expression
difference can be observed by performing LC-MS/MS analysis. The associations of 11
proteins which in the differently expressed 97 proteins that we analyzed with Parkinson
Disease. The other 86 ones may also be associated with the disease and they are candidate

biomarkers.

Keywords: Serum, LC-MS/MS, Parkinson’ s Disease
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1. GIRIS

Parkinson hastaligi, Avrupa’ da 1.2 milyon insan1 ve Amerika’ da 1 milyon insani
etkilemektedir ve bu saymin bat1 popiilasyonlarinda 2030 yilina kadar iki katina ¢ikacagi
beklenmektedir (Olesen ve ark, 2012; Thomas ve ark, 2007; Dorsey ve ark, 2007).
Ilerleyen teknolojiye ragmen su an igin tedavisi olmayan PH toplumu ekonomik ve sosyal
olarak olumsuz etkilemektedir(Dorsey ve ark 2013; Kowal ve ark 2013; Wimo ve Prince
2010).

Proteomik ¢aligmalar PH’ nin molekiiler mekanizmasini anlamak ve erken teshis i¢in
biyomarker gelistirmede kullanilmaktadir (Xie ve ark., 2011; Mila ve ark., 2009; Rite ve
ark., 2007). Kolay, ucuz ve ¢ok miktarda elde edilebilirligi ve protein icerigi bakimindan
zengin olmasi serumu biyomarker c¢alismalart i¢in ideal bir biyolojik sivi haline

getirmektedir.

Gilinlimiizde yasam kalitesini artirmak i¢in ilerleyen teknolojiye ragmen PH’nin altinda
yatan mekanizmalarin ¢oziilememesi uygun biyomarker gelistirilememesine, hastaligin
teshisinin ve tedavisinin erken fazlarda belirlenememesine yol ac¢maktadir. Tez
calismamizda, biyolojik sivi ve doku gibi 6rnek c¢esitlerinden proteinlerin tanimlama ve
6l¢iimiiniin dogru ve hizli yapilmasina imkan sagladigi ve protein profili incelendiginde
degismeyen veya bozukluga ugrayan proteinleri (Shi ve ark, 2009) gosterdigi i¢in LC-
MS/MS protemik yontemi uyguladik.

1.1. Amac ve kapsam

Insan proteomunun en kompleks igeriklerinden birini olusturan serum proteomu
herhangi bir hastalik durumunda bireyde gozlenen patolojik ve fizyolojik degisimleri
protein diizeyinde yansitmaktadir (Thadikkaran ve ark, 2005).

Bu calisma kapsaminda amacimiz Parkinson hastasi ve saglikli oldugu bilinen
bireylerde serum proteomunu karsilastirmakti. Hasta ve kontrol grubu proteomunun
belirlenmesi i¢in ilk olarak serumun i¢inde ¢ok fazla miktarda bulunarak diisiik miktardaki
olas1 biyomarkerlarin belirlenmesini engelleyen yiiksek miktardaki proteinlerin HPLC ile
uzaklastirilmasi saglandi, elde edilen protein ekstrakti tripsin enzimi aracilifiyla peptid
karisimi haline doniistiiriildii. Protein ekspresyon farkliliklar1 RP- LC-ESI-qTOF-MS/MS
ile belirlendi. Elde edilen istatistik veriler olas1 serum biyomarkerlarini tanimlamak igin

kullanildi.



1.2. Hipotezler

Serebrospinal sivi dejenerasyona ugrayan beyin yapilarina yakin oldugu ig¢in
norodejeneratif hastaliklari anlamada teshis kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Ancak
hasta kisilerden Lumbar puncture ile serebrospinal siviy1 elde etmek kolay degildir ve her
giin yaklasik yarim litre serebrospinal sivi kana ge¢gmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda,
hasta ve kontrol grubu arasinda Parkinson hastaligina iliskin serumda bulunan protein ifade
farkliliklarinin degisecegini ve bu degisimde rol oynayan proteinlerin hastalik siirecinde

biyomarker olarak kullanilabilecegini ileri siirdiik.



2. GENEL BILGILER

2.1.Parkinson Hastahg

PH, AH’ ndan sonra en yaygin goriilen ikinci ndrodejeneratif hastaliktir (Gardner
2010; Ruipérez ve ark., 2010) ve hareketlerde yavaslama, kas sertligi, titreme ve durus
bozuklugu ile karakterize edilir (Holt ve ark., 2010). Hastaligin erken baslangi¢chh PH ve
gec/ileri baslangigli PH olmak tizere iki ¢esidi vardir. Erken baslangigli PH idiyopatik PH
olarak adlandirilirken geg/ileri baslangi¢li PH ailesel olarak adlandirilmakta ve hasta
kisilerin % 85 ini olusturmaktadir (Simunovic ve ark., 2009). Hastaligin baslangi¢ yasi 60
olarak diisiiniilse de bu spektrum oldukga genistir bazi bireylerde 20 yas 6ncesi bazilarinda
90 yasindan sonra goriilmektedir (Schrag ve ark., 1998; Bower ve ark., 1999). 1994 den
2008’ e kadar yapilan ¢aligmalar géz dniine alindiginda diinya ¢apinda yaklasik 6.3 milyon
insan PH’ne yakalanmistir. Endiistrilesmis toplumlarda Hastaligin yayginligi tiim
popiilasyonun %3’i ve 60 yas {stii kisilerde ise %1 olarak kabul edilmektedir (Nussbaum
ve Ellis 2003) ve calismalarin ¢ogunda erkeklerde daha yiiksek oranla goriilmektedir
(Mayeux ve ark., 1995; Hofman ve ark., 1998). Olas1 bir ihtimal steroid hormonlarin
norolojik olusumlart azaltarak kadinlart korudugudur (Alves ve ark., 2009). Genel
poplilasyonla karsilagtirildiklarinda 6zellikle 50 yasindan dnce gelismeye baslayan erken
baslangicli Parkinson hastaliginda hastalarin yasam siiresi oldukc¢a kisadir ancak baslangic

yasi artig1 i¢in bu farkliliklar gittikge kiigiiliir (sekil 2.1.) ( Ishihara ve ark., 2007).
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Sekil 2.1. : Parkinson hastasi bireylerin ortalama yagam siiresi (van der Made, 2011)

Oliim oranindaki artis hastalik siiresi, cinsiyet farklilgi (erkek cinsiyeti), durus
bozuklugu, yiirliylis zorlugu ve demansin gelismesi ile iliskilendirilmektedir (Lo ve ark.,
2009; De ve ark., 2005). Hastaligin teshisinden sonraki yillarda bilissel bozuklugun ve
haliisinasyonlarin 6liim riskini artirdigi bilinmektedir (Lo ve ark., 2009). Malignansi,
iskemik kalp hastalig1, serebrovaskuler hastaliklar ve zatiirre Parkinson hastalarindaki en
yaygin 6liim sebepleridir (Lo ve ark., 2009; Ben-Shlomo ve Marmot 1995; Hely M A ve
ark., 1999; Fall P A ve ark., 2003; Diez Gross R ve ark., 2008; Pennington ve ark., 2010).

2.2. Parkinson hastahgimin semptomlari ve ilerleyisi

PH farkli donemlerden meydana gelmektedir. Baslangi¢ doneminde, 6grenme, hafiza,
planlama ve problem ¢dzme yeteneklerinde bozuklular meydana gelmektedir (Poewe W.
2008; Dubois ve Pillon, 1997). Sonraki donemde, brakidinezya, kontrolsiiz kas hareketleri,
durus bozuklugu ve titreme meydana gelmektedir (Korczyn ve Gurevich, 2010; Isaacson
ve Hauser 2009; Eriksen ve ark., 2005). Hastaligin son doneminde hastalarda ruhsal denge

bozukluklar1 ve ardindan bunaklik gériilmektedir (Korczyn ve Gurevich, 2010).

2.3. Parkinson hastaliinin patofizyolojik tanisi

PH substantia nigra pars compacta (Sekil 2.2.) ve bazal ganglia, beyin kokii,
otonomik merkezi system ve serebral korteks’te bulunan dopaminerjik néronlarin ilerleyici
dejenerasyonuyla iliskilendirilmektedir. Striatumda dopamin eksikligine sebep olan

dopaminerjik noronlarin kaybi hastada ait titreme, kas sertligi, brakidinazya, durus



bozukluklar1 gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Simunovic ve ark.,
2009; Dekker ve ark., 2003; Cantuti-Castelvetri I, ve ark., 2007; Zhu X ve ark., 2006;
Beyer ve ark., 2009; Damier P ve ark., 1999; Williams A ve ark., 2010; Pereira ve ark.,
2006 ). Ayrica yanlis katlanmis ve Omriinii doldurmus proteinlerin par¢alanmasi igin
gerekli olan ubikitin-proteozom sistemi ve otofaji-lizozomal sistemlerin foksiyonlarindaki
degisiklik PH gelisiminde rol oynar (Beyer ve ark., 2009) ve hasta kisilerde substantia
nigra pars compacta’da proteozomal foksiyon bozuklugu belirlenmistir (Chesselet 2003).
Tanmiy1 kolaylastiracak diger oOzellik ise hasarli dopaminerjik noronlarda LBs’lerin
olugmasidir. LBs genel olarak a-siniiklein ve ubikitin igeren inkliizyonlardir (Beyer ve
ark., 2009; Cieslak ve ark., 2008; Kovari E ve ark., 2009), beyin kokiinde ve orta beyinde
substantia nigra’ da goriilmektedir (Zhu X ve ark., 2006; Chesselet M-F. 2003). Beyin
kokiinde belirlenen LBs a-siniliklein, ubikitin, fosforillenmis norofilamentler, parkin,
molekiiler saperonlar, lipidler ve ubikitin-proteozom sisteminin bilesenleridir (Zhu X ve
ark., 2006; Beyer ve ark., 2009; Chesselet 2003; Obeso ve ark., 2010). LBs’lerini sadece
PH’da degil aym1 zamanda AH’nda, yash insanlarda ve multiple system atropi gibi
norolojik kosullara sahip kisilerde de gortilmektedir (Gibb ve Lees, 1988).
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w ~ Substantia nigra
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Sekil 2.2. : PH bireylerde substantia nigra’ da meydana gelen kayip (A.D.A.M., Inc.
National Institutes of Health).

2.4. Parkinson Hastahiginin Etiyolojisi

Hastaligin en yaygim goriilen gesidi olan sporadik PH’1, genetik yatkinlik ve cevresel faktorler
etkilemektedir. Otozomal dominant parkinsonizm’e alfa- siniiklein ya da LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2, dardarin) kodlayan genlerdeki mutasyonlar sebep olurken, parkin, PINK1
(PTEN-induced kinase 1), DJ-1, ya da ATP13A2 kodlayan genlerdeki mutasyon otozomal
resesif parkinsonism olarak adlandirilir (Sekil 2.3.). Ailesel formlar tiim hastalarin %10’ u

unu olusturmaktadir (Pilsl ve Winklhofer 2011). Bu ¢alisma kapsaminda Parkin mutasyonu



olan PH ile galisilmistir. Parkin PARK2 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Kitada ve
ark., 1998; Matsumine ve ark., 1998). Parkin genindeki mutasyonlar, otozomal resesif
parkinsonizmin jiivenil formuna sebep olmaktadir (Kitada ve ark., 1998). Normal gen
irlinli olan parkin proteini 465 aminoasitten olusmaktadir. N terminalinde Ubikiitin-
benzeri bir bolge C terminalinde ise RING-finger (Really interesting New Gene) motifi
iceren iki bolge ve bu iki bolge arasindaki tanimli domain sekans bilgisi icermeyen IBR(in
between ring) bolgelerini igermektedir( Kitada ve ark., 1998; Abbas ve ark., 1999; Zhang
ve ark, 2000). Sitoplazmanin altinda lokalize olan parkin proteini E3 ubikiitin ligaz
aktivitesi vardir, dopaminerjik noronlarin hayatta kalma siirecinin devam etmesi,
mitokondriyal fonksiyonlarmn bakimi, stres faktorlerinden korunmayi sagladigi igin
noroprotektant gibi davranmaktadir. PARK2 mutasyonlarinin ¢ogunlugunda E3 ubikiitin
ligaz aktivitesinini fonksiyonlarinda kayip meydana gelmekte dolayisiyla yukarida
bahsedilen o6zelliklerde bozulmalara yol agmakta ve dejenerasyon yapilamamaktadir

(Briiggemann N. Ve Klein C., 2001).

Erken baslangic fazh PH (%15) Geg baslangic fazh PH (%685)

Hastahgmn < 20 ve > 60
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DIl |:~':.'f1:'rl - 2} PINK]1 sl savida
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SNCA (< % 0.5)

Sekil 2.3. : Parkinson hastalig1 genetik siklig1. Baslangi¢ yasina gore ayrilan farkli
gruplarda hastaligin siklig1 (Klein and Schlossmacher 2006).

2.5. Parkinson hastaligi biyomarker kaynag olarak serumun secilmesi

Hastaligin patolojisine ait doku orneklerinin ulagimin siirli olmasindan dolayr ¢ogu
proteomik c¢alisma ¢esitli post mortem beyin dokusu ve ¢esitli biyosivilarin analizine
dayanmaktadir (Sekil 2.4.). Beyin omurilik sivist dejenerasyona ugrayan beyin yapilarina

yakin oldugu i¢in potansiyel bir teshis kaynagidir ve patolojik kosullardaki biyokimyasal


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Br%C3%BCggemann%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20301651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20301651

durum direk olarak bu sivida gozlenmektedir ancak lumbar puncture yaparak yash
bireylerden serebrospinal siviyr invasive sekilde elde etme yollarindan biri olsa da kan
daha kolay sekilde elde edilir ve her giin yaklagik yarim litre serebrospinal sivi kana
ge¢mektedir (Lu ve ark., 2014). Ayrica kan hastadan kolay bir sekilde elde edilmektedir ve
kan-beyin bariyeri boyunca meydana gelen bozukluklari yansitmaktadir (Licker ve
Burkhard 2014). Kan proteinleri organ ve hiicre tipinden kokenlendikleri igin kompleks
orneklerdir ve protein konsantrasyonunun dinamik araligi 10'*> ye kadar varabilmektedir
ve total kan proteininin yaklasik %95’ ini olusturan yiliksek miktardaki 12 protein
bulunmaktadir (Hortin ve Sviridov 2010). Idrar ve tiikiiriik, ndrodejeneratif hastalik
proteomiksinde kullanilsa da az protein igermesi ve bireyler arasinda yiiksek cesitlilik
gostermesi analizde teknik sorunlara sebep olmaktadir. Serumda total serum proteinin %
85’ini olusturan (Lu ve ark., 2014) ¢ok fazla miktarda bulunan proteinlerin uzaklastirilmasi
saglanarak patolojik bir durumun potansiyel biyomarker: olan diisiik miktarda bulunan

proteinlerin saptanmasi kolaylasacaktir.
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Sekil 2.4. : Parkinson Hastalig1 proteomik ¢aligmalar i¢in potansiyel kaynaklar (Licker ve
Burkhard, 2014).
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2.6.Etiketsiz Karsilastirmali Proteomik Ekspresyon Analizi Yontemi

Ilerleyen proteomik teknikler sonucunda UPLC’ nin ESI-QTOF kiitle spektrometresi
ile birlestirilmesi ile protein ifade farkliliklarinin hesaplanmasinin yaninda translasyon

sonras1 modifikasyonlarin da derinlemesine analiz edilebilecegi bir alan olugsmaktadir.



Calisma kapsaminda, PH bireylerden ve saglikli bireylerden elde edilen serum
orneklerinin analizi i¢in LC-MSF denilen ileri bir teknik kullanildi. Bu teknolojiyle
proteinler FASP yontemi kullanilarak tripsin esliginde pargalandiktan sonra giiclii katyon
degisim (SCX) ve ters faz (RP) kromotografisinde ayristirilmalar1 saglanir ve ardindan
peptid agirliklarinin belirlenebilmesi i¢in MS analizine, amino asit dizisinin belirlenmesi
icin ise MS/MS analizleri yapilir. Bu yontem deteksiyon limiti igerisindeki biitiin
proteinlerin tanimlanmasina olanak vermektedir (Sekil 2.5.).

Karmagik protein orneklerinin analiz edilebilmesi i¢in kararl, yiiksek ¢oziiniirliiliikte
ve yiiksek hassasiyette caligabilen, gelismis kromatografik sistemlere ihtiya¢ duyulur.
UPLC, orneklerin ¢ok yiiksek diizeyde kromatografik ayrimlarini, tekrar edilebilir ve
yiiksek hassasiyette yapilmasina olanak vermektedir. Bu sistemde pik kapasitesi ve pik
seklindeki gelismelerden dolayr analiz edilebilen parcacik sayisinda ciddi artiglar
goriilmektedir. UPLC, 10,000 psi basingta calisabilmektedir ve bu 6zellik 2 mikrondan
kiiciik dolgu maddesi igeren daha uzun kolonlarin kullanilmasmi gerektirmektedir. iki
boyutlu sivi kromatografisi i¢in optimize edilmis olan bu sistem, 200 nl/dk ile 100 pl/dk
akis hizlarinda c¢alisabilmektedir. Boylece kromatografik ayimrimlar, 50-300 mm
uzunluktaki kolonlar ile gerceklestirilebilmektedir. Ozellikle etil kopriilii hibrit (BEH) adi
verilen dolgu maddelerinin kullanildigi kolonlarin ¢ok kararli olmasi, formik asitin
kromatografik olarak daha net piklerin elde edilmesini saglayarak c¢oziniirliigi direkt
olarak etkilemektedir.

Laboratuarimizda kurulu olan yiiksek c¢oziiniirlilik kiitle spektrometresi (SYNAPT-
HDMS), “Triwave” teknolojisi sayesinde peptit analizinde c¢ok biyiik gelismeleri

beraberinde getirmistir.

Kaatle spektrometresi ile protein analizi
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Sekil 2.5. : Kiitle spektrometresi ile protein analizi (Baykal, 2011).



Farkli 6rnek gruplarinin karsilagtirilarak protein ifade farkliliklarinin hesaplanmasi i¢in iki
temel protecomik yaklasim vardir. Birincisi etiketli analiz olarak adlandirilan iTRAQ,
SILAC ve 180 profillemedir. Bu metodlar ile peptitler kovalent baglarla bir kimyasal
etikete baglanir ve analiz sirasinda etiketlerden elde edilen sinyale dayanarak ifade
farkliliklan hesaplanir. Fazla sayida 6rnek igin kullanilamamasi, en az 100 ug proteinin
gerekli olmasi, kimyasal etiketlerin pahali olmasindan dolayi bu yaklagim tercih edilmedi.
Bu calisma kapsaminda analiz edilen érnek sayisi ilk basta 39 adet oldugu igin etiketli

analiz tercih edilmedi.

A B

Sekil 2.6. : LC-MS/MS’de Peptitlerin analizi. A. Peptitlerin belirlenmesi. B. Ornege ait
peptitlerin kromatogram ile gosterimi (Baykal, 2011).

Etiketli proteomik calismalara alternatif olan ve literatiirde basariyla uygulanmaya
baglanilan ve bizim de analizler i¢in kullandigimiz yontem, etiketsiz LC-MSE
teknolojisidir. Bu yontem, daha az protein miktarina ihtiyag duyulmasi, herhangi bir
etiketleme maliyetinin olmamasi, protein basima diisen sekans kapsaminin artmasi, tim
proteom kapsamimin artmasi, tek bir deney seti igerisinde birden fazla degiskenle
karsilastirma imkan1 saglamaktadir. Bu metotta analizi gerceklestirilecek olan biyolojik
ornek, tripsinizasyon ile peptitlerine parcalanir ve tekrar edilebilirligi yiiksek olan UPLC
sisteminde kromatografik ayristirmasi gergeklestirilir. Elde edilen sonuglarin giivenirliligi
UPLC sisteminin, her bir peptidin kromatografik alikonma zamaninda yok denecek kadar
az farklilig1 saglamasidir. Ayristirma sonrasinda peptitler “time of flight (TOF)” denilen
ucus zaman tiipinden gegerek kuadrupol i¢inde argon ile carpistirilarak parcalanir. Bu
asamada MSF sisteminde dncelikle diisiik carpigsma enerjisinde peptidin biitiinii hakkinda

ve daha sonra ¢arpisma enerjisi arttirilarak peptidi olusturan amino asitler hakkinda bilgi



toplanir (Sekil 2.6.a). Protein karigimlart binlerce peptidi igerdigi i¢in ayristirma giicli cok
fazla olan kolonlarmn kullanilmasi gerekmektedir. UPLC siteminde dolgu maddesi 1.7A
olan BEHC18 partikiilleri kullanilmakta ve kolon uzunlugu 30 cm kadar olabilmektedir, bu
sekilde peptit yiikleme miktar1 artirilmakta ve 300 nL/dk akis hizlar1 ile 8000 psi basing
altinda c¢ok iyi ayristirma gergeklestirilmektedir. Bu diizenek ile 500 ng peptit karigimindan
200-400 proteinin tanimlanmasit miimkiin olmaktadir. Karsilagtirmali protein analizinin
gergeklestirilmesi i¢cin UPLC sisteminin tekrar edilebilir ve kararli olmas1 gerekmektedir.
Peptit miktarlarinin analizi iyon kromatograminda elde edilen piklerin integrasyonu ile
gerceklestirildiginden peptitlerin - farkli  Ornekler iginde analiz edilebilmesi igin
kromatografik alikonulma zamanlarinin 6rtiismesi gerekmektedir (Sekil 2.6.b).

LC-MS/MS analizi kompleks orneklerden binlerce proteinin belirlenmesine ve goreceli
olarak miktar tayinine imkan saglamaktadir. Her bir LC-MS/MS analizi biiyiikk ve fazla
miktarda data tiretmektedir dolayisiyla en iyi proteom dogrulugunu saglayan, ¢alisma igin
anlamli olan datanin ekstrakte edilmesi ve uygun bir sekilde islenmesi i¢in sofistike analize
ihtiya¢ duyulmaktadir. Progenesis QI for proteomics bu amagla gelistirilmistir. Etkili ve
objektif analiz i¢in islenmis data dosyalarindan referans bir calisma secilerek diger
caligmalar software tarafindan otomatik olarak hizaya sokulmaktadir. Sonraki asamada,
LC-MS calismalari hizalanma skorlariyla objektif olarak karsilastirilmakta ve gorsel
gorilintliler glivenilir Olglimler olusturmak igin potansiyelleri degerlendirilmektedir.
Progenesis QI for Proteomics, Etiketsiz Karsilastirmali Proteomik Ekspresyon Analizi
Yonteminin avantajlarim1 kullanarak kompleks data orneklerini kantifiye ve belirlemeye
imkan saglamaktadir. MS/MS datas1 bulunan tiim piklerin kantifikasyonu, etiketsiz
karsilagtirmanin getirdigi avantajlardan, iyon miktar1 baz alinarak giivenilir kantifikasyon,
objektif ve otomatik data islenme siirecine sahip olmasi, essiz peptidler lizerinden Protein

kantifikasyonu gibi avantajlar1 bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Cizelge 3.1. : Deneyde kullanilan gerecler

Kullanilan gerecler

Marka ve iiriin kodlari

FASP™ Protein Digestion Kit Expedeon # 44250
Trypsin Thermo Scientific # 90055
Proteaz Inhibitér Kokteyl Sigma # P8340

LiChrosolv® Su

Merck Millipore

Formik Asit Fluka # 94318-50ML-F

Enolaz MassPrep™ # PN 186002325
Vortex DragonLab MX-S

Inkiibator Niive EN 025

Santrifiij Sigma

Pipet ve Pipet uglari Eppendorf

Liyofilizator Alpha 1-4 Frezee Drying

Spin filtre Agilent Techologies # 5185-5990

Thermo Shaker TS-100

BioSan # BS-010120-BK

Ultrasonikator

Bandelin Sonopuls

Pur-A-Lyzer™ Mini 6000 Dialysis Kit

Sigma # PURN60100-1KT

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

NanoDrop Tech.

Su banyosu Bandelin Sonorex

HPLC Agilent Technologies # 5185-5987
HPLC kolonu Agilent Technologies # 5188-6557

LC- Vial Supelco # 29413- U

Lobind Tiipler Eppendorf # 2666505, Z666491- 100 EA
Nitril Eldiven Supreno Plus, Powder Free
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3.1. Parkinson hastalarinin ve saglhikh bireylerin serumlarindan Proteomik Calismasi
icin Protein Eldesi

Protein ekstrakti elde edilmesi i¢in, 0rneklere sirayla Sul protein inhibitdr kokteyli eklendi.
40°C / 15 dakika calkalandi. Ardindan 14000 X g’ de 10 dakika santrifiijlendi. Ust sividan
500ul alind1 ve 0.22um olan seliiloz asetat spin filtreli kolondan gegirildi. 1000 X g’ de 5

dakika santrifiijlendi ve temiz lobind ependorf tiiplerine alindi.

3.2.HPLC ile Serum Proteinlerinin Iimmiindeplesyonu

Serum albumin, immunoglobulin, transferrin ve macroglobulin gibi yiiksek miktarda
bulunan protein gruplar1 igermektedir ve bu proteinler total serum proteinin % 85’ini
olusturmaktadir. Diisiik miktarda bulunan proteinlerin belirlenmesini kolaylastirmak icin
insan kaninda yiiksek miktarda olan proteinlerin uzaklastirilmas: gerektirmektedir (Lu ve
ark, 2014). Bu ¢alisma kapsaminda, serumda fazla miktarda bulunan 14 adet protein HU14
immiindeplesyon kolonu (4.6x50mm) kullanilarak HPLC yardimu ile ayrilmistir.

3.2.1. HPLC ile Serum Proteinlerinin Deplete Edilmesi Protokolii

Tampon A (yikleme, yikama ve dengeleme icin kullanildi) ve Tampon B
(ylriitmek/ayirmak icin kullanildi ) mobil faz olarak ayarlandi. 30 dakika 0.125 ml/dakika
akis hiziyla hemen ardindan birka¢ dakika 1.0 ml/ dakika akis hiziyla Tampon A ve
Tampon B hatti yikandi. HPLC protokoli ¢izelge 2.7’ deki gibi olusturuldu. Kolon
takilarak 0.125 ml/dakika akis hiziyla ardindan 1.0 ml/dakika akis hiziyla yikandi ve bu
sekilde kolonun oda sicakliginda dengelenmesi saglandi. Ornekler HU14 Tampon A ile 5
kat seyreltildi ve akis hiz1 0,125 ml/dakika olarak HPLC’ye enjekte edildi. Toplanan
fraksiyonlar sivi azotta dondurularak -20°C’de saklandi. Kolon Tampon A ile birkag
dakika 1 ml/dakika akis hizinda yikanmasi saglandi boylece kolon temizlenmis oldu. Tiim
ornekler deplete edildikten sonra -63°C’de, 0.035mbar’ da liyofilize edilerek 150 ul (1:1
oraninda 50 mM Ure: LC-H,0) ¢ozeltisinde vortex, sanrtifiij, su banyosu yardimiyla
tamamen ¢oziinmeleri saglandi. Proteomik i¢in 6rnek hazirlanmasinda kullanilacak olan
FASP metodu i¢in 6rneklerden 3:1 ( v: v ) oraninda alindi, 50 mM iire total hacim 230 ul

olacak sekilde tamamlanarak FASP’a baslandi.
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Cizelge 3.2. : HUI14, 4.6x 50mm kolonu igin Sivi Kromatografi Metodu.Solvent A:
Tampon A; Solvent B: Tampon B. Maksimum Basing: 60 bar.

Zaman %B Akis Hizt Max. Basing
1 0,00 0,00 0,125 60
2 9,50 0,00 0,125 60
3 9,51 0,00 1,000 60
4 11,50 0,00 1,000 60
5 11,51 100,0 1,000 60
6 16,00 100,0 1,000 60
7 16,01 0,00 1,000 60
8 25,00 0,00 1,000 60

3.3. Proteinlerin FASP Metodu ile Peptide Doniistiiriilmesi

FASP metodu iire soliisyon c¢ozeltisinde zarar verici disik molekiiler agirlikli
iceriklerin sindirilmesi, tiollerin karboamidometilasyonu, proteinlerin sindirilmesi ve
peptidlerin eliisyonu asamalarindan olusur. Sividaki ve dokudaki c¢oziinebilen ve
¢ozlinemeyen proteinler i¢in 6rnek hazirlamada tercih edebilir. FASP protein sindirim
kitinin avantajlar1 tam proteomun c¢ozlindiiriilmesi, deterjanin sindirimi/azaltilmasi ile

ornek temizlenmesi, proteinlerin yliksek verimli proteolitik enzim sindirimidir.

3.3.1. Kullamlan Cézeltiler

FASP Protein Sindirim Kiti: Kitin igerigi 8 Ornekliktir. Kit agilincaya kadar oda

sicakliginda, daha sonra +4°C’de saklandi.

Kit icerigi; 0.75g iire (toz halde), tris-hidrokloriir ¢6zeltisi, iyodoasetamid (toz halde), 50
mM, 20ml amonyum bikarbonat ¢6zeltisi, 0.5 M NaCl ¢ozeltisi, spin filtreler, tiipler

Ure cozeltisinin hazirlanmasi: Kitin icerisindeki 1,5 ml’lik tiiplerin igerisinde hazir
olarak bulunan toz haldeki iire lizerine yine kitin iceriginde olan Tris-Hidrokloriir
cozeltisinden 1 ml ilave edildi. Coziinlinceye kadar oda sicakliginda vortkeslendi ya da

40°C’de calkalanmaya konuldu.

10X 1Iyodoasetamid ¢ozeltisinin  hazirlanmasi: 10X iyodoasetamid ¢ozeltisi
kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi ve folyo yardimiyla isiktan korundu. 200

ml’lik tiiplerde toz halde bulunan iyodoasetamid iizerine 100 ml hazirlanis1 yukarida
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anlatilmis olan iire ¢ozeltisinden eklendi. Tamamen ¢oziiniinceye kadar pipet yardimiyla

karigtirildi.

Sindirim cozeltisinin hazirlanmasi ( Tripsin Endoproteinaz ): Liyofilize halde 20 mg
tripsin seklinde gelir. Proteinlerin sindirilmesi i¢in 1,5 ml 50 mM Amonyum Bikarbonat

cozeltisi eklenerek her bir 6rnege 1 mg/75 ml olacak sekilde ilave edildi.

Formik Asit Cozeltisinin hazirlanmasi: LC-MS calismalart i¢in uygun %98 saflikta
formik asit ¢ozeltisidir. Cozelti 1 ml LC-su igine 1lul formik asit konularak %0.1°lik

seklinde kullanima hazirlandi.

3.3.2. FASP Protokolii

Idrar ve serum’dan elde edilen olan protein drneklerinin nanodop ile konsatrasyonlart
belirlendi ve 100 ug’1 30 ul LC-su igerisinde olacak sekilde hazirlandi. Temiz ve kuru bir
tiip igerisine eklenen 200 ml iire ¢ozeltisi ile karistirilarak tamamai spin filtreye aktarilarak
14, 000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Spin filtre lizerine 200 ml iire ¢ozeltisinden
eklenerek 14, 000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Filtreden siiziilerek tiipte toplananlar
atildi. 10X 1iyodoasetamid 3.3.1.°deki gibi hazirlandi. Her bir o6rnek i¢in 10X
tyodoasetamid ¢ozeltisinden 10 ml alinarak 90 ml iire ¢ozeltisi karistirilarak spin filtreye
eklendi. Kisa bir siire Karigtirildiktan sonra karanlikta ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibe
edildi. Spin filtredeki drnekler 14, 000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Spin filtre {izerine
100 ml iire ¢ozeltisinden eklenerek 14, 000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Bu asama iki
kez daha tekrarlandi. Filtreden siiziilerek tiipte toplananlar atildi/dokiildii. Spin filtre
tizerine 100 ml 50 mM Amonyum Bikarbonat ¢ozeltisi ilave edilerek 14, 000 x g’de 10
dakika santrifiij edildi. Bu asama iki kez daha tekrarlandi. Proteinlerin sindirilmesi igin 1
mg / 75 ml tripsin eklendi. Enzimin her noktaya ulasabilmesi igin yavasca sallanir ve
37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Tripsin inkiibasyonunun ardindan filtrelerin altindaki tiipler
yeni ve temizleriyle degistirildi ve iki kez 40 ml 50 mM Amonyum Bikarbonat ¢ozeltisi
ilave edilerek 14, 000 x g’de 10 dakika santriflij edildi. Spin filtre izerine 50 ml 0.5 M
NaCl ¢ozeltisi ilave edilerek 14, 000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Spin filtrelerin alt
kisminda peptid igeren ¢ozeltinin toplanilarak tamami alinarak temiz ve kuru tiiplere
konuldu ve tiiplerin kapaklar1 tepelerinden delinerek sivi azota konuldu ve donduruldu
ardindan -63°C’de, 0.035mbar’ da liyofilize edildi. Liyofilizasyon sonrasi toz haldeki

ornekler 20 ml %0.1 formik asit ¢ozeltisinde ¢oziilerek NanoDrop ile konsantrasyon tayini
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yapildi. Her bir 6rnekten 5Smg/50ml yeni tiiplerde hazirlandi ve igerisine dahili standart

olarak 1 ml (50 fmol) enolaz eklendi ve LC vialine aktarilarak cihaza verildi.

3.4. Kromatografik Ayristirma

Kompleks ve karmasik protein orneklerinin analiz edilebilmesi i¢in kiitle spektrometresi
analizi oncesinde bu orneklerin karisimin basitlestirilmesi gerekmektedir. Aksi taktirde
yiikksek miktardaki proteinler diisiik miktarda bulunan proteinleri maskeleyecek ve

tanimlamanin kisitli olmasina neden olacaktir.

Sekil 3.1: LC-MS/ MS cihazi (Baykal, 2011).

3.4.1. 1D Ters Faz Kromatografisi (RP):

Kromatografik yontemde peptitler, C18 kolon dolgu maddesini igerisinde rolatif
hidrofobik etkilesmelerine dayanarak farkli zamanlarda kolondan ¢ikarlar. Bu da peptidin
(2cm, CI18 kolonu) kolondaki alikonmasini vermektedir. Ardindan nano pompa ile
olusturulan asetonitril gradienti ile tuzak kolondan ayrilan peptitler C18 analitik kolonunda
hidrofobik etkilesimler ile ayristirilarak kolondan ¢ikar. Karmagik peptit karigiminin
ayristirtlmasi i¢in 1.7 um BEH C18, 75 um x 250 mm nano LC kolonu ile 300 nL/dk akis
hizinda 90 dk’ Iik ters faz kromatografisi uygulanmistir. 250 mm nano LC kolonunun
toplam peptit yiikleme kapasitesi 500 ng olarak belirlenmistir. Bunun {izerinde 6rnek
yiiklemesi, kromatografik ¢ozlintirliiliigii diisiireceginden ayristirmayr olumsuz etkiler.

Kolona 6rnek yiiklemesi oncesinde yapilan nanodrop protein konsantrasyon tayini ile
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enjekte edilen her mikrolitreye karsilik ne kadar peptit bulundugu saptandi ve boylelikle

fazla yiiklemeler dnlendi.

3.5. MS ve MS/MS Deney Kurulumu:

MS analizi, peptitlerin biitiinii hakkinda bilgi toplamak icin gerceklestirilir. MS/MS analizi
ise peptitlerin amino asit dizi bilgisinin bulunmasidir. Peptitlerin analizi icin Waters’in
MSE sistemi diye adlandirilan ve SYNAPT-HDMS sisteminde 6nce 5 eV daha sonra 25-
40 eV carpigsma enerjisindeki analiz yontemi kullanildi. Bu yontemde her bir carpisma
enerjisinde 1.5 sn kadar veri toplandi ve belirli m/z araliginda olan peptitler tarandi. Bu
sekilde hem peptidin biitlinii hakkinda hem de amino asit sekans1 hakkinda daha fazla bilgi

alinabildi.

3.5.1.  MSF Deney Kurulumu:
Peptit aminoasit dizi bilgisinin analizi i¢in, ¢alismada oOncelikli olarak kullandigimiz
yontem MSE’dir. Ge¢cmis donemlerde ESI-QTOF kiitle spektrometrelerinde sadece DDA
metodu kullanilabiliyordu fakat 2008 yilinda Waters firmasinin tirettigi SYNAPT-HDMS
cihaz1 ile bu yeni metot kullanilmaya baslanmis oldu. DDA metodundan temel farki
‘precursor’ denen peptit secimlerinin yapilmamasi ve kromatografik ayristirmadan sonra
elie olan biitiin peptitlerin aynm anda miktarlarindaki farkliliklar gdzetmeksizin
parcalanmaya baglanmasidir. Ayni anda pargalanan peptitlerden ayrilan pargalarin hangi
peptitden  geldigi yani aminoasit dizi bilgisi “Time-Aligne” fonksiyonu ile
iliskilendiriliyor. Bu yontemin kullanic1 agisindan yarari, DDA metodundan cok daha az
parametre ayarlanmasi gerektigi ve temel olarak sadece hangi m/z araliginda peptitlerin
taranmasini istediginizi (genellikle 50-1990 ya da 100-1600) belirtmenizdir. MS® metodu,
teorik olarak tripsin ile bir proteinin parcalanmasindan sonra elde edilebilecek triptik
peptitlerin gercekte ka¢ tanesini gordiigiiniiz % sekans tanimlamasini belirler, yani daha
fazla peptit tanimlanmis ise protein tanimlamasi daha gii¢liidiir. Her bir peptitte
parcalanma sonrasinda olusan b ve y iyon serileri olarak adlandirilan pargaciklarin
sayisinin fazlaligi amino asit dizisinin daha dogru ve giivenilir bir sekilde belirlenmesi
saglar. Sonug¢ olarak MSE yontemi ile daha dogru ve daha fazla sayida proteinin

tanimlamasi gergeklestirilecektir.

3.6. Progenesis QI for Proteomics ile proteinlerin belirlenmesi ve kantifiye edilmesi
Progenesis LC-MS (Nonlinear Dynamics), LC-MS datasinin yiiksek kalitede sekanslama

baz alinarak uygulanan etiketsiz analiz yontemidir (Sekil 2.9.). Biitiin peptid iyonlarmin
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deteksiyonu ve kantifikasyonu ekspresyon analizinin ardindan yapilir ve proteinlerin
nereden kokenlendikleri belirlenir. Progenesis LC-MS v2.0., database arastirmasi ve LC-
MS/MS analizleri sonucunda ¢ikan kalitatif protein belirlenmesi ile peptid iyon Ol¢iimlerini
birlestirerek kantifikasyonu saglar. Yazilim parcalanmis kompleks protein karisimlarinin
farlilasmis ekspresyon analizini yapabilir ve tek bir 6rnek icerisindeki peptid iyonlart baz

aliarak protein karakterizayonu i¢in kullanilabilir.

Datarin programa
viiklenmesi ve pik
modelleme

fatasimin otomatik olarak
ifikasyonun yapilmas:

Deney setinin - Progenesis istatigi

* piriintiilenmesi ve peptit
haznrlanmas iyon kantifikasyonu >

\.—I—-_-_._._._
Gereldhi goriilitrse ka casyon igin MS/ME data ve
— |inkliizyon data listelerinin eldenmesi
\

r

Hizalama

Sonuglarm

Peptitlerin Proteinlerin

—_— . —— Analiz sonuclan
arastiriimas gériintillenmesi : G

Sekil 3.2. : Progenesis LC-MS/MS datasi is akis1 sematik gosterimi( Gorman ve ark.)
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4. BULGULAR

Proteomik analizler i¢in Parkinson hastalarina ve kontrol grubuna ait serum &rnekleri
kullanildi. Bu amagla toplam 8 hasta ve 15 kontrol 6rnegi kullanildi. Hasta ve kontrollerin

dagilimi gizelge 4.1.” de verilmistir.

Cizelge 4.1. : Proteomiks analizlerinde kullanilan hasta ve kontrol 6rneklerinin dagilima.

Hasta Kontrol
Ornek tipi Serum Serum
PH ile ilgili tasidiklar:
mutasyon Parkin | -
Ornek sayisi 8 15
Cinsiyet 54,39 83, 79
Yas (ort.) 36.5 46.5

* MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) ve de novo sekanslama ile
Parkin genindeki nokta mutasyonlari belirlenen hasta 6rnekleri kullanildi. PARK2 protein

seviyesinde meydana gelen mutasyonlar, mRNA dizileri tahmin edilerek yapildi.

4.1. LC-MS/MS sonuglari

LC-MS/MS analizi yapilan hasta grubu ve kontrol grubu orneklerinden protein
ekstraksiyonu ardindan FASP yontemi kullanilarak triptik peptidler elde edildi. Bu
peptidler, 100 ug/ml konsantrasyonda hazirlanarak ilk olarak nano akis sivi
kromotografisinde ayristirildi. Ayrimin ardindan MS ile peptidlerin kantitatif olarak
Ol¢timleri yapildi. MS/MS deneyleri ile de peptidler parcalanarak amino asit dizilimleri
belirlendi. Serum 6rneklerinde tanimlanan protein sayist 226 ve p< 0.05 olan protein sayisi

141 tanedir.

4.2. Progenesis QI for Proteomics ile protein kantifikasyonu

LC-MS/MS analiz datalar1, Sekil 2.9. daki is akis1 uygulanarak istatiksel olarak anlaml
olan proteinlerin kantifikasyonu, normalizasyonu ve belirlenmesi saglandi. Parkinson
hastalarinda protein ekpresyonunda artis olan 51 protein ve ekspresyonunda azalma olan
46 protein tanimlandi. Proteinlerin erisim numaralari, isimleri, fonsiyonlari, Uniprot
protein data bankasindan alindi. Maksimum kat degisikligi, hasta kisilerde meydana gelen
ekspresyon farkliligindaki artis ve azalisi ifade etmektedir. Hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farkliligin olup olmadigir T-test (student’s two-

sample t-test) uygulanarak gosterildi.
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Cizelge 4.2. : Progenesis QI for Proteomics analizi sonucunda PH’ da ekspresyonunda

artis olan proteinler

*PH’ da ¢ok fazla ekspresyonu belirlendi.

UniProt
Protein
Numaralari

Protein ismi

T test

Max kat
degisikligi

Foksiyonlari

P10909-2

Isoform 2 of Clusterin

4.35E-13

1.6

Yanlis katlanmis protein
baglanmasi, ubikitin protein
ligaz baglanmasi

Q99848

Probable rRNA-
processing protein

1.11E-12

Baskin*

Poly(A) RNA baglanmasi

Q15195

Plasminogen-like
protein A

1.26E-12

3.6

Plasminojenin yapisinda
bulunan lizin baglanan
proteinlere non-kovalent bir
sekilde baglanabilir

Q6ZMV9

Kinesin-like protein

7.84E-12

2.3

ATPaz aktivitesi ve
baglanmasinda gorevli,
mikrotiibiil motor aktivitesi

Q9P2Q2

FERM domain-
containing protein 4A

2.72E-10

11.7

Insan epitel hiicrelerde
kutuplarin olugmasinda etkili

Q96PD5

N-acetylmuramoyl-L-
alanine amidase

5.45E-10

1.7

Peptidoglikan reseptor
aktivitesi, peptidoglikan
baglanmasi, ¢inko iyon
baglanmasi, N-
asetilmuramoil-Lalanin
amidaz aktivitesi

P18428

Lipopolysaccharide-
binding protein

4.57E-08

1.9

Lipopolisakkarit baglanmasi,
reseptor baglanmasi ve
lipotesikoik asit baglanmasi

P07225

Vitamin K-dependent
protein S

7.18E-08

1.7

Kalsiyum baglanmasi ve
endopeptidaz inhibitor
aktivitesi

P00740-2

Isoform 2 of
Coagulation factor IX

9.33E-08

1.8

Kalsiyum baglanmasi ve
serin-tip endopeptidaz
aktivitesi,kandaki fakt6r 9 'un
eksikliginde hemofili B'yi
olusturur

P09871

Complement C1s
subcomponent

9.74E-08

1.5

Kalsiyum ve ayn proteinlerin
baglanmasi, serin-tip
endopeptidaz
aktivitesi,eksikliginde gesitli
immiin sistem hastaliklarina
yol agmaktadir (Dragon-
Durey ve ark, 2001).

P02654

Apolipoprotein C-I

2.27E-07

2.0

Yag asidi,fosfotidilkolin,
fosfolipaz inhibtdr, lipaz
inhibitor baglanmasi,
fosfotidicolin-sterol O-
agiltransferaz aktivator
aktivitesi
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P02655 Apolipoprotein C-II 2.39E-07 4.4 Lipaz inhibitor aktivitesi,
lipoprotein lipaz aktivitesi,
fosfolipaz ve lipit
baglanmasi, fosfolipaz
aktivator ve protein
homodimerizasyon aktivitesi

P08185 Corticosteroid-binding 4.17E-07 1.6 Serin-tip endopeptidaz

globulin inhibitor aktivitesi, steroid
baglanmasinda gorev
almaktadir

095433 Activator of 90 kDa 1.05E-06 1.6 ATPaz aktvitesi ve saperon

heat shock protein baglanmasinda gorevlidir
ATPase homolog 1
Q8IURT7-8 Isoform 8 of Armadillo 1.11E-06 21.9 Iskeletin yapisina
repeat-containing katilmaktadir (Tewari ve ark,
protein 8 2010)
Q70J99 Protein unc-13 homolog | 1.81E-06 1.6 Lenfositlerde meydana gelen
D sitotik eksositozda rol
oynamaktadir
P82970 High mobility group 2.90E-06 2.8 Kromatin baglanmasi,
nucleosome-binding poly(A) RNA baglanmasi ve
domain-containing DNA baglanmasinda rol
protein 5 oynamaktadir

Q9P127 Leucine zipper protein 2.90E-06 33.5

4

P00748 Coagulation factor XII 4.22E-06 1.5 Serin-tip endopeptidaz
aktivitesi, serin-tip
aminopeptidaz aktivitesi ve
yanlis protein katlanmasinda
gorev almaktadir.

P00734 Prothrombin 7.55E-06 1.5 Kalsiyum iyonu baglanmas,
reseptor baglanmasi, bilylime
faktori aktivitesi, serin-tip
endopeptidaz aktivitesi,
trombospondi reseptor
aktivitesi

P02647 Apolipoprotein A-I 7.75E-06 2.7 APOAL reseptor baglanmasi,
beta amiloid,kolesterol,
enzim, fosfolipid baglanmasi
ve lipaz inhibitdr aktivitesi,
transport

Q13882 Protein-tyrosine kinase 7.82E-06 44.4 ATP baglanmasi, protein

6 serin/treonin kinaz aktivitesi,
non-membran protein kinaz
aktivitesi

Q06033 Inter-alpha-trypsin 9.16E-06 1.5 Endopeptidaz inhibitor

inhibitor heavy chain H3 aktivitesi, serin-tip
endopeptidaz inhibitor
aktivitesi
Q8IVL1-5 Isoform 5 of Neuron 1.05E-05 4.8 ATP baglanmasi, helikaz
navigator 2 aktivitesi ve heparin
baglanmasi
Q96K76 Ubiquitin carboxyl- 1.65E-05 1.5 Ubikitin-spesifik proteaz

terminal hydrolase 47

aktivitesi, WD40 domain
baglanmasi
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QO05BV3 Echinoderm 6.37E-05 1.4 Katalitik aktivite
microtubule-associated
protein-like 5
Q70CQ4 Ubiquitin carboxyl- 6.54E-05 1.5 Ubikitin-spesifik proteaz
terminal hydrolase 31 aktivitesi
Q68DA7 Formin-1 7.29E-05 2.3 Aktin baglanmasi
P06681 Complement C2 7.73E-05 15 Metal-iyon baglanmasi, serin-
tip endopeptidaz aktivite
P02649 Apolipoprotein E 9.61E-05 1.6 Antioksidan aktivite, beta
amioloid baglanmasi, lipid,
lipoprotein ve fosfolipid
baglanmasi, tau protein
baglanmasi, protein
homodimerizasyon
aktivitesi. ..
Q9Y4F4 Protein FAM179B 9.66E-05 2.4 Yapisal molekiil aktivitesi
P02743 Serum amyloid P- 0.0001143 15 Kalsiyum iyon baglanmasi,
component virion baglanmasi,
katlanmamuis proteinlerin
baglanmasinda, karbonhidrat
ve komplement komponent
C1lq baglanmasinda
Q5T442 Gap junction gamma-2 | 0.00021108 5.9 Gap junction kanal aktivitesi
protein
Q9H2R5-4 | Isoform 4 of Kallikrein- | 0.00037796 15 Serin-tip endopeptidaz
15 aktivitesi, serin-tip peptidaz
aktivitesi
P02775 Platelet basic protein 0.00048172 1.6 Glukoz- transmembran
transporter aktivitesi
Q5BKZ1 DBIRD complex 0.00069882 2.1 DNA baglanmasi, poly (A)
subunit ZNF326 baglanmasi, ¢inko iyon
baglanmasi, RNA polimeraz
11 baglanmasi
P02656 Apolipoprotein C-l11 0.00096413 1.8 Kolesterol baglanmasi, enzim
diizenleme aktivitesi, lipaz
inhibitor aktivitesi, fosfolipit
baglanmasi, yiiksek
yogunluktaki lipoprotein
partikiillerine reseptor
baglanmasi
Q9cCocC2 182 kDa tankyrase-1- | 0.00180089 1.7 Ankirin baglanmasi
binding protein
P55056 Apolipoprotein C-IV | 0.00337219 1.6 Lipit- transporter aktivitesi
A4GCJ1 Nuclear export protein | 0.00372655 2.3 RNA taginmasi, viral siireg
ABMTZ0-4 Isoform 4 of BBSome- | 0.00457002 1.5 Protein transport ve tiiylerin
interacting protein 1 biraraya gelmesi
Q15848 Adiponectin 0.00719736 15 Sitokin aktivitesi, reseptor
baglanmasi, hormon
aktivitesi, protein
homodimerizasyon aktivitesi,
sialik asit baglanmasi
Q9H2J37 Sodium-dependent 0.01004746 2.0 Norotransmitter transporter
neutral amino acid aktivitesi
transporter B(0)AT2
P42025 Beta-centractin 0.0114849 3.1 ATP baglanmast
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075665-3 Isoform 3 of Oral- 0.01245913 2.3 Alfa-tubiilin ve gama-tubiilin
facial-digital syndrome baglanmasi
1 protein
Q6XUX3 Dual serine/threonine | 0.01804612 15 ATP baglanmast, protein
and tyrosine protein serin/ treonin/ tirozin kinaz
kinase aktivitesi, protein tirozin
aktivitesi ve protein serin/
treonin kinaz aktivitesi
Q62VQ6 Putative 0.02314629 2.1
uncharacterized protein
FLJ42213
P40197 Platelet glycoprotein VV | 0.02356671 2.2 Hiicre diizeyinde
fonksiyonlar1 tam olarak
belirlenememesine karsin
biyoloijk diizeyde hiicre
adezyonu, homostasi ve kan
regiilasyonunda gorevli
P27169 Serum 0.02387836 1.4 Fosfolipid baglanmasi,
paraoxonase/arylesterase kalsiyum iynu baglanmasi,
1 protein homodimerizasyon
aktivitesi, arildialkilfosfotaz
ve arilesteraz aktivitesi
Q8TDM6 Disks large homolog 5 | 0.04292653 1.6 Beta-katenin baglanmasi,
hiicre iskeleti protein
baglanmasi, reseptor sinyali
kompleks scaffold aktivitesi
Q96G23 Ceramide synthase 2 0.04523237 2.3 DNA baglanmasi, spingozin
N-aciltransferaz aktivitesi

Progenesis QI for Proteomics ile yapilan analiz sonrasinda, ekspresyon artigi istatiksel
olarak anlamli olan ekspresyonu fazla olan 51 proteinin molekiiler fonksiyonlar1 ( Sekil
4.1.), biyolojik siireglerde nasil rol oynadiklar (Sekil 4.2.), hiicresel bilesenleri (Sekil 4.3.)
hakkinda bilgi edinmek i¢in Panther simiflama sistemi kullanildi. Q15195, A4GCJ1,
ABMTZ0, 075665, Q6ZVQ6 numaralarina sahip proteinler, Panther veri bankasinda

bulunmadi.
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Genes

GO Molecular Function
Total # Genes: 52 Total # function hits: 41

Cateqgory

M binding
catalytic activity
M enzyme regulator activity
B receptor activity
B structural molecule activity

transporter activity

Sekil 4.1. : PH’ da ekspresyonunda artis olan proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore

siiflandirilmasi.

Proteinler molekiiler fonksiyonlarina gore siniflandirildiginda, 41 proteinin fonsiyonu
hakkinda bilgi edinildi. En fazla protein sayisi katalitik aktivitede gozlendi. Alt siniflarina
bakildiginda bunlarin, enzim regiilatér aktivitesi, hidrolaz aktivitesi, ligaz aktivitesi ve

transferaz aktivitesinde gorevli oldugu bulundu. En az protein sayisi ise tasiyici

aktivitesinde gozlendi.
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Genes

12
10
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(=]

GO Biological Process
Toal # Genes: 52 Total # process hits: 94

Category

W apoptotic process
M biological adhesion
W biclogical regulation
cellular component organization or biogenesis
B cellular process
M developmental process
B immune system process
M localization
B metabolic process
multicellular organismal process
M reproduction
response to stimulus

Sekil 4.2. : PH’ da ekspresyonunda artis olan proteinlerin biyolojik siniflarina gore

siiflandirilmasi

Proteinler biyolojik smiflarina gore siiflandirildiginda en fazla protein sayist metabolik

siirecte gozlenirken; en az protein sayis1 apoptotik siiregte gozlendi.
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GO Cellular Component
Toma| # Genes: 52 Total # component hits: 15

H cell part

9 extracellular matrix

g extracellular region

M macromolecular complex
membrane

organelle

0 .

Category

Sekil 4.3. : PH’ da ekspresyonunda artis olan proteinlerin hiicresel igeriklerine gore
dagilimu.

Proteinler hiicresel igeriklerine gore siniflandirildiginda, en fazla protein sayist plazma
membrant ve hiicre i¢i kategorisindeyken; en az protein sayisi membran ve organel

kategorisinde bulundu.

Parkinson hastalarinda, ekspresyonu azalan istatiksel olarak anlamli 46 protein tanimlandi.
Proteinlerin erisim numaralari, isimleri, fonsiyonlar1 Uniprot protein data bankasindan
alindi. Proteinin molekiiler fonksiyonlar1 (Sekil 4.4), biyolojik siire¢lerde nasil rol
oynadiklar1 (Sekil 4.5.), hiicresel bilesenleri (Sekil 4.6.) hakkinda bilgi edinmek ig¢in
Panther simiflama sistemi kullanildi. P20848, Q9PZTO0, Q14153, Q83885, Q6V1Q9,
Q5TCX8 numaralarma sahip proteinler panther veri bankasinda bulunmada.
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Cizelge 4.3. : Progenesis QI for Proteomics analizi sonucunda PH’ da ekspresyonunda
azalma olan proteinler.

UniProt Protein Ismimleri t- testi Max. Kat Foksiyonlar
Protein degisikligi
Numaralar
1
Q9Y3D0 Mitotic spindle- 45186E-14 | Baskin* | Kromozomlarin ayrilmasinda ve
associated MMXD kii¢iik molekiillerin metabolik
complex subunit MIP stirecinde gorevlidir
P20848 Putative alpha-1- 1.676E-11 11.1 Serin kdkenli endoproteazlarin
antitrypsin-related inhibitor aktivitesinde gorevlidir
protein
P01024 Complement C3 1.0826E-10 3.1 Komplement alternatif yolagi,
komplement yolagi, yag asidi
metabolizmasi, bagisiklik,
inflamatuar cevap, lipit
metabolizmasi
Q9BYV7 Isoform 6 of 1.9319E-10 4.2 Oksidoreduktaz aktivitesi ve metal
-6 Beta,beta-carotene iyon baglanmasinda rol oynmaktadir
9',10'-o0xygenase
P04003 C4b-binding protein | 2.7352E-10 2.2 Poly(A) RNA binding
alpha chain
Q6P1L5 Protein FAM117B 7.5051E-09 2.7
P02760 Protein AMBP 1.1106E-08 2.6 Serin kokenli endopeptidazlarin
inhibitor aktivitesi,kalsiyum oksalat
baglanmasi(referans), IgA ve kiiciik
molekiil ve hemin baglanmasi,
kalsiyum kanalinda inhibitor etkisi.
Tripsin inhibisyonunda gorevlidir.
015091 Mitochondrial 5.5157E-08 2.5 Mitokonriyal t-rna nin olgunlagmasi
ribonuclease P protein (Holzman et al,2008)
3
P03952 Plasma kallikrein 5.7133E-08 1.6 Serin kokenli endopeptidazlarin
aktivitesi, Arg ve Lys'den baglarimi
kirarak katalitik aktivite
gostermektedir
Q61IN85- Isoform 2 of 1.5376E-07 1.8 Glukoneogenezin diizenlenmesinde
2 Serine/threonine- ve protein defosforilasyonunda etkili
protein phosphatase 4
regulatory subunit 3A
Q9PZTO Isoform VP2 of 1.5867E-07 1.7 Metal iyon baglama, yapisal molekiil
-2 Capsid protein VP1 aktivitesi
Q99666 RANBP2-like and 2.7185E-07 3.1 Golgiye protein hedefleme
GRIP domain-
containing protein 5/6
Q961Y4 | Carboxypeptidase B2 | 4.3396E-07 2.4 Metallokarboksipeptidaz aktvitesi,
¢inko iyonu baglanmasi
P02751-4 Isoform 4 of 1.104E-06 12.3 Kollajen baglama, integrin baglama,
Fibronectin proteaz baglama, heparin baglanma

ve peptidaz aktivator aktivitesi
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P02753 Retinol-binding 1.8016E-06 1.5 Retinaya baglanma ve transporter
protein 4 aktivitesi
Q9Y639- Isoform 3 of 4.3502E-06 1.9 Hiicre adezyon molekiillerinin ve tip
3 Neuroplastin 1 fibroblast bilyiime fakt6rd
reseptdriiniin baglanmasi
P02765 Alpha-2-HS- 6.6438E-06 1.8 Sistin endopeptidaz aktivitesi ve
glycoprotein kinaz inhibitor aktivitesi
QIUGM Fetuin-B 7.108E-06 1.9 Sistin endopeptidaz inhibitor
5 aktivitesi ve metallopeptidaz
inhibitor aktivitesi
Q9HBG1 Zinc finger protein 9.1383E-06 2.4 Transkripsiyonel diizenlemede, metal
430 iyon ve DNA baglanmasi
P43251-2 Isoform 2 of 1.3645E-05 1.6 Biyotin karboksilaz ve biyotidinaz
Biotinidase aktivitesinde etkili
P43652 Afamin 1.5861E-05 1.4 Vitamin E baglanmasi, oksidatif
strese karsi noroprotektif etkisi
oldugu gosterilmistir
Q8N573 Oxidation resistance | 1.6586E-05 3.6 oksidatif hasardan korudugu
protein 1 diistintilmekte (Volkert et al 2000;
Elliott and Volkert, 2004 )
P19224 UDP- 1.7906E-05 1.5 Enzimlerin baglanmasi,
glucuronosyltransferas heterodimerizasyon aktivitesi,
el1-6 protein homodimerizasyon aktivitesi,
glukuronusiltrasferaz aktivitesi
Q9BQS8 | FYVE and coiled-coil | 1.8013E-05 2.0 Metal iyon baglanmasi
domain-containing
protein 1
Q96NUO0 [ Contactin-associated | 1.9724E-05 1.9 Hiicre adezyonunda gorevli
protein-like 3B
Q9NUAS8 | Zinc finger and BTB | 2.2088E-05 1.7 Transkripsiyonel diizenlemede, metal
domain-containing iyon ve DNA baglanmasi
protein 40
P02774 Vitamin D-binding 3.4689E-05 1.5 Aktin, vitamin D, kalkidiol
protein baglanmasi ve vitamin transporter
aktivitesinde gorevli
P20742 Pregnancy zone 4.8817E-05 1.6 Endopeptidaz inhibitor aktivitesi ve
protein serin-tip endopeptidaz inhibitor
aktivitesi
Q14153 Protein FAM53B 5.8399E-05 2.8 Vertabratelardaki homologu olan
Simplet gene(smp) embriyogenezde
MSS hiicrelerin ¢ogalmasinda rol
oynadig1 bulunmug(Thermes ve ark,
2006).
Q14161 GTPase-activating 6.3651E-05 3.1 Cinko iyon baglanmasinda ve ARF
protein GIT2 GTPaz aktivator aktivitesinde
Q5SSQ6 Suppressor APC 0.00010355 15
domain-containing
protein 1
Q9Y5I10 Protocadherin alpha- | 0.00023984 1.5 Kalsiyum iyon baglanmasinda rol

13

oynamakta
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Q5TEU4 NADH 0.00053989 15 Metiltransferaz aktivitesi (Sugiana ve
dehydrogenase ark, 2008)
[ubiguinone] 1 alpha
subcomplex assembly
factor 5
P31270 Homeobox protein 0.00081489 1.6 Sekans-spesifik DNA baglanmasi
Hox-All
Q86WC | Protein phosphatase 1 | 0.00082396 5.9 Fosfotaz baglanmasi ve protein
6 regulatory subunit 27 fosfotaz inhibitor aktivitesi
(Hendrickx ve ark, 2008)

P06276 Cholinesterase 0.0009403 14 Asetilkolinesteraz, katalitik,kolinester
az,identikal protein, beta amiloid ,
kolin ve enzim baglamada rol
oynamaktadir

Q01484- | Isoform 2 of Ankyrin- | 0.00102262 1.8 ATPaz baglama,iyon
2 2 kanali,protein,spektrin,enzim, protein
kinaz baglanmasinda ve potasyum
kanali regulator aktivitesi,iskeletin
yapisinda gorev almaktadir.

Q83885 Protein VP2 0.00128924 1.8 Virionlarin par¢alanmasi ve degrede
olmasini engelleyen, RNA genom
paketlenmesinde rol oynayabilir
(Bertoletti-Ciarlet ve ark, 2003)

Q6V1Q9 Polymerase cofactor | 0.00161599 1.5 RNA baglanmasinda etkili
VP35
Q86W92 Isoform 2 of Liprin- | 0.00294553 14 Fokal adezyonlarin pargalanmasini
-2 beta-1 diizenler
Q5TCX8 Mitogen-activated 0.00535341 1.5 ATP baglanmasi, protein
protein kinase kinase homodimerizasyon aktivitesi, protein
kinase MLK4 tirozin kinaz aktivitesi, MAP kinaz
aktivitesi
Q9Y229 Isoform 3 of 0.00777439 1.7 Flavin adenin dinukleotid
-3 Ubiquinone baglanmasi, oksidoreduktaz aktvitesi
biosynthesis
monooxygenase
COQ6
Q49A88- Isoform 3 of Coiled- | 0.01015389 1.6 Substantia nigranin gelisimde rol
3 coil domain- oynar
containing protein 14
P10070 Zinc finger protein 0.01856623 1.5 Kromatin baglanmasi, ¢inko iyon
GLI2 baglanmasi, sekansa-spesifik DNA
baglanmasi ve transkripsiyon faktor
akivitesi, transkrpsiyon diizenleyici
bolge DNA baglanmasi
Q5VZM Ras-related GTP- 0.03002407 1.5 GTP baglanmasi ve guanil
2 binding protein B riboniikleotid baglanmast
P00738 Haptoglobin 0.03617954 1.7 Antioksidant aktivitesi, hemoglobin

baglanmasi, serin-tip endopeptidaz
aktivitesi
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GO Molecular Function
Total # Genes: 46  Total # function hits: 51
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5
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3
2
: |
0 N
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Sekil 4.4. : PH’ da ekspresyonunda azalis olan proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina gore
siiflandirilmasi.

Proteinler molekiiler fonksiyonlarina gore smiflandirildiginda en fazla protein sayisi
ekspresyonu artan proteinlerde de oldugu gibi katalitik aktivitede gozlendi. Alt siniflarina
bakildiginda bunlarin, enzim regiilator aktivitesi, hidrolaz aktivitesi, oksidorediiktaz
aktivitesi ve transferaz aktivitesinde gorevli oldugu bulundu. En az protein sayis1 yapisal
molekiil kategorisinde gozlendi. Ekspresyonu az olan proteinlerde, niikleik asit baglayan
transkripsiyon faktor aktivitesi ekspresyonu artan proteinlere gore farkli olarak ortaya

¢iktig1 bulundu.
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GO Biological Process
Total # Genes 46 Total # process hits: 87

24
22

20
biological adhesion
18 M biclogical regulation
16 cellular component organization or biogenesis
14 W cellular process
developmental process
Il immune system process

10 M localization
l metabolic process
multicellular organismal process
Ml reproduction
I response to stimulus

Category

12

Genes

[ -]

o

Sekil 4.5. : PH’ da ekspresyonunda azalis olan proteinlerin biyolojik siniflarina gore
siiflandirilmasi.

Proteinler biyolojik simiflarina gore siniflandirildiginda, en fazla  protein sayisi,
ekspresyonu artan proteinlerdeki gibi, metabolik siirecte gozlenirken; en az protein sayisi

hiicresel organizasyon ya da biyogenezde g6zlendi.

GO Cellular Component
Total # Genes: 46 Total # component hits: 8

B cell part
extracellular matrix

extracellular region
membrane

Genes

Category

Sekil 4.6. : PH’ da ekspresyonunda azalis olan proteinlerin hiicresel igeriklerine gore
dagilimi

Proteinler hiicresel igeriklerine gore siniflandirildiginda, en fazla protein sayisi, hiicre disi
matriks kategorisindeyken; en az protein sayist membran bulundu. Makromolekiiler
kompleks ve membranin yapisina katilan protein kategorileri, ekspresyonu azalan grupta

¢ikmadi.
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4.3. IMPaLA yolak analizi
IMPaLA, gene ekspresyonu ya da protein miktar1 ve metabolomik yolak analizi igin

gelistirilen bir metottur. Metot, temsili yolak veya Wilconx zenginlestirme analizini

kullanarak ¢aligir. Temsil {lizerine analiz ¢esidinde, max. kat degisikligi 1.4 ve p< 0.05

olmak tizere filtrelenerek, data IMPaLA’ ya yiiklendi. Cizelge 4.4. te verilen p degerleri,

daha Onceden tanimlanan ayarlarla, bizim yiikledigimiz listenin ne kadar Ortiistiigiini

gostermektedir.

Cizelge 4.4. : Temsili yolak analizi

S

Calasan Yolakta
Yolak ismi k:;lllaakgl g::lyelrsiln Calkigan genlerin UniProt isimleri bg:ﬂﬂin p degeri q degeri
genler
;"ftzggl’lt;;? Reactome |4 P02655;P02656;P02649:P02647 |30 (30) | 6.65E-06 0.00174
Complement Reactome 5 P04003;P07225;P09871;P06681;P0102 57(80) |3.55E-06 0,001
cascade 4
Regulation of
Complement Reactome 4 P04003;P07225;P06681;P01024 23 (23) | 2.20E-06 0.00067
cascade
intrinsic
prothrombin BioCarta 4 P00748;P03952;P00734;P07225 23 (23) |2.20E-06 0.00067
activation pathway
el P02655;P02656;P02649;P02753;P0264
metabolism and Reactome 5 ’ ’ 7 . ’ 42 (42) | 7.55E-07 0.00028
transport
Intrinsic Pathway | Reactome 4 P00748;P03952;P00734;P40197 17 (17) |6.01E-07 0.00024
Chylomicron-
mediated lipid Reactome 4 P02655;P02656;P02649;P02647 17 (17) |6.01E-07 0.00024
transport
E'gc'i-;gen‘i'géff Reactome | 4 P02655;P02656;P02649;P02647 | 15 (15) | 3.47E-07 0.00018
Formation of . . . .
Fibrin Clot Reactome |5 PO0TAB;PO39SZPOITSAPAOISTIPOT2Z | 37 (32) | 1.84E-07 0.00011
(Clotting Cascade)
Statin Pathway llelpathway 5 P02655;P02656;P0$649;P02654;P0264 20(31) |1.10E-07 8.03E-05
Statin Pathway _ . . . .
Pharmacodynamic | PharmGKB 5 P02655’P02656’P0$649’P02654'P0264 25(25) |[4.97E-08 4.54E-05
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Temsil iizerine yapilan analiz sonucunda etiketleri olusturularak filtrenen proteinlerin, 281
farkli yolakta gorevli oldugu bulundu ancak istatiksel olarak anlamli sayilmasi i¢in p< 0.05
alindiginda, 97 farkli yolak elde edildi. Cizelge 4.4.” te, protein yolaklarinin isimleri,
hangi yolak kaynaginin kullanildigi, daha 6nceki data bankalarinda bu yolakta kag¢ tane
genin etkili oldugu ve bunlardan hangilerinin bizim datamizda ¢iktigin1 p ve q degerleri

gosterilmistir.

Wilconx zenginlestirme analizinde, etiketler kaldirililarak Progenesis programindan
proteinler excel dosyasi halinde alindi. Genellikle genom gen ifadesini ya da iki farkli
fenotipleri proteom ¢apinda bir protein bollugu yansitmaktadir. Wilcoxon testi fenotip
arasindaki fonksiyonel set genlerin kombine 6l¢iim farkliliklarinin tesadiifen ortaya ¢ikma

ihtimallerini baz alarak p degerlerini hesapliyor.

Cizelge 4.5. : Wilconx zenginlestirme analizi

Yolakta
- Cals an bulunan
Yolak ismi Yolak kaynag1 genlerin Cakisan genlerin UniProt isimleri biitiin P degeri q degeri
sayisi
genler
P02745;P02746;P02747;P00736;P09871;P0668
classical complement 1;P01024;P01031;P13671;P10643;P07357;P07
pathway BioCarta 14 358;P07360;P02748 14 0.0426 1
Vitamin B12 P00734;P02649;P01011;P02647;P35542;P0276
Metabolism Wikipathways 9 8;P69905;P00747;P68871 51  0.0207 1
P02743;P06733;P51884;P02766;P02647;P0265
2;P06727;P02655;P02656;Q9Y561;P02649;P0
Disease Reactome 13 2753;Q8NDV7 962  0.0192 1
Prion diseases -
Homo sapiens P02745;P02746;P02747;P01031;P13671;P1064
(human) KEGG 10 3;P07357;P07358;P07360;P02748 36 0.0176 1
Response to elevated P07996;P02775;P01023;P02671;P05155;P0869
platelet cytosolic 7,P04196;P02647;P01009;P01042;P02768;P07
Ca2+ Reactome 13 225;P00747 87 0.0175 1
P08697;P01023;P02671;P05155;P01009;P0419
6;P02647;P07996;P01042;P02768;P02775;P07
Platelet degranulation Reactome 13 225;P00747 82 0.0175 1
P02647;P02652;P06727;P02654;P02655;P 0265
Statin Pathway Wikipathways 7 6;P02649 31 0.0156 1
Lipid digestion_
mobilization_ and P01023;P02647;P02652;P06727;P02768;P0265
transport Reactome 8 5;P02656;P 02649 50 0.00781 1
Lipoprotein P01023;P02647;P02652;P06727;P02768;P0265
metabolism Reactome 8 5;P02656;P 02649 30 0.00781 1
Platelet activation_ P08697;P01023;P02671;P05155;P07996;P0419
signaling and 6;P02647,P01009;P00734;P02768;P02775;P01
aggregation Reactome 15 042;P07225;P00747;P40197 208 0.00587 1

Parkinson hastaliginin molekiiler mekanizmasinda ¢ok farkli yolaklar siirece dahil oldugu
icin ¢izelge 4.5’ te Ozet olarak verilmistir. Yolak analizleri ve ekspresyon sonuglari

karsilastirildiginda, istatiksel olarak yiiksek derecede anlamli olan lipoprotein
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metabolizmast segildi. Literatiirde daha once PH ile iliskili oldugu bilinen bulunmus
gorevli 30 proteinden ApoE, serum albumin, Apo A2, Apo A4, Apo C2, Apo C3, alfa-2
makroglobulin, Apo A1 proteinleri, yolak analizi sonucu PH’ da bulundu. istatiksel olarak,
bu c¢alisma kapsaminda anlamli proteinler ise ApoE, Apo C2, Apo C3 ve Apo A1’ dir. Apo
C3 proteini i¢in literatirde PH ekpresyonunda meydana gelen herhangi bir degisiklik
bulgusuna rastlanmazken, bu c¢alisma kapsaminda ekpresyonunda degisiklik oldugu

bulundu.
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5. TARTISMA

Ileri teknoloji proteomik cihazlarmnin, proteinleri dogru tanimlayabilmesi igin protein
ekstraksiyon agamasi 6nem tagimaktadir. Calisma kapsaminda, polipropilen seliiloz asetath
spin filtre yardimiyla serum Orneklerinden, diisiik santrifiij hizinda, partikiillerin
uzaklastirilmasi:  saglandi. Dinamik araligt dengelemek, serum proteomunda olasi
biyomarkerlar1 bulabilmek ve serumda ¢ok fazla miktarda bulunan proteinlerden albiimin,
IgG, antitripsin, IgA’ y1 uzaklastirmak i¢in RP-HPLC kullanildi. Boylelikle, kompleksitesi
azalan ve de fraksiyonlara ayrilan serum proteomik c¢alismalar igin uygun hale getirildi.
MS analizinde proteinlerin triptik peptid haline getirilmesi i¢in FASP metodu uygulandi.
FASP metodu, 30 MVCO filtre yardimiyla, diisiik molekiiler agirliktaki molekiillerin {ire
iceren tampon araciligiyla uzaklastirilmasi, tiollerin karboamidometilasyonu, proteinlerin
triptik parcalara ayrilmasi ve peptidlerin elusyon asamalarini igermektedir (Wisniewski ve
ark., 2009). Analiz sonrasinda peptidlerin tanimlanabilmesi, tripsin enziminin dogru
calisabilmesine, dolayisiyla proteinlerin olabildigince saf ekstrakte edilmelerine baglidir.
LC-MS/MS (SYNAPT-HDMS) ¢alismalarinda, kolona 6rnek basina 500 ng triptik peptit
karisimi enjekte edilmesi yeterli olmaktadir. Calisma kapsaminda uygulanan proteomik
teknigi, “shotgun proteomics” ya da “bottom-up proteomics” olarak adlandirilan ve
hiicrelerden proteinlerin ekstraksiyonu, ardindan tripsin enzimiyle pargalanip elde edilen
triptik peptitlerin ters faz kromatografisinde ayristirilmalart ve ayristirilan peptitlerin
kalitatif ve kantitatif analizleri icin MS ve MS/MS deneylerininin gergeklestirilmesini
icermektedir. Bu asamada uygulanabilecek iki yaklasim vardir. Birincisi, “Data Dependent
Acquisition” olarak adlandirilan ve peptidin yiikii ile biyiikliigiine gére uygulanan
carpistirma enerjisi ile sekans bilgisi elde edilmesidir. Ikincisi ve bizim bu calismada
kullandigimiz ydntem, ‘Data Independent Acquisition® cesidi olan ve ‘MSF’ olarak
adlandirilir. Bu yontemde, biitiin peptitlerin 6nce diisiik ¢arpistirma enerjisinde, m/z
(kiitle/ylik) degerleri Ol¢iiliir ve ardindan enerji zamanla artirilarak, peptidin b ve y iyonu
fragmanlarina pargalanip sekans bilgisi elde edildir. MS® yontemi ile sonugta, her bir peptit
icin daha fazla b ve y iyonu elde edilmektedir ve bu iyonlarin fazlaligi sekans bilgisinin
daha dogru olmasi anlamma gelmektedir (Baykal, 2011). MSF yontemi, kantitatif
proteomik c¢aligmalarda ¢ok sayidaki protein kantifikasyonu igin uygundur ve “data
dependent acquisition” ile karsilastirildiginda peptid karsimindaki tiim precursor’ lerin
fragment iyonlarini gerektirdigi igin, tekrar edilebilirligi ve kantifikasyon limiti daha iyidir.
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LC-MS/MS yonteminde, protein ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen triptik peptitlerin
tekrar edilebilir sekilde ayristirllmasi i¢in nano sivi kromatografisi kullanilarak, 90
dakikalik %3-35 ACN gradienti olusturuldu. Her bir kromatografik pikin tanimlanmasi
igin 0.2 dk pik kalinlig1 belirlenmistir. MS deneylerinde, minimum 9000 TOF rezoliisyonu
secilmistir. Sicaklik ve nem, kiitle spektrometresini etkileyen ana etmen olduklarindan, oda
1s1s1 19°C olarak muhafaza edildi ve odadaki nem oranit miimkiin oldugu kadar minimum
seviyede tutuldu. Kiitle spektrometresinde kromatogram analizi i¢in sistemin kontrolii her
45 sn’de bir dahili kiitle kalibrant1 olarak ‘Glu fibrino peptide b’ infiize edilerek yapildi.
‘Glu fibrino peptide b’ ¢ift yiiklii ve m/z degeri 785,8426 infiize edilerek yapildi.
Proteinlerin kantifikasyonunun belirlenmesi i¢in Progenesis QI for Proteomics yazilimi
kullanildi. Protein tanimlamalar1 i¢in, Uniprot.org sitesinden “Homo Sapiens Reviewed”
protein veribankasi kullanildi. Kullandigimiz veri bankasi 20.193 protein igin sekans
bilgisini igermektedir. LC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen ham data, yazilima
yiiklendi ve data boyutlar1 azaltilarak pik modellemesi yapildi. Deney sirasinda meydana
gelen tekniksel varyasyonlar1 azaltmak ve validasyonu saglamak i¢in, alikonma zamanlari
hizalanarak datalarin toplanmasi saglandi. Bu asama peptidlerin belirlenmesine olanak
verdi ve kantifikasyonu yapildi. Caligma kapsaminda maximum kat degisikligi >1.4 ve p <
0.05 degerleri icin protein ekpresyonu artan olan 51 protein ve protein ekspresyonu azalan
olan 46 protein istatiksel olarak anlamli bulundu. Kantifikasyonu saglanan proteinler, PH’
nda ve diger norodejeneratif hastaliklarda biyomarker olarak kullanilabilirligi ile
degerlendirildi.

Parkinson hastalarinda ekspresyonu artan proteinlerden, Clusterin Isoform 2 proteini yanlis
katlanmig protein baglanmasi, ubikitin protein ligaz baglanmasinda gorevlidir ve PH’ da
max kat degisikligi 1.6 olarak bulunmustur. Alzheimer hastaliginin iflamutaur siirecinde
etkili olan proteinin potansiyel biyomarker olabilecegi soylenmektedir (Won ve ark, 2014).
Parkinson hastalig1 patogenezinde clusterin proteinin dnemli olabilecegini hem serum hem
de beyin omurilik sivisinda belirlenebildigini ancak celisen datalarin oldugu literatiirde
bulunmaktadir (Van Dijk ve ark., 2013). Kinesin-like proteini, ATPaz aktivitesi ve
baglanmasinda ve mikrotiibiil motor aktivitesinde gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi
2.3 olarak bulunmustur. Bu proteinin, 719Arg polimorfizmini tasiyanlar Alzheimer ve
kolesterol arasindaki iligkiyi tanimlamada gelecek c¢alismalar icin 6nem tasimaktadir
(Sabbagh ve ark,2013). FERM domain-igeren protein 4A, insan epitel hiicrelerinde
kutuplarin olugmasinda gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 11.7 olarak bulunmustur.

PH igin literatiirde bahsedilmemis olsa da Alzheimer hastalig1 igin yeni bir genetik risk

34



faktorii oldugu bulunmustur (Lambert ve ark, 2012). Apolipoprotein C-1 yag asidi,
fosfotidilkolin, fosfolipaz inhibitor, lipaz inhibitér baglanmasi, fosfotidikolin-sterol O-
aciltransferaz aktivator aktivitesinde gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 2.0 olarak
bulunmustur. Alzheimer hastaliginin patogenezinde rol oynabilecegi diisiiniilmektedir
(Petit ve ark, 2001). Apolipoprotein C-II lipaz inhibitdr aktivitesi, lipoprotein lipaz
aktivitesi, fosfolipaz ve lipit baglanmasi, fosfolipaz aktivator ve protein homodimerizasyon
aktivitesi gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 4.4 olarak bulunmustur. Parkinson
hastas1 ve spinoserebellar dejenerasyona sahip bayanlarda Apo CII seviyesinin yliksek
oldugu goézlenmistir (Ikeda ve ark., 1993). Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase
homolog 1, ATPaz aktvitesi ve saperon baglanmasinda gorevlidir ve PH’ da max kat
degisikligi 1.6 olarak bulunmustur. PH model siganlarda, elektroakupunktur ile
fosforillenmis p38-MAPK inhibe oldugu, bunun ardindan da PH model sigcanda
dopaminerjik noronlarin kaybi1 azaldigi gozlenmistir (Wang ve ark, 2013). Alzheimer
hastalarinda fosforillenmis p38 proteinin arttigi bulunmustur (Hensley ve ark, 1999).
Prothrombin kalsiyum iyonu baglanmasi, reseptdr baglanmasi, biiyiime faktorii aktivitesi,
serin-tip endopeptidaz aktivitesi, trombospondi reseptor aktivitesi gorevlidir ve PH’ da
max kat degisikligi 1.5 olarak bulunmustur. Prothrombin ve proteolitik yikimi sonrasinda
olusan thrombin ndérofibriler tanglerda birikmesi, thrombinin tau proteolizizinde dahil
olabilecegini ve ndrodejeneratif hastaliklarda birikmesine yol agabilecegi sdylenmektedir
(Arai ve ark, 2006). Apolipoprotein A-lI, APOA1 reseptér baglanmasi, beta amiloid,
kolesterol, enzim, fosfolipid baglanmas1 ve lipaz inhibitor aktivitesi, transportta gorevlidir
ve PH’ da max kat degisikligi 2.7 olarak bulunmustur. Yolak analizi ve progenesis
sonuclar1 karsilastirildiginda bizim calismamizda hasta grupta lipit metabolizmasinda
gorevli oldugu goézlenmis ancak literatiirle karsilastirildiginda PH, AH dahil g¢esitli
norodejeneratif hastaliklarda ve Down sendromlu gut hastaligina sahip kisilerde ApoAl
proteinin seviyesinin hem serumda hem de beyin omurilik sivisinda azaldigi bulunmustur.
Dolayisiyla gelecekte, ApoAl proteinin ndrodejeneratif hastaliklar i¢in hem torapatik hem
de teshis belirteci olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Keeney ve ark, 2013).
Ubikitin karboksil-terminal hidrolaz 31, ubikitin-spesifik proteaz aktivitesinde gorevlidir
ve PH’ da max kat degisikligi 2.7 olarak bulunmustur. Otozomal resesif olarak kalitilan ve
PH ile iligskili PARK6 bolgesinde bu protein saptanmistir (Lochart ve ark, 2004).
Apolipoprotein E, antioksidan aktivite, beta amioloid baglanmasi, lipid, lipoprotein ve
fosfolipid baglanmasi, tau protein baglanmasi, protein homodimerizasyon aktivitesinde ve

lipoprotein metabolizmasinda gorevlidir. PH’ da max kat degisikligi 1.6 olarak
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bulunmustur. PH patogenezinde, lipit metabolizmasindaki degisimler {izerinde etkili
oldugu bulunmus ve alfa-siniiklein depolanmasinda gorev aldig1 diisiiniilmektedir
(Wilhelmus ve ark, 2011). APOE proteinin €4 polimorfik allelini tasiyan bireylerde, AH
riskini artirirken; €2 allelini tasiyan bireylerde, AH riskini azalttig1 diistiniilmektedir (Liu
ve ark, 2013 ). Serum amyloid P-component kalsiyum iyon baglanmasi, virion baglanmasi,
katlanmamis proteinlerin baglanmasinda, karbonhidrat ve komplement komponent Clq
baglanmasinda gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 1.5 olarak bulunmustur. Beyin
omurilik sivisi igerisinde her zaman bulunan amiloid beta ve norofibriler tanglelarla iliski
icinde olmasinin sonucunda amiloid fibrillere baglanmasini saglamakta ve helikal
filamentleri tamir etmektedir. SAP proteinin kendisi, direk olarak norotoksik etki
gosterebilecegi icin AH ve diger norodejeneratif hastaliklardan bu proteinin

uzaklastirilmasi gerektigini sdylenmektedir (Kolstoe ve ark, 2009).

Gap junction gamma-2 protein, gap junction kanal aktivitesinde gorevlidir ve PH’ da max
kat degisikligi 5.9 olarak bulunmustur. Astrosit ve oligodendrositler arasindaki gap
junctionlarin bozulmasi, merkezi sinir sisteminde dismiyelizayon olarak karakterize edilen
Cx47 mutanti igeren Pelizaus - Merzbacher -benzeri hastalik ile iligskilendirilmektedir
(Ortmann-Murphy ve ark, 2007). Adiponektin proteini, sitokin aktivitesi, reseptor
baglanmasi, hormon aktivitesi, protein homodimerizasyon aktivitesi, sialik asit
baglanmasinda gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 1.5 olarak bulunmustur.
Adinopektin seviyesi, PH ve kontrolii ile karsilastirildiginda benzer bulunmus (Cassani ve
ark, 2011) ancak bizim ¢alismamizda PH ’da, ekspresyonunda artis gézlenmistir. Serum
paraoksanaz /arilesteraz 1 proteini, fosfolipid baglanmasi, kalsiyum iyonu baglanmasi,
protein homodimerizasyon aktivitesi, arildialkilfosfotaz ve arilesteraz aktivitesinde
gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 1.4 olarak bulunmustur. PON1 gen
polimorfizmleri, PH icin risk faktorii olustursa da elde edilen sonuglarda kesinlik
saglanamamistir (Zintzaras ve ark, 2006). PH’ na ait serum Orneklerinde 51 adet
ekspresyonu artan protein bulunmustur, literatiir ile karsilastirildiginda Isoform 2 of
Clusterin, Kinesin-like protein, FERM domain-containing protein 4A, Apolipoprotein C-I
proteinin AH ile baglantis1 oldugu sdylenmektedir. Activator of 90 kDa heat shock protein
ATPase homolog 1, Prothrombin, Apolipoprotein A-I, Apolipoprotein E, Serum amyloid
P-komponent ve Gap junction gama-2 protein, Apolipoprotein C-Il proteinlerinin,
Parkinson, Alzheimer hastaliklar1 ve diger ndrodejeneratif hastaliklarla baglantis1 oldugu

sOylenmektedir. Ubikitin karboksil-terminal hidrolaz 31 proteinin ise otozomal resesif PH
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ile ilgisi oldugu sdylenmektedir. Apo C3 proteini, kolesterol baglanmasi, enzim diizenleme
aktivitesi, lipaz inhibitor aktivitesi, fosfolipit baglanmasi, yiiksek yogunluktaki lipoprotein
partikiillerine reseptor baglanmasinda ve yolak analizi sonucunda lipid metabolizmasinda
gorevli oldugu bulunmustur. PH> da max kat degisikligi 1.8 olarak bulunmustur ancak

literatiirde boyle bir ¢aligmaya rastlanmadi.

Parkinson hastalarinda ekspresyonu azalan proteinler, Komplement C3 proteini,
komplement alternatif yolagi, komplement yolagi, yag asidi metabolizmasi, bagisiklik,
inflamatuar cevap, lipit metabolizmasinda gorevlidir ve PH’ da max kat degisikligi 3.1
olarak bulundu. Bizim calismamizda PH’ na ait serum orneginde ekspresyonu azalan
Komplement C3 proteininin, AH’ na ait beyin omurilik sivisi drneklerinde azaldigi
gozlenmistir. Alzheimer hastaligi igin tani, teshis ve terapotik hedef olarak
kullanilabilecegi sOylenmis (Toledo ve ark., 2014). Protein AMBP, serin kokenli
endopeptidazlarin inhibitor aktivitesi, kalsiyum oksalat baglanmasi(Atmani ve ark., 1995),
IgA ve kiigiik molekiil ve hemin baglanmasi ve tripsin inhibisyonunda goérevlidir ve PH’ da
max kat degisikligi 2.5 olarak bulunmustur. Huntington hastalarina ait idrarda, hemoglabin
ve alphal-microglobulin seviyelerinde artis gozlenmis; bu sonug 2 proteinin hastaligin
biyomarkeri i¢in kullanilabilecegini desteklemistir (Olsson ve ark, 2012). Afamin proteini,
vitamin E baglanmasinda gorevlidir ve oksidatif strese karsi noroprotektif etkiye sahiptir.
PH’ da max kat degisikligi 1.4 olarak bulunmustur. Huntington hastaliginin ilerleyen
asamasinda liretimi azalmaktadir (Heiser et al 2002 ). Vitamin D-baglayan protein, aktin,
vitamin D, kalkidiol baglanmasi ve vitamin transporter aktivitesinde gorevlidir ve PH’ da
max kat degisikligi 1.5 olarak bulunmustur. Alzheimer hastalarinda da bu proteinin
azaldigr gozlenmis (Muenchhoff ve ark., 2014) ve beyinde biriken amiloid betalar
temizledigi distinildiigi igin, serumdaki fazla bulunan bu proteinin gelecekte meydana
gelebilecek bunama vakalarini bulmada kullanilabilicegi 6ngoriilmektedir (Bishnoi ve ark.,
2014). PH’ na ait serum Orneklerinde, 46 adet ekspresyonu azalan protein bulundu,
literatiir ile karsilastirildiginda yukarida anlatilan 4 proteinin norodejeneratif hastaliklarla

iliskisi oldugu saptandi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Parkinson Hastaligi’n1 6nleyebilmek, yasam kalitesini artirabilmek icin hastaliga spesifik
biyomarkerin éneminden yapilan ¢aligmalarla bahsedilmistir. Bu g¢alismada, biyomarker
bulunma olasig1 yliksek olan serum biyolojik sivisi se¢ildi ve serum proteomunun % 85’
ini olusturan albiimin, IgG, IgA gibi proteinlerin uzaklagtirilmasi saglanarak az miktarda
bulunan proteinlerin ekstrakte edilmesi saglandi. Kalitatif ve kantitatif analizlerinin
yapilmasi i¢in FASP metodu sonucu elde edilen triptik peptid karisim ornekleri, LC-MS/
MS cihazina verildi. Elde edilen ham datanin islenip, proteinlerin ekspresyon analizlerinin
ve kantifikasyonlarmin yapilmasi igin Progenesis QI for Proteomics yazilimi kullanildi.
Parkinson hastalarinda protein ekpresyonu artan 51 protein ve protein ekspresyonu azalan
46 protein tanimlandi. Literatiir ile karsilastirildiginda bizim g¢alismamizda ekpresyonu
degisen sadece 11 proteinin PH ile ilgili iliskisi agiklanmig. Bu sonug¢ bize PH’ na ait
literatiirde tanimlanmayan proteinlerin olas1 biyomarker olarak degerlendirilebilecegine
isaret etmektedir. Ancak, insana ait serum igerigi degisken oldugu i¢in, 6rnek sayisinin
arttirilmast elde edilen verileri giiglendirecektir. Bizim kullandigimiz sistem, 1D LC-
MS/MS yoéntemiydi. Bu yontem, biraz daha ileri gotiiriilerek su an mevcut olan 2D LC-
MS/MS yontemiyle, iki boyutta peptit ayristirilmast yapilip, tanimlanan protein sayisinin
artmast saglanabilir. Yine bir baska yoOntem olan, offgel sivi izoelektrik peptit
fraksiyonlamasi ile tanimlanabilen proteom genisletilebilir ve ardindan ITRAQ grup
analizi yapilabilir. LC-MS/MS, cihazlart her ne kadar ileri teknoloji {iriinleri olsa da
ortamdaki en ufak bir degisiklik, tanimlanan protein sayisim etkilemektedir. Dolayisiyla
elde edilen sonuglarin validasyonu ve kantifikasyonu, femtogram seviyesinde hassasiyete
sahip Xevo TQ-S (Triple Quadrupole Mass Spectrometer) ile hedefli proteomiks

caligilarak sonuclarin giivenililirligi artirilabilir.
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Cakisan
genlerin
sayis1

Cakisan genlerin UniProt
isimleri

Yolakta
bulunan
biitiin genler

p

degeri

q
degeri

g-protein
signaling
through tubby
proteins

BioCarta

P00734

12 (12)

0.049

1

Peptide
ligand-
binding
receptors

Reactome

P02775;P00734;P01024

194 (194)

0.0468

Selenium
Micronutrient
Network

Wikipathways

P00734;P02647

82 (83)

0.0458

nicotine
degradation
111

HumanCyc

P19224

10 (10)

0.041

Vitamin D
Metabolism

Wikipathways

P02774

10 (10)

0.041

GP1b-IX-V
activation
signalling

Reactome

P40197

10 (10)

0.041

alternative
complement
pathway

BioCarta

P01024

10 (10)

0.041

Clopidogrel
Action
Pathway

SMPDB

P27169

9(9)

0.0369

retinoate
biosynthesis I

HumanCyc

P02753

9(9)

0.0369

Glucocorticoi
d Pathway
(Peripheral
Tissue)_
Pharmacodyn
amics

PharmGKB

P08185

9(9)

0.0369

Clopidogrel
Metabolism
Pathway

SMPDB

P27169

9(9)

0.0369

Neurotransmi
tter Clearance
In The

Synaptic Cleft

Reactome

P06276

8(8)

0.0329

visceral fat
deposits and
the metabolic
syndrome

BioCarta

Q15848

3 (8)

0.0329

Folate
Metabolism

Wikipathways

P00734;P02647

65 (66)

0.03

Phase I
biotransform
ations_non
P450

Wikipathways

P27169

7(7)

0.0289

Heme
degradation

Reactome

P19224

7(7)

0.0289

Innate
Immune
System

Reactome

P09871;P06681;P01024;P04003;P18
428;P07225

549 (572)

0.0253

Scavenging by
Class B
Receptors

Reactome

P02647

6 (6)

0.0248
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Vitamin D
(calciferol)
metabolism

Reactome

P02774

6 (6)

0.0248

retinoate
biosynthesis
11

HumanCyc

P02753

5 (5)

0.0207

0.983

Systemic
lupus
erythematosu
s - Homo
sapiens
(human)

KEGG

P09871;P06681;P01024

135 (136)

0.0185

0.892

Platelet
Aggregation
Inhibitor
Pathway_
Pharmacodyn
amics

PharmGKB

P00734;P40197

49 (49)

0.0177

0.862

Heroin
Metabolism
Pathway

SMPDB

P06276

4(4)

0.0166

0.82

Alternative
complement
activation

Reactome

P01024

4(4)

0.0166

0.82

transcriptiona
1 activation of
dbpb from
mrna

BioCarta

P00734

4(4)

0.0166

0.82

Vitamin K
Metabolism

SMPDB

P00734

4(4)

0.0166

0.82

FOXA2 and
FOXA3
transcription
factor
networks

PID

P00734;P02647

45 (45)

0.015

0.786

Platelet
Aggregation
(Plug
Formation)

Reactome

P00734;P40197

37 (37)

0.0103

0.547

Transfer of
LPS from LBP
carrier to
CD14

Reactome

P18428

2(2)

0.00833

0.448

PTM: gamma
carboxylation
_hypusine
formation and
arylsulfatase
activation

Reactome

P00734;P07225

27 (27)

0.00559

0.305

Response to
elevated
platelet
cytosolic Ca2+

Reactome

P02775;P07225;P02647

86 (87)

0.00544

0.302

Platelet
degranulation

Reactome

P02775;P07225;P02647

81 (82)

0.0046

0.259

Metabolism of
lipids and
lipoproteins

Reactome

Q96G23;P06276;P02647;P02774;P02
655;P02656;P02649

489 (490)

0.00378

0.216

PPAR
signaling
pathway -
Homo sapiens
(human)

KEGG

P02656;Q15848;P02647

69 (69)

0.00293

Hemostasis

Reactome

P02775;P00734;P03952;P02647;P00
748;P07225;P40197

464 (465)

0.00282

0.167

Scavenging by
Class A
Receptors

Reactome

P02649;P02647

19 (19)

0.00278

0.167
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Platelet
activation_
signaling and
aggregation

Reactome

P02775;P00734;P07225;P40197;P02
647

207 (208)

0.00161

0.0983

Common
Pathway

Reactome

P00734;P07225

14 (14)

0.0015

0.093

fibrinolysis
pathway

BioCarta

Q961Y4;P00734

14 (14)

0.0015

0.093

Warfarin
Pathway_
Pharmacodyn
amics

PharmGKB

P00734;P07225

14 (14)

0.0015

0.093

Irinotecan
Pathway_
Pharmacodyn
amics

PharmGKB

P19224,;P06276

14 (14)

0.0015

0.093

extrinsic
prothrombin
activation
pathway

BioCarta

P00734;P07225

13 (13)

0.00129

0.0857

Vitamin B12
Metabolism

Wikipathways

P00734;P02649;P02647

50 (51)

0.00116

0.0784

lectin induced
complement
pathway

BioCarta

P06681;P01024

12 (12)

0.00109

0.0755

Gamma-
carboxylation
_transport_
and amino-
terminal
cleavage of
proteins

Reactome

P00734;P07225

10 (10)

0.000749

0.0527

Gamma-
carboxylation
of protein
precursors

Reactome

P00734;P07225

9(9)

0.000601

0.0431

Removal of
aminotermina
1 propeptides
from gamma-
carboxylated
proteins

Reactome

P00734;P07225

9(9)

0.000601

0.0431

Initial
triggering of
complement

Reactome

P09871;P06681;P01024

39 (62)

0.000557

0.0416

Transport of
gamma-
carboxylated
protein
precursors
from the
endoplasmic
reticulum to
the Golgi
apparatus

Reactome

P00734;P07225

8 (8)

0.000469

0.0357

Pertussis -
Homo sapiens
(human)

KEGG

P04003;P09871;P06681;P01024

75 (75)

0.000258

0.02

Activation of
C3 and C5

Reactome

P06681;P01024

6 (6)

0.000252

0.02

Blood Clotting
Cascade

Wikipathways

P00748;P03952;P00734

22(22)

9.86E-05

0.0080

Ardeparin
Action
Pathway

SMPDB

P00748;P03952;P00734

21 (21)

8.54E-05

0.0071

Heparin
Action
Pathway

SMPDB

P00748;P03952;P00734

21(21)

8.54E-05

0.0071
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Fondaparinux | SMPDB P00748;P03952;P00734 21 (21) 8.54E-05 | 0.0071

Action

Pathway

Enoxaparin SMPDB P00748;P03952;P00734 21(21) 8.54E-05 0.0071

Action

Pathway

Staphylococcu | KEGG P13645;P09871;P06681;P01024 56 (57) 8.24E-05 | 0.0071

S aureus

infection -

Homo sapiens

(human)

Coagulation SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 0.0068
9

Bivalirudin SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Argatroban SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 0.0068

Action 9

Pathway

Phenprocoum | SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

on Action 9

Pathway

Dicumarol SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Ximelagatran SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Lepirudin SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Anistreplase SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Aprotinin SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Warfarin SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Aminocaproic | SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Acid Action 9

Pathway

Tranexamic SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Acid Action 9

Pathway

Urokinase SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Reteplase SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action cl

Pathway

Streptokinase SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Tenecteplase SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

Action 9

Pathway

Alteplase SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 0.0068

Action 9

Pathway

Acenocoumar SMPDB P00748;P03952;P00734 20 (20) 7.34E-05 | 0.0068

ol Action 9

Pathway

Lipid Reactome P02655;P02656;P02649;P02647 50 (50) 5.26E-05 0.0068

digestion_ 9

mobilization_

and transport
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Diseases Reactome P02655;P02656;P02649;P02753;P02 | 96 (96) 4.59E-05 | 0.0068

associated 647 9

with visual

transduction

Visual Reactome P02655;P02656;P02649;P02753;P02 | 96 (96) 4.59E-05 | 0.0068

phototransdu 647 9

ction

Complement Wikipathways P09871;P06681;P01024 17 (17) 4.42E-05 | 0.0068

Activation_ 9

Classical

Pathway

classical BioCarta P09871;P06681;P01024 14 (14) 2.39E-05 | 0.0051

complement 3

pathway

Binding and Reactome P00738;P02760;P02649;P02647 41 (41) 2.38E-05 | 0.0051

Uptake of 3

Ligands by

Scavenger

Receptors

Scavenging of | Reactome P00738;P02760;P02647 12 (12) 1.45€-05 | 0.0035

heme from 4

plasma

Lipoprotein Reactome P02655;P02656;P02649;P02647 30 (30) 6.65E-06 | 0.0017

metabolism 4

Complement Reactome P04003;P07225;P09871;P06681;P01 | 57 (80) 3.55E-06 | 0.001

cascade 024

Regulation of Reactome P04003;P07225;P06681;P01024 23 (23) 2.20E-06 | 0.0006

Complement 7

cascade

intrinsic BioCarta P00748;P03952;P00734;P07225 23 (23) 2.20E-06 | 0.0006

prothrombin 7

activation

pathway

Retinoid Reactome P02655;P02656;P02649;P02753;P02 | 42 (42) 7.55E-07 | 0.0002

metabolism 647 8

and transport

Intrinsic Reactome P00748;P03952;P00734,;P40197 17 (17) 6.01E-07 | 0.0002

Pathway 4

Chylomicron- Reactome P02655;P02656;P02649;P02647 17 (17) 6.01E-07 | 0.0002

mediated 4

lipid

transport

HDL-mediated | Reactome P02655;P02656;P02649;P02647 15 (15) 3.47E-07 | 0.0001

lipid 8

transport

Formation of Reactome P00748;P03952;P00734;P40197;P07 | 32 (32) 1.84E-07 | 0.0001

Fibrin Clot 225 1

(Clotting

Cascade)

Statin Wikipathways P02655;P02656;P02649;P02654;P02 | 29 (31) 1.10E-07 | 8.03E-05

Pathway 647

Statin PharmGKB P02655;P02656;P02649;P02654;P02 | 25 (25) 4.97E-08 | 4.54E-05

Pathway_ 647

Pharmacodyn

amics

Complement Wikipathways P02743;P03952;P09871;P01024;P02 | 95 (95) 4.30E-09 | 5.25E-06
647;P04003;Q15848;P07225

Complement Wikipathways P00734;Q961Y4;P03952;P09871;P06 | 54 (54) 4.17E-11 | 7.63E-08

and 681;P01024;P00748;P07225

Coagulation

Cascades

Complement KEGG P00734;P00748;P03952;P09871;P06 | 69 (69) 7.42E-12 | 2.71E-08

and 681;P01024;Q961Y4;P04003;P07225

coagulation

cascades -

Homo sapiens

(human)
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Ek 2. : Wilconx zenginlestirme analizi

Yolak Cakisan Yolakta
Yolak ismi N genlerin Cakisan genlerin UniProt isimleri bulunan P . 9 .
kaynag o degeri [degeri
sayisi biitiin genler
classical complement BioCarta 14 P02745;P02746;P02747;P00736;P09871,P06681;P01024;P01031; 14 0.0426 1
pathway P13671;P10643;P07357;P07358;P07360;P02748
Dlse.ases assouateq with Reactome 9 P02766;P02647;P02652;P06727;P02655;P02656;Q9Y561;P02649 9% 0.0391 1
visual transduction ;P02753
Visual phototransduction | Reactome 9 P02766;P02647;POZGSZ;POG?;(?);ZF;(;GSS;P02656;Q9Y561;P02649 96 0.0391 1
Retinoid metabolism and Reactome 9 P02766;Q9Y561;P02652;P06727;P02655;P02656;P02647;P02649 22 0.0391 1
transport ;P02753
Statin Pathvay_ | oo eke | 6 P02647;P06727;P02654;P02655;P02656;P02649 25 00313 | 1
Pharmacodynamics
Chylomicron-mediated | o ome 6 P02647;P02652;P06727;P02655:P02656:P02649 17 00313 | 1
lipid transport
HD"{':‘a:'i's;e: lipid | peactome 6 P01023:P02647:P02768:P02655:P02656;P02649 15 00313 | 1
P07996;P08697;P01023;P00734;P05155;014983;P04196;P03952;
Hemostasis Reactome 20 P07225;P01008;P00742;P01009;P02671;P02768;P02775;P01042; 465 0.0262 1
P02647,;P00747,P40197;P00748
P02775;P01023;P00734;Q99704,P06727;P00747,P01019;P02766;
Signal Transduction Reactome 21 P01024;P02647;P02652;P07996;P02671;P01042;P01031;P02655; 1904 0.0218 1
P02656;Q9Y561;P02649;P02753;Q8NDV7
Selenium Micronutrient ikipathway: 9 P00734;P01011;P02647;P35542;P02768;P69905;P00747;P22352; 83 0.0207 1
Network P68871
Folate Metabolism Wikipathways 9 P00734;P01011;P02647;P355:625;;(7)?68;P69905;P00747;P22352; 66 0.0207 1
Vitamin B12 Metabolism Wikipathway 9 P00734;P02649;P01011;P026:67E;;:§T42;P02768;P69905;P00747; 51 0.0207 1
. P02743;P06733;P51884;P02766;P02647;P02652;P06727;P02655;
D React 13 ’ ’ ! ' ' ' ! ' 962 0.0192 1
Isease eactome P02656;Q9Y561;P02649;P02753;Q8NDV7
Prion filseases - Homo KEGG 10 P02745;P02746,P02747;P01031;P13671,P10643;P07357;P07358; 36 0.0176 1
sapiens (human) P07360;P02748
Response to el_evated Reactome 13 P07996;P02775;P01023;P02671;P05155;P08697;P04196;P02647; 87 0.0175 1
platelet cytosolic Ca2+ P01009;P01042;P02768;P07225;P00747
Platelet degranulation Reactome 13 P08697;P01023;P02671;P05155;P01009;P04196;P02647;P07996; 82 0.0175 1
P01042;P02768;P02775;P07225;P00747
Statin Pathway Wikipathway{ 7 P02647;P02652;P06727;P02654;P02655;P02656;P02649 31 0.0156 1
Lipid digestion_ Reactome 8 | P01023;P02647,P02652;P06727;,P02768;P02655,P02656;P02649 50 0.0078 | 1
mobilization_ and
Lipoprotein metabolism | Reactome 8 P01023;P02647;P02652;P06727;P02768;P02655;P02656;P02649 30 0.0078 1
. PIaFeIet actlvatlon_. Reactome 15 P08697;P01023;P02671;P05155;P07996;P04196;P02647;P01009; 208 0.0059 1
signaling and aggregation P00734,P02768;P02775;P01042;P07225,P00747;P40197
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