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Karaciger Fibrozisinin Evrelendirilmesinde Proteomiks Analizi ile Yeni

Biyomarkerlarin Aragtirilmasi

OZET

Hepatik fibroz, sindirim sistemi hastaliklar1 arasinda 6liimiin en sik goriilen nedenidir ve
sirozun gelisimi 1ile birlikte ilerleyen, farkli etiyolojilerdeki birgok kronik karaciger
hastaliklarinin  bir 6zelligidir. Kronik karaciger hastalifi olan olgularda karaciger
dokusundaki fibrozis varliginin ve miktarinin degerlendirilmesi; tedavi stratejisini, tedaviye
yanitt ve prognozu belirleyen en ©Onemli etkendir. Bu calismanin amaci karaciger
fibrozisinin evrelendirilmesinde proteomik analiz ile yeni biyolojik belirteclerin
arastirilmasidir.

Toplam 30 kronik HBV ve 57 kronik HCV infeksiyonu kanitlanmig toplam 87 hasta
serumu ve 32 sa8likli kontrol analiz edilmistir. Hastalardan alinan karacier biyopsi
ornekleri METAVIR skorlama sistemine uygun olarak evrelendirildi. Buna gore, 24 hasta
FO, 22 hasta F1, 10 hasta F2, 8 hasta F3 ve 23 hasta F4 olarak evrelendirilmistir. Serum
proteinleri IMAC30 (bakir) ve CMI0 ProteinCip dizinlerinde ¢alisilmis ve SELDI
(“Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization”) ProteinCip Sistem 4000 kiitle
spektrometrisinde (MS) analiz edilmistir. Data analizinde “Ciphergen Express software”,
versiyon 3.0.1. ve “Biomarker Patterns software” versiyon 5.0 (Ciphergen Biosystems)
kullamImustir.

Biomarker Patterns software, versiyon 5.0 (Ciphergen Biosystems) ile olusturulan karar
agaclan ile coklu belirtec panelleri hafif (FO,F1,F2) ve ileri evre fibrozisi (F3, F4)
tanimlamigtir. F4 evresi ile kargilastinldiginda diger tiim fibrozis evreleri arasinda ayirt
edici protein pikleri bulunmustur. Saglikli kontrol ile karsilastirildiginda FO ve F1 evreleri
arasinda ve FO ile F1 arasinda ayirt edici pik bulunamamustir.

Ulkemizde ilk defa SELDI-TOF MS ile yapilan bu calisma bu teknolojinin karaciger
fibrozisinin evrelendirilmesinde uygulanabilir bir teknoloji oldugunu gostermistir. Bu
calismanin sonuglarma gore hafif fibrozlu evreler icin ayirt edici proteomik o6zellik
bulunamamis ancak hafif ve ileri evre fibrozis gruplarn icin ayirt edici o6zellikler
bulunmustur. Ayrica siroz hastalar1 diger fibrozis evreleri ve saglikli kontroller ile

karsilastirildiginda ayirt edici protein profili vermistir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger fibrozisi, biyolojik belirtecler, proteomiks, SELDI-TOF

kiitle spektrometrisi, protein ¢ip



Searching For Novel Biomarkers In Determination of The Stages of Liver Fibrosis By

Using Proteomic Analysis

ABSTRACT

Hepatic fibrosis is a common feature of many chronic liver diseases of different etiologies
that could lead to cirrhosis. The accurate assessment of the presence and severity of liver
fibrosis is of paramount importance in determining treatment strategies, response to
treatment, and prognosis in patients with chronic liver disease. The aim of this study was to
investigate potential proteomic biomarkers for assessing the hepatic fibrosis using
proteomic analysis.

Serum samples of 87 patients with chronic liver disease (57 chronic hepatitis C, 30 chronic
hepatitis B) with histological diagnosis and 32 healthy controls were analyzed. Serum
samples of patients were collected on the same day the liver biopsy was performed. All
liver biopsies were analyzed by the same pathologist, and fibrosis was assessed using the
METAVIR index, which revealed FO fibrosis in 24, F1 in 22, F2 in 10, F3 in 8 and F4 in 23
patients. Serum proteins were profiled on both IMAC30 copper and CM10 ProteinChip
array types and analyzed using surface-enhanced laser desorption/ionization (SELDI)
ProteinChip System 4000 Mass spectrometer. The comparison between mild fibrotic and
severe fibrotic patients was performed using tree classification (cross-validation) depending
on peak intensity with the Biomarker Patterns software, version 5.0 (Ciphergen
Biosystems).

Some SELDI proteomic features were found to be discriminative for mild (FO,F1,F2) vs.
severe fibrosis (F3,F4). None of the proteomic features of healthy control serum profiles
were found to be discriminatory when compared to those of patients with FO and/or F1
fibrosis. No statistically significant discriminatory peak was evident between F0, F1 and F2
fibrosis.

SELDI-TOF MS technology is a feasible approach for the discovery of potential
biomarkers for assessing liver fibrosis. The results of this study reveal discriminatory peaks
between protein profiles of cirrhotic patients and other stages of liver fibrosis and healthy
controls, indicating that potential biomarkers among the proteins that are differentially

expressed can be notably determined for staging mild and severe fibrosis.

Keywords: Liver fibrosis, biomarkers, proteomics, SELDI-TOF Mass Spectrometry,

protein chip
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1.GIRIS
1.1. Karaciger Fibrozisi ve Mekanizmasi

Karaciger fibrozisi, sindirim sistemi hastaliklart arasinda Olimiin en sik goriilen
nedenidir ve sirozun gelisimi ile birlikte ilerleyen, farkli etiyolojilerdeki bir¢ok kronik
karaciger hastaliklarimin bir ozelligidir. Batili iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de
kronik hepatit C viriis (HCV) ve hepatit B viriis (HBV) infeksiyonu, kronik karaciger
hastalig1 ve sirozun en sik goriilen nedenlerindendir. Hepadnaviral infeksiyonlar gecici
veya kalic1 karaciger inflamasyonuna neden olur. Diinyada yaklagik 360 milyon insan
kronik HBV tagiyicisidir ve her yil yaklasik 650,000 kisi HBV’ye bagh karaciger
hasarinin (siroz veya hepatoseliiler kanser) ilerlemesi ile hayatin1 kaybetmektedir
(Shepard et al. 2006). HCV infeksiyonu da kronik karaciger hastalifinin 6nemli
nedenlerinden biridir ve diinyada 170 milyondan fazla kisi kronik olarak HCV ile
enfektedir (Burak et al. 2000, Teo et al. 2004). Kronik HCV infeksiyonlu kisilerin
%15-20’s1 20 y1l sonra siroz (Burak et al. 2000, Teo et al. 2004, Fischer et al. 2004) ve
%5-10"u hepatoseliiler kanser (HCC) gelistirirler (Fischer et al. 2004). Hepatik fibrozisi
tetikleyen diger etkenler otoimmiin hastaliklar, helmintik infeksiyon, asir1 demir veya
bakir yiiklemesi ve safra yollarinda tikanmadir (Friedman 2003). Ayrica NASH
(nonalkolik steatohepatit)’1n fibrozisin 6nde gelen nedeni olduguna dair bilimsel veriler

her gecen giin artmaktadir (Jansen 2004).

Hasar1 tamir etmeye yonelik bir yara iyilesmesi siireci olarak da tanimlanabilen
karaciger fibrozisi, ekstraselliiler matriks komponentlerinin (ESM) artmas (fibrojenez)
ile bilinen ve karacierdeki tanimlanabilir dinamik bir siirectir. Fibrojenez regiilasyonu,
multifaktoriyeldir ve en 6nemli faktorii inflamasyondur (Albanis and Friedman 2006,
Gutierrez-Reyes et al. 2007). Ekstraselliiler matriks metabolizmasinin dinamik bir siire¢
oldugu ve birikiminin bilinenden daha ¢ok tersine ¢evrilebilir oldugu netlesmistir. Son
yillarda ESM bilesenlerindeki artis ve metabolizmasinin anlagilmasinda kayda deger
ilerlemeler saglanmistir. Karaciger hasarina bagli olarak fibrozis ilerledikge,
subendotelyal bolgedeki disse boslugu ve siniizoide meydana gelen de8isimler, hem
hiicresel yanittaki hem de ESM kompozisyonundaki degisiklikleri kapsamaktadir.
Normal karacigerde retinoid icin temel depolama bdlgesi olan hepatik stellat

hiicrelerinin (HSH) aktivasyonu skar matriks birikimine neden olmaktadir. Bu daha



sonra hepatik fonksiyonun bozulmas: ile sonuglanan hepatosit mikrovili ve siniizoidal
endotelyal fenestra kaybmna neden olmaktadir (Sekil 1.1.). ESM birikiminin esas
kayna@1 olarak hepatik stellat hiicrelerinin (HSH) bulunmas1 bu hiicrelerin aktivasyonu
ile sonuglanan sitokinler gibi ¢ok sayida sinyalin bulunmasini saglamistir. Aktive
HSH’lerin karacier hasarim artirabilecegi diisiiniilen, TGF beta-1, PDGF-BB,
fibroblast biiylime faktorii, hepatosit biiytime faktorii, trombosit aktive edici faktor, ET-
I ve notrofilleri salgiladigr diisiiniilmektedir. HSH’ler ayrica interlokin-10 gibi anti-
inflamatuvar sitokinleri de salgilamaktadir ve bunlar direkt olarak hasar bolgesine

gitmektedir (Gentilini et al. 2000, Tangkijvanich et al. 2001 ).

ESM proteinlerinin asirt birikimi karacigerin normal yapisini bozar ve organin
normal fonksiyonunu bozarak sonunda patofizyolojik hasara yol acar. Normal
karaciferde ESM iiretimi ile yikimi oranlari egittir ve bunun sonucunda matriks
olusmaz. Fibrojenez, ESM olusumu ve yikimi arasinda bir dengesizlik oldugu siirece
s0z konusudur. Matriks metalloproteinazlarimi (MMP) da iceren proteinazlar matriks
yikimindan sorumludur. Bunlar bes kategoride toplanirlar: interstitial kollajenler
(MMP-1, -8, -13), jelatinazlar (MMP-2, -9), stromelisinler (MMP-3, -7, -10, -11),
membran tipi (MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25) ve metalloelastazlar (MMP-12)
(Benyon and Arthur 2001). Metalloproteinazlarin diizenlemesi kompleks bir olgudur.
MMP’lerin gen ifadesindeki diisiis ile azalan regiilasyonu veya doku inhibitorlerindeki
artis ESM birikimine yardimei olmaktadir. Ilerleyen fibrozis artan TIMP-1 ve TIMP-2
ile iligkilidir ki bu MMP aktivitesinde net bir diisiise gotiiriir ve bdylece matriks

birikimi olusur (Iredale et al. 1998, Iredale 2001).



Normal Karaciger —p Karacider Hasar

Hepatositler

Hepatosit
mikrovilluslarinin kaybi

“ stirahatte

Stellat hiicre Endotelyal
Hiicre

= = » =
= N e ~
Stellat Ekstraseliiler  fepestra =~ i
Matriks kaybi
Hiicre = Depolanmasi
Kupfer Hiicre

Aktivasyonu

Hepatik

Hiicresi gihiizoid

Sekil 1.1. Karacigerin hasara cevabi (Friedman 2000’den uyarlanmigtir.)

Kollajenin 0zellikle de kollajen fibrilin artan birikimi fibrozisin en yaygin
ozelligidir. Karaciger hastaliginda yapilan birka¢ deneysel hayvan modeli HSH’nin
fibroz olusumu sirasinda asir1 kollajen tiretiminden sorumlu birincil hiicre oldugunu
desteklemektedir (Mak et al. 1984, Schuppan 1990, Milani et al. 1990). Karacigerde
tanimlanan farkli kollajenlerin sayisi artmaya devam ediyorsa da en yaygin goriilen ve
genis alanda artan kollajenler tip I ve tip III kollajenlerdir. Karaciger fibrozisi esnasinda
hem mRNA hem de protein diizeyinde degisen kollajen sentezi incelenmis ve tip I
kollajende dramatik bir artis ve tip III kollajen diizeyinde de yine anlamli ama nispeten
daha az bir artis goriilmiistiir (Friedman et al. 1992). Karaciger fibrozisinin deneysel
modellerinden izole edilen HSH’lerde kollajen proteinlerin yerlesimi ve artmis mRNA
seviyesi gosterilmistir (Milani et al. 1990, Maher et al. 1990, Nakatsukasa et al. 1990).
Hepatik stellat hiicreleri siklikla kollajen fiberlerle yakin iligkili olarak sentrilobular
skarda artan hiicre sayisi ile tanimlanmistir (Maher et al. 1990, Tsukamoto et al. 1986).
Yapilan deneylerde karaciger fibrozisi olan hayvan modellerinden izole edilen
HSH’lerde kontrol hayvanlarina oranla daha ¢ok kollajen sentezlendigi goriilmiistiir
(Schuppan 1990, Schmitt-Graff et al. 1993). Karaciger fibrozisinde, kollajenler disinda
iki biiylik protein ailesi olan glikoproteinler ve proteoglikanlarin da agir1 birikimi
bilinmektedir (Friedman 2000). Fibrotik karacigerde fibronektin, laminin, merozin,
tenaskin, nidojen ve hyaluronik asit gibi bazi farkli glikoproteinlerin ifadesinin artmis

oldugu goriilmiistiir. Karaciger fibrozisi sirasinda heparin, dermatan, kondroitin



siilfatlar, perlekan, sindekan, biglikan ve dekorin gibi bazi proteoglikanlarin artan

birikimi de tantmlanmistir (Li and Friedman 1999).

Cok sayida hiicresel degisiklik hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyonu ile
iligkili ise de hiicrelerin fibrojenik yanitim destekleyen iki ana olay gerceklesmektedir
(Shigeki et al. 2006). Birincisi, HSH’ler ekstraselliller matriks sentezinde ve
birikiminde dramatik bir artis ile sonuglanan gen ifadesi paternlerini degistirirler ve bu
hiicreler direkt fibrojenik olurlar. Ikinci olarak, karacigerde bulunan fibrojenik hiicre
sayisini etkili bir sekilde ¢ogaltan hiicresel aktivasyon ile HSH’lerin ¢ogalma hizi artar.
Bu nedenle, HSH’lerin hem fibrojenik hem de ¢ogaltic1 yamitin1 azaltmay1 veya inhibe
etmeyi hedefleyen etkili bir tedavinin, aktive olmus HSH’lerin karaciger fibrozisinin
ilerlemesindeki zararh etkilerini azaltacagina inanilmaktadir. Ancak, primer patojenik
ajan yok edilmediginde fibrozisi durduracak hatta diizeltecek kabul edilmis bir tedavi

halen yoktur.
1.2. Karaciger Fibrozisinin Evrelendirilmesinin Onemi

Fibrozis tedavi edilmedigi takdirde, siroza kadar ilerleyebilir ve sonunda karaciger
yetmezligine ve Oliime neden olabilir. Karaciger fibrozisinin ilerlemis son evresi olan
siroz i¢in tek secenek hasta icin anlaml risk ortaya cikaran karacier organ naklidir.
Diinya capinda HBV’ye bagh oliimlerin ¢ogu infeksiyonun kronik sekellerinden
kaynaklanmaktadir. 2000 yili icin HBV kaynakli toplam 620.000 o6liimiin 580.000
(%94)’inin siroz ve hepatoseliiler karsinomdan (HCC) kaynaklandi1g1 tahmin edilmistir
(Goldstein et al 2005). Ilerleyen fibrozis sonucu siroz olusumu geligir ise HCC nin bir
yil i¢inde gelisme riski %1-%5 arasindadir (Di Bisceglie 1997). HCC en yaygin primer
karaciger kanseridir ve diinyada tiim kanserler arasinda besinci sirayr alir. Batilh
tilkelerde son 10 yilda HCC insidans1 ve mortalite oran1 artmistir (El-Serag and Mason
1999). Asya’da ise HCC kansere bagli oliimlerden en onemlilerdendir (Parkin et al.
2000). HCC’ye bagh olim oraminin azaltilmast i¢in karaciger sirozunun ve
hepatoseliiler karsinomun erken teshisi onemlidir. Ancak karaciger sirozu ve kiiciik
HCC’nin teshisi genellikle zordur. Bu nedenle siroz ve hepatoselliiler kansere kadar
uzanan genis bir klinik spektrumu olmasi nedeniyle kronik karacier hastalarinda
tedavi ve takip onem kazanmaktadir. Geri doniigebilir karaciger fibrozisin kesin teghisi

ve yayginlhiginin en dogru sekilde tayini kronik karaciger hasari olan hastalarda tedaviyi



yonlendirebilmek, hastalifi ongormek ve HCC’ye baghh mortalite oranini azaltmak

acisindan oldukca onemlidir.
1.3. Karaciger Fibrozisinin Evrelendirilmesinde Kullamlan Yontemler

Histolojik teshis ve fibrozisin seviyesine deger bigmede uygulanan karaciger biyopsisi
uzun yillardir bir altin standart olmustur. Karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde her
biri karacifer biyopsisine dayali gorsel evrelendirme temelli farkli sistemler
onerilmistir (Knodell et al. 1981, Ishak et al. 1995, Dufour et al. 1998). Karaciger
biyopsisinin degerlendirilmesinde kullanilan kistaslar olduk¢a ©Onemlidir. Bircok
merkez biyopsilerin degerlendirilmesinde standardize edilmis evrelendirme sistemlerini
kullanmaktadir. En sik kullanilan standardize edilmis sistemler; histoloji aktivite dizini
(indeksi) (HAIL: Knodell skoru), HAI skorun METAVIR skoru ve daha sonra modifiye
edilmis olan Ishak (Knodell et al. 1981, Ishak et al. 1995) ve METAVIR skorlaridir
(Bedossa and Poynard 1996).

Karaciger biyopsisi uygulamasi nadir ancak ciddi komplikasyonlar1 olan,
anlamli morbidite (%1-5) ve mortalite (1/10,000) orani ile bazi sinirlamalara sahip
invazif bir islemdir (Blanc et al. 2005). Biyopsi sonrasinda bireylerin yaklagik
%?20’sinde sag list kadran veya sag omuzda agr1 olusur (Cadranel et al. 2000), karaciger
biyopsisine bagli 6liim orant %1 kadar yiiksek oranda olabilecegi gibi (Perrault et al.
1978, McGill et al. 1990, Cadranel et al. 2000), %0,3-%0,5 arasinda degisen oranlarda
yan etkiler (intraperitoneal kanama, hemobilia, kolanjit, plorit, peritonit, pndmotoraks,
hemotoraks, subkutandz amfizem ve subfrenik apse) goriilmiistiir (Froehlich et al.
1993, Cadranel et al. 2000). Karaciger biyopsisi en iyi ellerde bile diisiik oranda da olsa
kanama ve infeksiyon olusumunu iceren bazi komplikasyonlar ile iligkilendirilir.
Karaciger fibrozinin ilerlemesi bireyler arasinda belirgin sekilde farklilik gostermekte
ve fibrozis evrelendirme  sistemlerinde  oldugu gibi  dogrusal  olarak
ilerlemeyebilmektedir. Bu nedenle bir Kkisinin tedavisinin  dogru  sekilde
surdiiriilebilmesi i¢in biyopsi uygulamasinin belli siirelerde tekrarlanmast s6z
konusudur. Ancak biyopsi maliyeti yiiksek bir uygulamadir. Ayrica karaciger biyopsisi
fibrozisin yorumlanmasinda 6rnekleme hatasina ve degiskenliine meyilli bir prosediir
olup hasta ve hekim i¢in 6nemli derecede kaygi yaratir ve fibrotik siirecte sadece statik

bir fikir verir (Bedossa and Poynard 1996). Tiim bu nedenlerle, karaciger fibrozisinin



evrelendirilmesinde altin standart olarak kabul goren biyopsiye alternatif olarak
gelistirilmekte olan ve serum biyokimyasal belirteglerle yapilan cesitli testler

bilinmektedir.

Biyopsiye alternatif olarak gelistirilmekte olan karaciger fibrozisinin seruma
dayali testlerine ilgi son zamanlarda olduk¢a artmis ve c¢ok sayida arastirmaci
tarafindan bazi dizinler gelistirilmigtir. Karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde
onerilen biyolojik belirteclerin bazilar1 direkt olarak fibrojenez sirasinda ESM’de olan
modifikasyonlara bagli oldugundan bunlara “direkt belirtegler” denmektedir. ESM
metabolizmasin1 direkt olarak yansitmayan hepatik fonksiyona bagli degisimleri
yansitan belirtecler ise “direkt olmayan belirtecler” olarak adlandirilmaktadir
(Friedman 2003, Sebastiani and Alberti 2006). Karaciger fibrozisinin direkt belirtecleri
hyaluronan, laminin, kartilaj glikoprotein 39’u iceren bazi glikoproteinler, prokollojen
III, tip IV kollojen gibi kollojen aileleri, kollojenazlar ve onlarin inhibitorleri ile
fibrogenetik siireg ile iliskili ¢ok sayida sitokinlerdir (TGF-1, TNF-a). Bu belirtecler
potansiyel olarak sadece karaciger fibrozisinin evreledirilmesinde degil ayn1 zamanda
karaciger fibrojenezinin hizinin degerlendirilmesinde de kullanilabilir. Bu belirteglerin
kullanimmnin en Onemli sinirlamasi her hastanede rutin olarak ulasilamamasidir
(Sebastiani 2009). Direkt olmayan belirtecler periferal kandan ol¢iilebilen biyokimyasal
parametrelerdir. Bu belirtecler karaciger hasarinin direkt olmayan ifadeleridir ve
karaciger fibrozisinin evresi ile istatistiksel olarak iligkilidir. Tlk olarak gelistirilen
invazif olmayan testlerden biri aspartat transaminaz (AST)- alanin transaminaz (ALT)
orant (AAR) olup kolay ulasilabilir ve masrafsiz bir yontemdir. Ancak HCV
hastalarinda yapilan ¢alismalar ¢cok degisken sonug¢lar vermistir. Bu ¢alismalara gore
testin duyarlilig: (sensitivite) %31,5-81,3 arasinda degisirken ozgiilliik (spesifite) %60-
83,6 arasinda degisim gostermistir (Giannini et al. 2003, Lackner et al. 2005). Bu dizin
disinda, Forns ve arkadaslar1 (Forns et al. 2002) bagimsiz olarak en az iki aragtirmaci
grup tarafindan daha validasyonu yapilan yas, trombosit sayimi, kolesterol ve v-
glutamiltransferaz (GGT) konsantrasyonu temelli bir dizin gelistirmislerdir (Patel et al.
2003, Thabut et al. 2003). Daha basit bir dizin olarak AST ve trombosit sayim1 (APRI
skoru) da Wai ve arkadaglar1 tarafindan Onerildi (Wai et al. 2003). IIk defa Imbert-
Bismut ve arkadaglar1 (Imbert-Bismut et al. 2001) tarafindan kullamlan ve
apolipoprotein Al, haptoglobin, alfa 2-makroglobulin, y-glutamiltransferaz ve total

bilirubin olmak iizere toplam bes biyokimyasal marker iceren algoritma “Fibrotest”



olarak ticarilestirilmistir. Yine fibrozisinin evrelendirilmesinde kullanilan bir diger test
FIB-4 testidir. Bu test yas ve AST (U/L) degerlerinin ¢arpiminin trombosit sayis1 ve
ALT (U/L) degerleri ile hesaplanan bir testtir. Bu testte 1.45’in altindaki de8erlerde
ileri evre fibrozisi dislamada negatif prediktif degeri %90 iken 3.25’in iizerindeki
degerlerde ileri evre fibrozis tanisi i¢in pozitif prediktif degeri %65 olarak bulunmustur
(Sterling et al. 2006, Vallet-Pichard et al. 2007). Ancak simdiye kadar bulunan ve
biyopsinin yerini almaya ¢aligsan tiim bu kandan “biyomarker” (biyolojik belirte¢) elde
etme dizinleri fibrozisin evrelendirilmesinde baz1 sinirlamalara sahiptir (Afdhal 2003).
Ayrica bu testlerin higbirinin birbiri iizerinde bir iistiinliigii yoktur. Ornegin yas
siirlamasi ile Forns ve arkadagslarinin gelistirdigi dizin, diizenli alkol tiiketen, obez
hastalar ve HBV veya HIV ile koinfekte olan 65 ve ilizeri yastaki hastalar
dislamaktadir. Daha da 6nemlisi yalnizca %51 hasta tam olarak simiflandirilabilir iken
geriye kalan hastalarin skorlama sistemi belirsizdir. Yapilan retrospektif analizlerde
ileri evre fibrozisin teshisinde Fibrotest’in Forns derecelendirmesinden biraz daha iyi
oldugu ve fibroz derecesi ile daha lineer bir iligki gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Hem
Fibrotest hem de Forns derecelendirmesi fibrozis evrelendirmesinde sinirlara sahip ise
de Fibrotest ileri evre fibrozisin teshisinde daha biiyiik pozitif ongorii degerine (%90)
sahiptir. Ancak bu testlerin hicbiri fibrozisin farkli histolojik evrelerini dogru bir
sekilde ayirt edememektedir. Fibrotest de biiyiik orandaki hastay: belirsiz gruba dahil
etmektedir. Bu nedenle bugiine kadar gelistirilmis olan testlerin hig biri bir digerine tek

basina bir iistiinliik saglamamaktadir.

Bugiine kadar olusturulan sistemlerin ¢ok sayida hastayr siiflayamamasi
aslinda pek de sasirtici degildir. Ciinkii bu sistemlerin hi¢ biri gercekten fibrozisi
Olgmemekte fakat hastalifin ilerlemesi ile baglantili hepatik fonksiyonun degisimini
yansitmaktadir. Fibrozisin varli§i ve yayginhigmin en dogru sekilde tayin edilmesi
kronik karaciger hasar1 olan hastalarda tedaviyi yonlendirebilmek ve prognozu
ongormek acisindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu nedenle gilinlimiizde uygulanmakta
olan klinik ve laboratuvar testlerinden daha iyi bir prognostik dogruluga sahip invazif
olmayan biyolojik belirteclere dnemle ihtiya¢c duyulmaktadir. Karaciger fibrozisinin
degerlendirilmesinde invazif olmayan metodlarin gelistirilmesi ve valide edilmesi ile
herhangi yeni bir tedavi yonteminin etkisi hizla ve kolaylikla degerlendirilebilecektir.
Bu nedenle klinisyenler karaciger fibrozisini evrelendirmek ve karaciger biyopsi tekrari

ihtiyacin1 sinirlamak icin metodlar aramaktadir. Serum belirtecleri hastalifin kesitsel



evrelendirilmesinde yeni yeni ortaya ¢ikan bir klinik role sahip ise de karaciger
biyopsisinden vazgecmek icin ¢cok sayida sorunun cevaplanmasi gerekmektedir. Bugiin
proteomiks bir¢ok hastalikta ve hepatoseliiler kanseri de iceren bircok kanser tipinde
oldugu gibi karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde de belirteclerin bulunmasi i¢in
etkili bir ara¢ olarak umut vermektedir (Chignard and Beretta 2004, Yokoyama et al.
2004).

1.4. Proteomik Yaklagimlar

Klinik proteomiksin temel amaglar1 hastaliin erken teshisi veya farkli agsamalarim
invazif olmayan yontemlerle belirleyebilmek igin biyolojik belirtecler bulmak ve
tedaviye miidahale edebilmek amaciyla potansiyel hedefler belirlemektir. Biyolojik
belirte¢ iki ya da birden fazla biyolojik durum i¢in (6rnegin; hastalik durumuna kars:
saglikli durum) miktara bagl olarak deg8isebilen madde veya molekiil (6rnegin; peptid
veya protein) olarak tamimlanabilir (Sekil 1.2.). Bir biyolojik belirte¢ fizyolojik veya
patolojik bir durumu gosteren biyolojik bir parametredir. Biyolojik belirte¢ arastirma
calismalarinda izlenen basamaklar bes asamada Ozetlenebilir; klinik soruyu tanimlama
ve kontrol - hasta gruplarimin se¢imi olmak lizere arastirmanin tasarlanmasi1 asamasi,
hasta ve kontrol gruplarinda farkli eksprese olan proteinleri ve molekiiler agirliklarini
dogru saptama asamasi olan bulus asamasi (aday belirte¢/lerin belirlenmesi), daha genis
sayida hasta ve kontrol gruplar kullanarak prediktif degeri en iyi biyolojik belirte¢/leri
bulma asamasi olan validasyon asamasi, biyolojik belirte¢ proteinin eldesi ve
purifikasyonu asamalarini igeren tanimlama agsamasi ve validasyonu yapilmis biyolojik

belirteg/ler ile kantitatif testlerin gelistirilmesi asamalari ile test gelistirme asamasidir.
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Sekil 1.2. Iki boyutlu jel elektroforezi ile artan ve azalan proteinlere (biyolojik belirtec) drnek
“u” ile gosterilen noktalarda ifade artis1 (“upregulation”) ve “d” ile gosterilen noktalarda ifade
azalis1 (“downregulation”) gosterilmektedir.

Belirtegler veya belirtegler toplulugu hastaligin baslangicinin veya hastaligin
seyrinin, hastalarin komplikasyonlar gelistirme risklerine gore tabakalagmasini ve
boylece hastalifin hem gidisatim ve ilerleyisini hem de tedavi amagli miidahalenin
istenmeyen potansiyel etkisinin tahminini kolaylastirmalidir (Weston and Hood 2004).
Bu baglamda 10,000 degisik proteine kadar plazma veya serum c¢aligmalan dikkat
cekmektedir ve bilim adamlar1 i¢cin 6nem kazanmaktadir (Wrotnowski 1998). Analizler
gereksiz yapilan isler degildir c¢iinkii bu proteinlerden %0,2’si kadar az bir kismi
plazma veya serumun total protein iceriginin %99 unu olusturur ve geriye kalan %99,8
proteinin konsantrasyonu 10 Molar (M)’dan 10°"* M’ye kadar degisiklik gosterir. Bu
durum plazma/serum proteomunun analizi i¢in herhangi bir yonteme biiyiik bir talep
olusturmaktadir. Ornegin albumin mikrogram diizeyinde bulunurken ayni zamanda az
miktarda bulunan bir protein femtogram (10° mikrogram) araliginda dlgiilebilir. Cok
diisiik miktarda bulunan peptit ve proteinlerin bulunmasinin 6nemi ¢ok sayida
caligmada defalarca tartigilmigtir (Basso et al. 2002, Petricoin et al. 2002a, Jang et al.
2004). Plazma/serum proteomunun diisiik konsantrasyonu nedeniyle saptamasi zor olan
heniiz bulunamamus, karakterize edilmemis ve degerlendirilememis ¢ok sayida

biyolojik belirteci igerdigi varsayilabilir (Liotta et al. 2003).

“Proteom” kelimesi Ilk olarak 1994°te Avustralyali arastirmact Marc R Wilkins

tarafindan, bir organizmanin genomu tarafindan eksprese edilen proteinlerin tiimii



olarak tanimlanmugtir. Proteom, bir organizma, doku veya hiicrede herhangi bir anda
bulunan proteinlerin tiimiinii ifade eder. Proteomun analiz edilmesi olarak da kisaca
tanimlanabilen “proteomiks” ifadesi ise pratikte, genis capli protein ayirma ve
tanimlama  tekniklerinin  kullanilmas:1 ile yapilan proteom c¢alismasi olarak
tanimlanmaktadir. Proteomiks; biyoloji, biyoinformatik ve protein biyokimyasini iceren
disiplinler aras1 bir bilim dalidir. Hastaliklarin tanimlanmasi ve tedavi gelistirmede
yaygin olarak kullanilan genetik tekniklere ek olarak gelisen proteomik teknikler

aragtirmacilar igin biiyiik bir umut 15181 olmustur.

Proteomiks, iki boyutlu (2D) jel elektroforezi, goriintiileme analizi, kiitle
spektrometresi, amino asit dizi analizi ve biyoinformatik gibi gelismis tekniklerin
birlesimini kullanmaktadir. Proteomiks alanindaki gelismeler iki boyutlu jel
elektroforezinin 1975 yilinda kullanimiyla baglamistir (O’Farrell 1975). Kompleks
protein ve karisimlarinin ayrilmasi ve karakterizasyonunda kullanilan bu yontem ile
proteinler birinci boyutta yiiklerine gore ayrilirken ikinci boyutta molekiiler kiitlelerine

(Dalton, Da) gore ayrilmaktadir (Sekil 1.3.).

Molekiiler
Adirhk

dustik

1- IEF veya IPG 2- SDS-PAGE

Sekil 1.3. Iki boyutlu (2D) jel elektroforezi; IEF: 1zoelektrik fokuslama, IPG: immobilize pH
gradyani

Proteomiks c¢aligsmalarindaki anahtar gelisme ile bir elektrik veya manyetik
alanda yiiklenmis pargaciklarin hareketi temeline dayanarak molekiillerin molekiiler
agirhiklarimi analize imkén saglayan kiitle spektrometresi (MS) teknigi gelistirilmistir.
Iyon kaynagi, kiitle analizor ve detektér olmak iizere ii¢ bilesenden olugan kiitle

spektrometresi, analiz edilecek maddelerin kiitle/ylik (“mass to charge” [m/z])
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oranlarini kantite etmek icin kullanilir. Bu kantitasyondan kiitle belirlenir ve bu kiitleye
sahip protein tanimlanir. Yiiksek duyarliliktaki kiitle spektrometresi teknigi ile
ayristirllmis proteinlerin tanimlanmas: yapilabildigi gibi direkt karmagik biyolojik
ornekler kullanilarak da proteinler tanimlanabilmektedir. Protein gibi biiyiik
biyomolekiilleri olduk¢a duyarli bicimde kolayca iyonize edebilen ve kiitle
spektrometresinde iyon kaynagi olarak kullamilan iki temel yontemden biri olan
MALDI (“Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation”) 1988 yilinda Karas ve
Hillenkamp tarafindan sunuldu (Karas and Hillenkamp 1988). MALDI, 15181 absorbe
eden bir matriks varlifinda analizi yapilan molekiiliin yiizeyden kopma ve
iyonizasyonu icin gerekli enerjiyi lazerden kullanan bir ¢carpma iyonizasyon teknigidir.
Bu iyonizasyon tekniginde her bir lazer atisinda olusan iyonlarin ayrilmasi ve
¢oziilmesi i¢in bir atis analizoriine ihtiyag vardir. Bu nedenle MALDI ile rutin olarak
kullanilan iyon ayirict kiitle analizorii, iyonlarin agirliklariyla dogru orantida bir siire
icerisinde detektore ulagmasini saglayan “time of flight-ucgus siiresi” (TOF) analizordiir.
Kiitle spektrometresinde kullanilan ve MALDI’den daha kompleks diger bir yontem
temel iyon kaynagi elektrosprey iyonizasyon (ESI) tekni8idir. ESI teknigi analit ve
¢oziicii molekiilleri igeren akiskanin ince kapillerde yiiksek voltaj ve atmosferik
basingta dagilmasi temeline dayanmaktadir. Bu sistemde yiiklii peptidler, vakum kosulu
altinda gecer ve kiitle/yiik oranlarina gore elektrik alanda aynisirlar. Bu teknolojilerin
sagladifi en Onemli avantaj ardi ardmna kiitle spektrometrisi uygulanabilmesidir
(MS/MS). MS/MS teknolojisi MALDI-TOF MS’den daha avantajli olarak peptitlerin
dizi bilgilerinin yani peptit parmak izinin belirlenmesini ve bdylece proteinin daha
duyarl olarak tanimlanmasini saglar. MS/MS spektrast hem elektrosprey iyonizasyon-
MS (ESI-MS) hem de MALDI-MS ile elde edilebilir. MALDI-MS nispeten daha basit
peptit karigimlarinin analizinde kullanilirken karma si1vi kromatografi ESI-MS sistemi

(LC-MS) daha karmagik orneklerin analizinde tercih edilmektedir.

Proteomiks alaninda son teknolojinin gelismesini saglayan ve protein ¢ip
biyolojik  belirte¢  sisteminin  temelini  olusturan  “Surface-Enhanced Laser
Desorption/Ionization” (SELDI) kavrami 1993’de Hutchens ve Yip tarafindan
sunulmustur (Hutchens and Yip 1993). Ciphergen tarafindan gelistirilmis olan SELDI
ProteinCip Sistemi’nin 4000 serisi bireysel (Sekil 1.4.1.) ve kurumsal (Sekil 1.4.2.)

versiyonlar1 olmak iizere iki tiptir ve bu sistemler ProteinCip okuyucusu, ProteinCip
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dizinleri ve CiphergenExpress bilgisayar yazilimi olmak iizere toplam 3 bilesenden

olugur.

;g

(PHERGEN

Sekil 1.4.1. Bireysel SELDI ProteinCip Sistemi  Sekil 1.4.2. Kurumsal SELDI ProteinCip Sistemi

SELDI-TOF Kkiitle spektrometrisi (MS) “ProteinChip” teknolojisi, binlerce farkli
protein iceren serum/plazma, doku homojenizatlar1 ve hiicre lizatlar1 gibi kompleks
protein kompozisyonlarini ayrintili sekilde belirleyebilmekte ve az miktarda bulunan
proteinleri de aynistirarak saptayabilmektedir. Protein ¢ip teknolojisinde uygulanan
aynistirma teknigi 2D jel elektroforezi teknolojisinde uygulanan birinci boyut ayirma
olarak bilinen izoelektrik fokuslamadir. Bu asamada analiz edilecek ornek (serum,
plazma, hiicre lizatlari, viicut sivilar1) iyon degisim (“ion exchange”) ayristirmaya tabii
tutularak farkli pH’larda elde edilir. Farkli pH’larda elde edilen proteinlerin degisik
kimyasal yiizeye sahip proteingip “array’lere baglanma egilimi proteinlerin izoelektrik
noktalarina bagh olarak degisecektir. Protein ¢ip teknolojisinde uygulanan bu
aynistirma teknigi 2D jel elektroforezi teknolojisinde uygulanan birinci boyut ayirma
olarak bilinen izoelektrik fokuslamadir. Farkli pH’lara ayrilan Ornekler daha sonra
ikinci boyut analizlemeye tabii tutularak hidrofobik (H50), anyonik (WCX-CM10),
katyonik (SAX-Q10) ve metal (bakir, ¢inko vb.) baglama (“Immobilized Metal Affinity
Capture”-IMAC30) ozelligine sahip farkli kromatografik 6zelliklere (kimyasal yiizey)
sahip ciplere uygulanir (Sekil 1.5.).

12



Sekil 1.5. SELDI-TOF MS ¢ip dizinleri

Cesitli ornekler, SELDI protein ¢ip dizinlerine (“array”) tuzlar ve deterjanlar
gibi diger kiitle spektrometri metodlarinda problem yaratan molekiillere herhangi bir 6n
uzaklagtirma yapilmaksizin direkt olarak uygulanabilmektedir. Ornekteki proteinler ve
peptitler kovalent olmayan baglarla ¢ip yiizeyine biyokimyasal o6zelliklerine bagh
olarak baglanir. Bu nedenle kullanilan ¢ip dizininin yiizey 6zelliklerine bagl olarak
orneklerin ¢iplere yiiklenmesinde kullanilan tampon’un pH degeri de Onem
kazanmaktadir. Her protein 6zel bir pH degerinde esit sayida pozitif ve negatif yiik
icerir ki bu degere izoelektrik noktas1 (pI) denir ve bu noktada proteinin net yiikii
sifirdir. Bir proteinin pl degeri asidik ve bazik fonksiyonel gruplarinin sayisina bagh
olarak degisir. Protein pI degerinden diisitk pH’da bir tampon ile muamele edildiginde
pozitif yiik kazanir ((COO]<[NH;"]). Tam tersi bir durumda pI degerinden yiiksek
pH’daki bir tampon ile muamele edildiginde protein negatif yiik kazanmir ([COO
]>[NH5']) (Sekil 1.6.). Boylece ozellikle biyolojik belirte¢ arastirmalarinda sik
kullanilan SELDI-TOF MS teknolojisi ile protein icerigi bilinmeyen oOrnekler icin
kullanilan ¢ipin kimyasal 6zelligine baglh olarak 6rnekler farkli pH’daki tamponlarla
muamele edilerek ¢ip yiizeyine baglanma saglanmaktadir. Ornegin asidik proteinler
kuaterner amonyum gruplari iceren katyonik yiizeye (Q10 ¢ipi), bazik proteinler pozitif
yiikleri ile anyonik karboksilat gruplar1 iceren anyonik yiizeye (CM10); histidin,
triptofan, sistein ve fosforlanmis aminoasitlerini igeren proteinler aktif yiizeyinde nikel,
bakir, demir ve ¢inko gibi polivalent katyonik metalleri selatlayan nitriloasetik asit
(NTA) gruplarm iceren IMAC cipine baglanmaktadir. Baglanmayan proteinler ve
peptitler gibi tuzlar, deterjanlar ve diger kontaminantlar fosfatl tuz tamponu (PBS) gibi
basit tamponlarla yikanir ve uzaklastirilir. Yiizeyde bagh kalan peptit-proteinler protein
cip okuyucuda analiz edilir. Bu teknoloji ile ayrica PS10, PS20 ve RS100 gibi aktive

edilmis yiizey dizinleri kullamlarak karmagik biyolojik Ornekten aragtirilan
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biyomolekiillerin kovalent olarak sabitlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu dizinler,
antikor-antijen, reseptor-ligand, niikleik asit baglanma proteini ¢alismalar1 ve 0zgiil

protein ciftlerinin bulunmasi gibi ¢alismalar i¢in kullanilmaktadir.

Yiik
- NH—HCR— c:o-2
2
-+ -
o NH—HCR—CO
3 2
-+
+ NH-HCR—CO_H
Diisiik pH Yiiksek pH

Sekil 1.6. Farkli pH’larda proteinlerin farkli yiik kazanmasi

SELDI-TOF MS sistemi de MALDI-TOF MS teknolojisi gibi ugus siiresi (TOF)
teknigi ile peptit ve proteinlerin kiitle/yiikk oranlarinin kesin Olciimiine dayanan bir
tekniktir. Cip dizininde bulunan protein baglanmis noktalara yapilan lazer atis1 ile
peptit-proteinler iyonize olarak vakum tiipte ugurulur ve detektore ulasarak bilgisayar
programinda bir profil olustururlar (Sekil 1.7.). Molekiillerin lazer atis1 ile ¢ip
tizerinden kopmasimi ve iyonize olmasini saglayan enerji abzorbe edici molekiiller
(EAM) kullanilir. Ciplere proteinler baglandiktan ve yikama yapildiktan sonra EAM
eklenir ve ornekle beraber kristalize olur. Bu molekiillerin en 6nemli 6zellikleri 6rnek
spektrumu ile karismamasi ve lazer dalga boyunda yiiksek molarda emicilik
gostermesidir. Son yillarda bir¢ok hastalik i¢in ozellikle biyolojik belirte¢ arastirma
calismalarinda kullamilan SELDI-TOF MS Protein Cip teknolojisi, izole edilmis veya
molekiiler agirhiklartyla karakterize olarak piklerin kiimelenmesi ile olusmus protein
profillerinin yiiksek ¢oziiniirliikte belirlenmesini saglayarak, farkli patolojik durumlarin

oldukca hassas ve anlamli tekrar edilebilirlikte ayrimina olanak saglamaktadir.
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Sekil 1.7. SELDI siireci: Protein ¢ip ve “time of flight” (TOF) - kiitle spektrometrisi (MS)

SELDI teknolojisi daha kisa zamanda sonug almak konusunda bir¢ok ¢alismada
basariyla kullanilan 2D jel elektroforezi ve MS teknolojisinden (Young and Tracy
1995) daha avantajhdir. Iki boyutlu jel elektroforezi yaklagiminda, hidrofobik, giiclii
asidik veya giiclii bazik proteinlerin aynstirilmasimin  zayif olmas: ve diisiik
miktarlardaki proteinlerin kesin olarak goriintiilenememesi gibi bazi sinirlamalar vardir
(Lee 2001) ve jel tabanli metotlardan direkt ve kesin kantitatif bilginin elde
edilmesindeki zorluklar SELDI teknolojisinde sorun olmamaktadir. SELDI-TOF MS’in
konvansiyonel diger metodlara gore daha avantajli olmasinin diger bir nedeni ise daha
az miktarlarda Orneklerle, O©rnegin peptitler i¢in femtomolar diizeyinde
konsantrasyonlarla, uygulanabilir olmasidir (Wiesner 2004). Ayrica diger analitik
metodlarda sorun yaratan tuz ve deterjanlarin uygun yikama kosullarinda
uzaklagtirilmas: ile SELDI uygulamasinda sorun olusmamaktadir. SELDI'nin
orneklerin pasif bir prob iizerinde sunuldugu MALDI’den en temel farki, orneklerin
kiitle spektrometrisine ekstraksiyonunda, sunumunda, amplifikasyonunda ve
iyonizasyonunda aktif rol oynayan bir yiizeyde sunulmasidir. SELDI teknolojisi ayrica
MALDI-TOF MS’den farkli olarak proteinlerin ayristirilmasi ve segilmesi igin 2D jel
elektroforezi uygulamasim gerektirmeyen ve biyolojik belirte¢ bulma caligmalarinda
kiicik molekiil agirligindaki proteinlerin ayriminda daha etkin kullanilan bir

teknolojidir.

Proteomiks teknolojisindeki  O6nemli  gelismeler ile kandaki  protein
kompozisyonunun ayrintili sekilde belirlenebilmesi karacigerin fibrojenik aktivitesini
daha dogru bir sekilde yansitabilecektir. Karacier proteomunun daha iyi anlagilmasi ve

caligmalarin hiz kazanmasi igin Insan Proteom Organizasyonu (HUPO) tarafindan ilk
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olarak 2002 yilinda Insan Karaciger Proteom Projesi (HLPP) nin baglamast fikri ortaya
atilmistir. HUPO HLPP’nin bilimsel amaglar arasinda; saglik ve hastalik durumlarinda
insan karaciger protein bilesenlerinin karsilagtirmali analizinin yapilmasi, protein
lokalizasyonun belirlenmesi ve hiicre i¢i proteom profilinin cikarilmasi, karaciger
protein-protein etkilesimlerinin karsilastirmali analizinin yapilarak karaciger proteom
agmin olusturulmasi, karaciger proteomunun post-translasyonel modifikasyonlariin
sistematik analizinin yapilmasi, biyolojik belirte¢ bulunmasi amaciyla veritabanlar elde
etmek icin Karaciger Proteom Projesinin Plazma Proteom Projesi ile desteklenmesini
ve veri tabanlarinin olusturulmas: bulunmaktadir (HUPO Human Liver Proteome

Project).

SELDI-TOF MS kullanilarak yapilan invazif olmayan biyolojik belirte¢ arama
calismalar1 son yillarda olduk¢a hiz kazanmig ve kronik karaciger hastalarinda yapilan
calismalar Ozellikle HCC i¢in belirte¢ aramayr amaglamustir. Karaciger fibrozisinin
evrelendirilmesi i¢in biyolojik belirte¢ arama calisma sayist ¢cok olmamakla beraber
yapilan ¢alismalar SELDI’nin bu amag i¢in uygun bir teknoloji oldugunu gostermistir.
Biyopsiye alternatif olarak gelistirilmekte olan karaciger fibrozisinin seruma dayali
testlerin karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde yeterli bulunmamasi ve bu testlerin
biyopsi uygulamasinin Oniine gegememis olmasi SELDI teknolojisi ile yapilan yeni

belirteclerin aranmasi ¢alismalarina 6nem kazandirmaktadir.

Bu tez ¢calismasinin amaci takip edilmedigi siirece karaciger sirozu ve kanserine
kadar ilerleyebilen karaciger fibrozisinin farkli evreleri i¢in 6zgiil biyolojik belirteglerin
kan Orneginde (serum) arastirilmasidir. Belirlenen ayirt edici proteinler potansiyel
belirte¢ olma 0zelligindedir ve bu aday proteinler cok sayida hasta ile yapilacak olan
ileri validasyon calismalar1 i¢in 6nem kazanmaktadir. Kan Orneginden elde edilen
belirte¢/ler invazif bir altin standart olan biyopsinin yerini alabilecek ve hastanin takibi
kolaylasarak uygun tedavi baslatilabilecektir. Teshis yoOniinden saglanabilecek
kolayliklarin yani sira fibrozisin farkli evrelerinde etkili aday protein veya peptitlerin

bilinmesi anti-fibrotik ¢alismalar i¢in de ilerlemeler saglayabilecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

SELDI-TOF MS teknolojisinin, giiniimiizde uygulanmakta olan klinik ve laboratuar
testlerinden daha 1yi bir prognostik dogruluga sahip, teshisi kolay, diisiikk maliyeti olan
ve invazif olmayan biyolojik belirteclerin bulunmasinda bir umut 15181 oldugu
soylenebilir. SELDI protein ¢ip biyolojik belirte¢ arastirma sistemi; prostat (Adam et al.
2002.), over (Petricoin et al. 2002b) ve meme (Li et al. 2002) gibi bircok kanser
cesidinde tekli veya ¢oklu tiimor spesifik belirteclerin belirlenmesinde kullanilmustir.
Bu teknoloji ile diinyada her yil bir milyondan fazla insanin 6liimiiyle sonuclanan
karaci8er hastaliklarinin teghisinin ve tedavisinin dogrulugunu ve kesinligini artiracak
cok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Protein ¢ip teknolojisi kullanilarak siroz (Zhu et al.
2004, Jiefeng et al. 2007) ve Ozellikle hepatoseliiler kanserin (Poon et al. 2003, Zinkin
et al. 2008, Cheng et al. 2009) erken ve kolay teshisi amaciyla yeni biyolojik
belirteglerin bulunmasi i¢in giliniimiize kadar ¢ok sayida calisma yapilmistir. Yapilan bu
calismalar karaciger hastaliklarinin takibini ve tanisim kolaylastiracak serum biyolojik
belirteclerin bulunmasinda protein ¢ip teknolojisinin miimkiin bir yaklasim oldugunu

gostermektedir.

SELDI teknolojisi ile serum oOrnekleri kullanilarak karaciger fibrozisinin
evrelendirilmesinde biyopsiye alternatif olarak gelistirilebilecek biyolojik belirtegler
arastirnlmistir. Poon ve arkadaslart SELDI-TOF MS protein ¢ip teknolojisini
kullanarak, kronik hepatit B viriisii pozitif hastalarda karaciger fibrozisinin ve sirozun
degerlendirilmesinde biyolojik belirtegler arastirmistir (Poon et al. 2005). Poon ve
arkadaglarinin yaptig1 bu ¢alisma, her y1l %1-4 sirozlu kronik hepatit B hastasinin
primer karaciger kanseri gelistiriyor olmasi (Befeler 2002) nedeni ile toplam 46 HBV’li
hastanin serum Ornekleri ile yapilmistir. Hastalar Ishak skorlama sistemine gore toplam
5 gruba aynlmistir. On hasta minimal fibrozis (Ishak skor=1), 9 hasta hafif (“mild”)
fibrozis (Ishak skor=2), 10 hasta ilimli (“moderate”) fibrozis (Ishak skor=3 veya 4), 8
hasta siroza giden ileri evre fibrozis (Ishak skor=5) ve 9 hasta belirgin siroz (Ishak
skor=6) olmak iizere toplam 46 hasta ¢alismaya alinmistir. Bu ¢alismada hastalardan
alman serum Ornekleri farkli pH’larda, pH4 ve pH9, tamponlar kullanarak protein ¢ip
teknolojisinde kullanilan anyonik yiizeye (CM10 ¢ip dizinler) uygulanmis ve kimyasal
ozelliklerine baglh olarak proteinlerin optimize edilmis baglanma kosullarinda anyonik

yiizeye baglanmasi saglanmistir. Her bir Ornek cift olarak dizinlere yiiklenmistir.
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SELDI-TOF MS okuyucuda proteinler kiitlelerine 0,9 kilo Dalton (kDa)’dan 250 kDa’a
kadar bir aralikta ayristirilarak profilleri elde edilmistir. Ciplerin okutulmasiyla elde
edilen veriler “Ciphergen Biomarker Wizard” yazilimi kullamilarak farkli evrelerdeki
hastalara ait protein spektralar1 belirlenmis ve karsilagtirilmistir. Buna gore; pH4’te
baglanmig olan serum Orneginde toplam 383 ve pH9’da 411 proteomik o6zellik
bulunmustur. Bu proteomik 06zelliklerden toplam 81 tanesinin protein miktar1 hasta
gruplarinda farklihik gostermistir. Bu 81 proteomik oOzellikten 6 tanesi fibrozisin
evresiyle dogru orantili olarak artis gosterirken, 24 tanesi negatif olarak iligkili
bulunmustur (P<0,05). Ancak belirlenen bu proteomik 6zellikler validasyon calismasi
ile gelistirilmemis ve aday proteinler tanimlanmamistir. Bu ¢alismada bulunan fibrozis
ile iligkili proteomik Ozellikler fibrozisli hastalarda sadece anlamli oranda diisiik ya da
yliiksek miktar gOstermemekte, ayrica fibrozisin giddetiyle de anlamh iligki
gostermektedir. Aym c¢alismada bu serum proteomik belirtecler ile karaciger
fibrozisinin belirlenmesinde kullanilabilecek “artificial neural network” (ANN) modeli
olusturmak amacglanmistir. Yine Poon ve arkadaglan tarafindan daha 6nce HCC ig¢in
yapilan ¢alismalarda (Poon et al. 2001, Poon et al. 2003) da gelistirilen ANN modeli bu
calismada karaci8er fibrozisinin belirlenmesi i¢in iki sekilde gelistirilmistir. Model 1
yalmz proteomik veriyi kullanirken, Model 2; yas, cinsiyet, trombosit sayisi, 16kosit
say1s1, hemoglobin, etkinlestirilmis kismi tromboplastin zamani, uluslar aras1 normalize
edilmis oran ve bilirubin, total protein, albumin, alanin transaminaz (ALT), alkalin
fosfataz (ALP), ve alfa-fetoprotein yogunluklarini da icermektedir. Ishak skorlar1 ve
ANN fibrozis dizini arasindaki iliski “Spearman siralama iligki” testi kullanilarak
yapilmistir. Her iki ANN modeline gore Ishak skorlari ile ANN fibrozis dizini arasinda
gicli pozitif bir iliski vardir (model 1, r=0,831, P=0,0005; model 2, r=0,861,
P=0,0005). Bu bulgular ANN fibrozis dizininin fibrozis evreleriyle yiiksek iliski
gosterdigini ve farkli fibroz evresine sahip hastalarda anlaml sekilde farkli oldugunu
gostermistir. Ayrica bu dizin ile fibrozis evresi arttik¢a fibrozisin evrelendirilmesindeki
kesinligin de arttif1 gosterilmistir. Bu ¢calismadaki tiim ileri evre fibrozis (Ishak skoru >
4) hastalar1 dogru tanimlanmigstir. ANN fibrozisi dizini sirozun tanimlanmasinda %94
duyarlilik ve %86 ozgiillik gostermistir. “Receiver Operating Characteristic” (ROC)
kavis analizi ALT, total protein, bilirubin, hemoglobin ve uluslar arasi normalize
edilmis oran girdi degiskenleri olarak eklendiginde (model 2) ANN modelinin tahmin

performansimi artirmaktadir ve fibroz ve siroz i¢in >%90 kesinlik vermistir. Poon ve
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arkadaslar tarafindan yapilmig olan bu ¢alismanin sonuglar fibrozis iligkili proteomik
modelin karaciger fibrozisinin ve sirozun tanimlanmasinda yararl bir ara¢ oldugunu
gostermistir. Fakat bu modelin kronik hepatit B’li hastalarda kullaniminin valide

edilmesi i¢in daha fazla calismanin yapilmasi gerekmektedir.

Gobel ve arkadaglan tarafindan 2006 yilinda kronik HCV hastalarinda yapilan
diger bir SELDI-TOF MS calismasinda, hafif karaciger fibrozisinin (F1-F2), karaciger
sirozunun (F4) ve HCC’nin birbirinden ayirt edilmesi icin tekli ve c¢oklu protein
belirtegleri arastirilmistir (Gobel et al. 2006). Bu ¢alisma i¢in toplam 117 kronik hepatit
C hastasindan serum Ornegi toplanmustir. Calisma icin 39 hafif fibrozis (F1-F2) hastasi,
44 HCC gelistirmemis siroz hastasi ve 34 sirozlu ve HCC’li olmak iizere 3 hasta grubu
olusturulmustur. Protein profilleri olusturulmadan ©nce serum oOrneklerine pI’larina
gore ayristirma yontemi olan anyon degisim (“exchange”) ayristirma uygulanmustir.
Bunun i¢in “Expression Difference Mapping Kit” (Ciphergen Biosystems, Freemont,
USA.) kullamlarak pH9, pH7, pH5, pH4, pH3 ve organik ayrisim olmak tizere 6 farkh
fraksiyon elde edilmistir. SELDI-TOF MS kullanilarak yapilan 6n ¢alisma ile CM10
cipin diger ¢iplere oranla daha fazla ayirici pik verdigi goriilmiis ve calismaya bu ¢ip ile
devam edilmistir. Ttim hasta serumlan grup tarafindan optimize edilen kosullarda
dizinlere yiiklenmis ve SELDI-TOF MS’de analiz edilmistir. Ttim 6rneklerin protein
pikleri Ciphergen Express yazilimi versiyon 3.0.1 kullanilarak kiimelenmis ve
“Biomarker Patterns” yazilimi versiyon 5.0.2 (Ciphergen Biosystems) ile karar agaci
smiflandirmast yapilmistir. Hafif HCV fibrozisli grup (F1,F2) ve HCV-sirozlu hasta
(F4) grubu karsilastirmasinda p degeri <0,05 veren istatistiksel olarak anlamli 22 pik
bulunmustur. HCV-sirozlu (F4) ve HCC hastalarinin  olusturdugu iki grup
karsilastirildiginda ise p<0,05 veren istatistiksel olarak anlamli 17 protein piki farklh
olarak bulunmustur. Karar agaci kullanilarak analiz yapildiginda sirozlu hasta grubunun
F1, F2 fibrozisli hasta grubundan 5 peptit/protein iceren coklu belirte¢c paterni (2873,
6646, 7775, 10 525 ve 67 867 Da) ile ayrildigin1 gostermislerdir. Bu sonug i¢in ¢alisma
(“training”) grubu 100% ozgiilliik (spesifite) ve %85 duyarlilik (sensitivite) (AUROC
0.976) ve rastgele test drnekleri i¢in %80 duyarlilik ve %67 6zgiilliikk gostermistir. HCC
ve HCV-siroz hasta gruplan karsilastirildiginda 4 peptit/protein ¢oklu belirte¢ paneli
(7486, 12 843, 44 293 ve 53 598 Da) bulunmugtur. Calisma grubu %100 duyarlilik ve
%85 ozgillik ile ve rastgele test Ornekleri %68 duyarlihik ve %80 ozgiillik ile

HCC’nin sirozlu hastalardan ayrilabilece8ini gostermistir. Ayrica bu aday belirteclere
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APRI skoru ve alfa-fetoprotein (AFP) degerlerinin de birlestirilmesi ile teshisin
dogrulugunun arttigr goriilmiistiir. HCV-siroz hastalarinda fibrozisli hastalara oranla
belirgin sekilde azalma gosteren 6646 Da piki i¢in tanimlama ¢alismasi yapilmis ve bu
pikin apolipoprotein C-I oldugu bulunmustur. Apolipoprotein A-I Fibrotest
algoritmasinda karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde kullanilan bir parametredir.
Apolipoproteinler ayrica farkli kanser tiplerinde belirte¢ olarak da kullanmilmaktadir
(Zhang et al. 2004). Apolipoprotein C-I'in ifadesinin azalisinin kolorektal kanser
hastalarin1 saglikli kontrollerden giivenilir sekilde ayirt ettigi gosterilmistir (Engwegen
et al. 2006). Apolipoprotein C-I karacigerde ve az miktarda da ince barsakta
sentezlenmektedir. HCC ve sirozdaki diisiik miktarinin nedeni ise diisiik sentezi veya
aktive olan proteazlar tarafindan yikimu ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak,
kronik HCV hastalarinda lipit metabolizmasina katilan c¢ok sayida genin farkl
diizenlenmesi daha oOnce gosterilmistir (Su et al. 2002). Kolesteroliin ve yagasidi
biyosentezi yolaklarinin HCV replikasyonunda ve infeksiyonunda rol oynadigina dair
biiytik kanitlar vardir. Karaciger steatozu HCV infeksiyonunun tipik ©6zelligi olup
(Moriya et al. 1997) HCV kor proteini ve NS5A proteini yag damlaciklar1 ve
apolipoprotein A-I ve A-II ile iligkili bulunmustur (Barba et al. 1997, Shi et al. 2002).
Kolesterol diisiiriici HMG-CoA inhibitdr paravizin ile lipoprotein metabolizmasinin
engellenmesinin hepatit C iligkili hepatoseliiler kanserli hastalarda hayatta kalma
sansi artirdif1 (Kawata et al. 2001) ve replikon modelinde yine kolesterol diisiiriicii
bir ila¢ olan lovastatin ile HCV replikasyonunun inhibe edildigi gosterilmistir (Ye et al.
2003) Bu nedenle, apolipoprotein C-I'in lipit metabolizmasindaki gérevinden (Shachter
2001) bagka karaciger fibrozisi ve kanserojenezde ilave bir patojenik roliin de miimkiin
oldugu diisiiniilmektedir. Gobel ve arkadaslari tarafindan yapilan bu ¢alismada SELDI-
TOF MS teknolojisinin protein patern analizi ile birlikte kronik HCV hastalarinda
karaci8er sirozunu ve HCC’yi tanimlamakta faydali bir yaklasim oldugu goriilmektedir.
Yine bu calisma farkli serum belirteclerinin kombinasyonun karaciger sirozunun ve
HCC’nin erken evre teshisinde yardimer olacagim diisiindiirmektedir ve SELDI-TOF
MS teknolojisinin karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde uygun bir teknoloji

oldugunu gostermistir.

Morra ve arkadaglar tarafindan SELDI teknolojisi ile yapilan bir calismada 191
kronik hepatit C’li hastanin serum &rnekleri kullamlmis ve karaciger fibrozisinin

evrelendirilmesinde kullanilabilecek potansiyel biyolojik belirtegler arastirilmigstir
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(Morra et al. 2007). Bu ¢alisma ile bulunan yeni proteomik model kesinligi miikkemmel
olmayan Fibrotest ile karsilastirilmistir. Hastalardan alinan biyopsi Ornekleri
METAVIR skoruna gore evrelendirilmis ve F2, F3 veya F4 evreleri ileri evre fibrozis
olarak tanimlanmigstir. Bu serum Ornekleri i¢in alfa 2 makroglobulin, haptoglobin ve
apolipoprotein Al, total bilirubin ve y-glutamiltransferaz belirteglerini i¢eren Fibrotest
calismasi ile fibrozis evrelendirmesi de yapilmistir. Serum 6rnekleri 3 tip (CM10, Q10,
IMAC) protein ¢ip dizinine uygun kosullarda yiikklenmis ve karaciger fibrozisinin erken
teshisine ve dogru evrelendirilmesine olanak sa8layacak potansiyel serum biyolojik
belirtegler SELDI-TOF MS ile analiz edilmis ve gosterilmistir. Fibrozisin METAVIR
skoruna gore evrelendirilmesi sonucunda 20 kisi FO (%10), 68 kisi F1 (%37), 50 kisi F2
(%26), 25 kisi F3(%13) ve 28 kisi F4 (%14) evresinde bulunmustur. F2, F3 ve F4
evrelerinde olusan ileri evre fibrozis prevalansit %54 (n=103) bulunmustur. SELDI ile
yapilan analiz sonucuna gore 8 birbirinden bagimsiz pik yogunlugu fibrozsuz veya hafif
fibrozisli bireyler ile ileri evre fibrozis hastalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilhik gostermistir. Bu sonuglara ileri evre fibrozis varliginda 3 farkli
pikin (CM10-5784, CM10-6979, IMAC-8922) yogunlugu artmis ve 5 pikin (CM10-
4520, CM10-10226, CM10-34324, Q10-13905, Q10-37338) yogunlugu azalmustir.
Sekiz pikin ¢ok degiskenli modelde kombinasyonu ileri evre fibrozisin tahmininde
Fibrotest’e gore daha yliksek kesinlikte bir dizin olusturmustur. Ayrica se¢ilen 8 pikten
7’si FibroTest skor ile yiiksek derecede iligkili bulunmustur (P<0,01). Bu 7 pikten 4’
FibroTest’in 5 bileseni ile negatif iliski, 3’li pozitif iliski gostermistir. Sonug¢ olarak
Morra ve arkadaglarinin SELDI-TOF MS ile yapmis olduklart bu calisma ile 8
proteomik karakterin kombinasyonu kronik hepatit C hastalarinda ileri evre fibrozisin
teshisinde kesinligi Fibrotest’ten daha yliksek bir referans biyolojik belirte¢ olarak

bulunmustur.

SELDI-TOF MS kullanilarak karacier fibrozisinin evrelendirilmesi icin
yapilan calisma sayis1 3 ile smirh iken, yapilan c¢alismalarin ¢ogu kronik hepatit
hastaliklarinin ileri asamasi olan hepatoseliiler karsinom ve sirozun tanimlanmasi igin
biyolojik belirte¢ bulunmasi amaci ile yapilmistir. Zhu ve arkadaglan tarafindan 2004
yilinda yapilan bir SELDI ¢alismasinda kronik HBV’li sirozlu ve HCC’1i hasta gruplari
ve saglikli kontrol gruplarinin serum profilleri karsilagtirilmistir (Zhu et al. 2004).
CMI10 c¢ip dizini kullamlarak yapilan calismada “Biomarker Patterns” yazilim

kullanilarak %80 duyarlilik ve %81,8 ozgiilliik ile m/z 7772 ve 3933 olan 2 pik siroz
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olmayan hastalarda (saglikli kontrol ve HCC’li) bulunurken sirozlu hastalarda
goriilmemigtir. Cui ve arkadaglan tarafindan 2007°de yapilan bir SELDI-TOF MS
calismasinda saglikli kontrol grubu ve kronik HBV enfeksiyonu olan sirozlu hasta
grubu ve HCC’li hasta grubu serum 6rnekleri ile biyolojik belirte¢ arastirma ¢aligmasi
yaptmistir (Cui et al. 2007). “Biomarker Patterns” yazilimi kullanilarak HCC ve
saglikli kontrol grup karsilastirnildiginda %94,8 duyarlibk ve %94,2 oOzgiilliikte,
karaciger sirozu olan hastalar ve saglikli grup icin %91,6 duyarliik ve %94,2
ozgiillikte ve HBV’li hastalarla kargilastinldiginda %95,1 duyarhiik ve %942
ozgiilliik veren karar agaclar1 olusturulmustur. Bu ¢alismada 3 terminal nod iceren bir
karar agac1 ile sirozlu hasta grubunda 2049,74 Da’luk protein pikinin miktarinin
azaldigr ve 3166,05 Da’luk pikinin miktarinin arttignr gosterilmistir. Yetmis yedi
hastanin HCC’li oldugu hepatit C ile indiiklenmis karaciger sirozlu 182 hastada yapilan
baska bir calismada yine IMAC30 c¢ip dizini ile yapilan SELDI analizi ile HCC’yi
tanimlayan proteinler bulunmustur (Ward et al. 2006). Ward ve arkadaglari tarafindan
yapilmis olan bu ¢alismada 23/23,5 kDa olmak lizere iki pikin HCC’li hasta serumunda
%50 oranminda arttifi  goOsterilmistir  (P<0,001). Bu pikler LC-MS/MS ile
tanimlandiginda immiinoglobulinin kappa ve lambda hafif zincirleri oldugu
bulunmustur. Bu c¢alisma da kanser gelistiren sirozlu hastalarin serum proteomunda
degisiklikler oldugunu gostermektedir. Paradis ve arkadasalar1 2005 yilinda yaptiklan
bir ¢calismada 44’ti HCC gelistirmig, 38’1 gelistirmemis toplam 82 siroz hastasinda bu
iki grubu karsilagtirarak SELDI-TOF MS ile biyolojik belirte¢ arastirmislardir (Paradis
et al. 2005). Bu calismada toplam 30 protein piki HCC’li ve HCC olmayan sirozlu
hastalarda farkl ifade oram gostermistir. En yiiksek skora sahip 6 pikten olusturulan bir
algoritma HCC varligin1 veya yoklugunu test ornek setinde %92,5 hastayi, validasyon
setinde %90 hastayr dogru smiflamistir. En iyi ayirt edici pik olan 8900 Da piki
saflagtirilarak tanimlanmus ve vitronektinin V10 parcaci@inin C-terminal kismi oldugu
bulunmustur. Yine aym c¢alismada hiicre kiiltiirii (HepG?2) ile yapilan ¢alismada HCC
dokusunda vitronektin geninin ifadesinin artmadig1 goriildiigtinden, HCC hastalarinda
vitronektinin katalitik parcaciginin artan diizeyinin enzimlerin asir1 iiretimi sonucu
yikima ugradifim distindiirtmiistiir. Bu c¢alisma 8900 Da’luk vitronektinin V10
parcacigimin C-terminal parcacifinin HCC’nin teshisinde kullanilabilece8i fikrini
vermistir. Zinkin ve arkadaslarinin 2008’de yaptiklar1 SELDI-TOF MS ¢alismasinda 41
HCC ve 51 HCV siroz hastasinin serum protein profilleri 3 farkli ¢ip dizininde
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karsilastirilmistir (Zinkin et al. 2008). Siroz ve HCC’yi ayirt eden CM10 ¢ip dizininde
3 protein, IMAC30’da 4 protein ve H50 cipinde 4 protein olmak iizere toplam 11 pik
bulunmustur (%85 duyarlihik, %85 0Ozgiillik). Bulunan 11 pikin HCC’li hastalar
HCV’li siroz hastalarindan AFP gibi geleneksel olarak kullanilan biyolojik
belirteglerden daha yiiksek kesinlige sahip oldugu gosterilmistir. Ancak bu
belirteclerinde ileri degerlendirmesi gerekmektedir. HBV ile iligkili hepatoseliiler
karsinom ve karaciger sirozunun ayirt edilebilir teshisi i¢cin SELDI teknolojisi ile
yapilan bir bagka ¢alisma Wu ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda yaymlanmigstir. Bu
calismada IMAC protein ¢ip dizinleri kullamilmis ve 29 HCC ve 30 karaciger sirozlu
hasta serumu protein profilleri karsilastirilmistir (Wu et al. 2009). Calismanin sonucuna
gore 45 protein/peptit pikinin iki grup arasindaki miktar farklilig1 yiiksek 6zgiilliikk ve
duyarlilikta gosterilmistir. IMAC30 (bakir) ¢ipinde HCC ve sirozlu grubu en iyi ayirt
eden pik %69 duyarlilik, %83,3 6zgiilliikk ve %80 positif prediktif degeri (ppv) ile 3892
olarak bulunmustur. Bu ¢alismada dikkat ¢ekici bir sonug olarak serum AFP’si negatif
bulunan 6 hasta 3892 piki miktarimin artis1 ile tanimlanmistir. Coklu protein pikleri
(m/z= 9297, 29941) ve AFP’nin kombinasyonu HCC’nin tanimlanmasinda %82,8
duyarlilik, %93,3 ozgiillik ve %92,3 ppv ile tek basina AFP kullamimindan daha iyi
sonu¢ vermistir (P=0,013). Bu sonuglar 3892 pikinin AFP negatif hastalarda alternatif
belirteg, AFP pozitif HCC’li hastalarda ise tamamlayici belirte¢ olabilecegini
diisiindiirmiistiir. SELDI-TOF MS ile diisiik molekiiler agirhik ve diisiik miktarda
bulunan HCC ile baglantili potansiyel serum proteini bulmak i¢in yapilan bir diger
calisma Cui ve arkadaslar tarafindan yapilmis ve 2008 yilinda yayimnlanmistir (Cui et
al. 2008). Toplam HBV ve siroz pozitif olan 81 HCC, 36 siroz hastast ve 43 kronik
hepatit B hastasi kullanilarak yapilan ¢alismada CM10 ¢ipi kullanilmigtir. Elde edilen
toplam 128 serum protein pikinden 87 tanesinin yogunlugu HCC ve siroz grubu
arasinda anlaml farklilik gostermistir (P<0,05). HCC grubu serum orneklerinde bu
proteinlerden 15 tanesinin 2 katindan fazla bir artis, 30 tanesinin ise 2 katindan fazla
azalis gosterdigi goriilmiistiir. HCC ve kronik hepatit B hastalar1 arasinda 52 ayirt edici
pikten 2 tanesi HCC serumunda 2 katindan fazla bir artig, 7 tanesi ise 2 katindan fazla
azalis gOstermistir. Siroz ve kronik hepatit B gruplarn karsilastinnldiginda 79 anlamh
pikten 28’inin 2 kat yogunluk farki gosterdigi goriilmiistiir (P<0,05). Bu piklerden 17’si
siroz grubunda artis gosterirken 11’1 azalis gostermistir. Calismanin ileri analizleri

sonucunda bu piklerden HCC serumunda ortak olarak azalig gosteren m/z 2870, 3941,
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2688, 3165 ve 5483 pikleri ile HCC ve sirozda ortak olarak yogunluk artig1 gosteren
m/z 3588 ve 2017 pikleri ayirt edici pikler olarak segilmistir. Segilen bu 7 ayirt edici
pikin HCC teshisinde yeni biyolojik belirte¢ aday1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Karaciger fibrozisinde kullanilmak iizere yapilan biyolojik belirte¢ arastirmalari
farkli proteomik teknolojilerinin kullanilmimi da igermektedir. Karaciger sirozunun
teshisinde etkin belirteclerin arastirilmasinda sican serumu kulanilarak yapilan
calismalardan biri 2004 yilinda Xu ve arkadaslan tarafindan yayinlanmistir. Bu
calismada SELDI-TOF kiitle spektrometrisi ve MALDI-TOF/TOF teknolojileri
kullanmilmistir (Xu et al. 2004). Normal (n=8), tioasetamid ile indiiklenmis karaciger
sirozlu (n=22) ve safra kanal1 ligasyonu olusturularak indiiklenmis karaciger fibrozisi
(n=5) olan si¢anlardan alinan serum Ornekleri CM10 ¢ipinde analiz edilmistir. Segilen
biyolojik belirte¢ seti igin duyarlilik ve dzgiillik %92’den yiiksek bulunmustur ve bu
biyolojik belirteclerden sirozlu sican serumunda tutarl sekilde azalan bir ifade profili
gosteren 3495Da proteini MALDI-TOF/TOF cift spektrometri (MS/MS) ile karakterize
edilistir. Bu analiz sonucu 3495 Da proteinin histidince zengin glikoprotein homolojisi
gosterdigi bulunmustur. Histidince zengin glikoproteinin miktarindaki azalis normal

karaci8er fonksiyon kaybinin bir gostergesi olarak diisiintilmiistiir.

MALDI-TOF MS teknolojisi ile karaciger fibrozisinin belirlenmesinde yapilan
en onemli ¢alismalar serum N-glikoprotein ¢alismalaridir (Morelle et al. 2006, Kam et
al. 2007, Ressomrency et al. 2008). Glikolizasyon salgilanan bir¢ok protein icin
posttranslasyonel modifikasyondur ve serum proteinlerinin glikan biinyesindeki yapisal
degisikliklerin karaciger hasarmmin bir gostergesi oldugu yillardir bilinmektedir. N-
glikanlar, glikoproteinlerin asparajin rezidiilerine kovalent olarak bagh olan karbohidrat
yan zinciri grubudur ve konjenital glikozilasyon defektlerini (Seta et al. 1996, Freze et
al. 2005), kronik alkolikleri (Flahaut et al. 2003) ve karaciger kanserini (Shimizu et al.
1996, Johnson et al. 2000) igeren bir¢ok hastalikla iligkilidir. Bu bozukluk hasta
serumunda goriilebilmektedir (Kumada et al. 1999, Poon et al. 2002 Legros et al. 2002,
Helander et al. 2004). Potansiyel tanisal serum glikanlar1 daha 6nce karaciger fibrozisi
(Callewaert et al. 2004, Morelle et al. 2006), over kanser (An et al. 2006) ve meme
kanseri (Kirmiz et al. 2007) i¢in tammmlanmistir. N-glikan profilinin potansiyel
degerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada karaciger fibrozisinin ve sirozun

tanisinda bir serum N-glikan paneli potansiyel belirte¢ olarak belirlenmistir (Kam et al.
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2007). Potansiyel tanisal degere sahip bu glikanlarin %82’si (14/17) fibrozisli
hastalarda degistigi bilinen ve karaciger patofizyolojisini direkt olarak yansitan
serolojik belirtecler ile anlamli sekilde iliskili bulunmustur. Tanisal 3 N-glikan 1341.5,
1829.7 ve 2130.3 m/z degerini vermigtir ve bunlar fibrozis evresi ile pozitif iligki
gOstermistir. Bu ¢alismada yalnizca 46 hasta calisilmig olmasi nedeni ile bu sonuglari

dogrulamak i¢in daha fazla sayida hasta i¢eren ¢aligsmalar gereklidir.

SELDI teknolojisi ile karsilastirlldiginda diisiik saptama limiti olan ve
hidrofobik veya diisiik miktardaki proteinleri saptayamayan 2D jel elektroforezi
teknolojisi ile de karaciger fibrozisinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalar vardir
(Gangadharan et al. 2007, White et al. 2007, Spano et al. 2008). Gangadharan ve
arkadaglar1 tarafinda 2007’de yaymnlanan bir c¢alismada potansiyel biyolojik
belirteglerin arastirilmasinda serum 6rneklerinin protein profilleri 2D jel elektroforezi
yontemi ile karsilastirllmis ve yeni bazi belirtegler bulunmustur (Gangadharan et al.
2007). Bu c¢alismaya farkl fibrozis evrelerinde HCV’li hastalar ve saglikli kontroller
dahil edilmistir. Proteomik ifade farklili§1 en ¢ok siroz ve saglikli kontrol grubunda
bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren 53 protein LC-MS/MS ile
analiz edilmis ve SwissProt veri tabaninda tammmlanmustir. Buna gore, sirozlu hastalarda
inter-alfa-tripsin inhibitorii agir zinciri H4 (ITIH4) fragmenti, alfa-1 antisimotripsin,
apolipoprotein L1 (Apo L1), prealbumin, albumin, paraoksonaz/arilesteraz 1, ve ¢inko-
alfa2-glikoproteininin azalan ifadesi ve CD5 antijen benzeri protein (CD5SL) ve beta-2
glikoproteininin (B2GPI) artan ifadesi goriilmiistiir. Yine bu ¢alismanin sonuglarina
gore hepatik skarlasmanin belirteci olan a2 makroglobulinin (a2M) serum
konsantrasyonu hepatik fibrozis ile dogru orantili olarak artmistir. Sirozlu hastalarda
azalan ifadesi daha once gosterilen C3 ve C4 komplement fragmentleri miktarinin
(Calamita and Burini 1995) da bu ¢alismada hafif fibrozis ve siroz grubu serumunda
saglikli kontrollerle karsilastirnldiginda azaldigi goriilmiistiir. Daha ©nce yapilan
calismalarda C3 miktarinin HBV ile indiiklenen hepatitis ve HCC’de de azaldig1 daha
once yapilan bir calismada gosterilmistir (Steel et al. 2003). Bu belirteglerin
kombinasyonlarmmin hepatik skarlasmanin evrelendirilmesinde kullanilabilir oldugu
diisliniilmiistiir ancak bunun i¢in daha fazla sayida hasta ile validasyon gereklidir. 2D
jel elektroforezi ile yapilan bir diger ¢alismada ise, 21 hafif fibrozisli (Metavir evre FO,
F1) hasta serumu ve 23 ileri evre fibrozis serumu kullanilmistir (White et al. 2007). Bu

serum Ornekleri 2D jel elektroforezi ile karsilastirlldiktan sonra farkli bulunan
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proteinler LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda 3 bireysel protein
spotunun ileri evre fibrozis hastalarinda anlamlhi sekilde ifade artis1 (alfa 2-
makroglobulin, haptoglobin, albumin) ve 4 proteinin (komplement C-4, serum retinol
baglanma proteini, apolipoprotein A-1 ve apolipoprotein A-IV’iin iki izoformu) ise
azalis gosterdigi goriilmiistiir. Bu belirteclerden haptoglobin, apolipoprotein A-1 ve alfa
2-makroglobulin Fibrotest belirte¢ panelinde bulunan proteinlerdir fakat diger 4 tanesi

icin daha fazla sayida hasta ile ileri calismalar yapilabilecegi diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez caligmasina, Ocak 2007 — Mayis 2008 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Karaciger Hastaliklari izlem Poliklinigine bagvuran, kronik HBV veya HCV
infeksiyonu varligi kanitlanmig 87 hasta déahil edilmistir. Calisma igin Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 22 Ocak 2007 tarih ve 106-2759 karar ile
izin alinmugstir. Hasta ve kontrol grubunu olusturan kisilerden ¢alisma i¢in imzalanmis

aydinlatilmis onam formu alinmustir.
3.1. Hasta ve Kontrol Gruplari

Calismaya, kronik HBV veya HCV infeksiyonu kanitlanmis toplam 87 hasta dahil
edilmigtir. Seksen yedi hastadan 13’ii kadin, 17°si erkek olmak iizere toplam 30 HBV
infeksiyonlu ve 33’ii kadin, 24’ii erkek olmak iizere toplam 57 HCV infeksiyonlu
hastalardir. Calismaya dahil edilme kriterleri; 18-75 yas aras1t HBV veya HCV
infeksiyonlar1 kanitlanmig ve antiviral tedavi almamis olmaktir. Serum 6rnegi karaciger
biyopsisi ile ayn1 giin ve karaciger biyopsisinden once alinmayan hastalar ¢calismaya
dahil edilmemistir. Saglikli kontrol olarak calismaya alinma kriterleri ise rutin
taramalarda karacier hasar testleri normal, viral belirtecleri negatif ve karaciger
ultrasonografisi normal olan saglikli bireyler olarak uygulanmistir. Hastalardan alinan
karaciger biyopsi ornekleri Ankara Universitesi Patoloji Anabilim Dali’'nda tek bir
patolog tarafindan hemotoksilen eozin ve masson trikrom boyama yapildiktan sonra
METAVIR skorlama sistemine uygun olarak evrelendirilmistir. METAVIR skoruna
gore FO fibrozisin olmadigini, F1 septasiz periportal fibrozisi, F2 az septali periportal
fibrozisi, F3 birkac septali periportal fibrozisi ve F4 karaciger sirozunu ifade
etmektedir. Buna gore bu ¢alismada 24 hasta FO, 22 hasta F1, 10 hasta F2, 8 hasta F3

ve 23 hasta F4 olarak evrelendirilmistir.

Toplam 87 hasta grubu ve 32 saglikli bireyden alinan 1’er biyokimya tiipii (9
ml) kan Ornegi yarim saat oda sicakliginda bekletildikten sonra 10 dakika 3500 rpm’de
santrifiij edilerek serum ayrilmistir. Serumlar 20’ser mikrolitre (ul) olarak alikotlanarak

kullanilana kadar hemen -80°C’de saklanmustir.
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3.2. Kalite Kontrol (‘‘Quality Control’’) (")rnegi

Saglikli bir goniilliiden (E.K.) alinan 4 biyokimya tiipii kan Ornegi yarim saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij edilerek serum
ayrilmugtir. Serumlar 20’ser ul olarak alikotlanarak kullanilana kadar hemen -80°C’de

saklanmustir.
3.3. SELDI-TOF Kiitle Spektrometrisi (MS) ile Analiz

SELDI-TOF teknolojisi saglikli ve hasta bireylerden alinan biyolojik Orneklerin
icerdigi proteinlerin profillenmesi icin kullanilmaktadir. Patern tanimlama algoritmalari
bir grubu digerinden ayiran isaretleri belirler ve potansiyel biyolojik belirtecler daha

sonra bunlarin i¢inden segilir.

SELDI teknolojisine elestirel yaklasimda kiitle spektrometrisi stabilitesi ve
protein ¢ip performansinin tekrarlanabilirligi konularinda bazi sorular ortaya ¢ikmustir
(Baggerly et al. 2004, Diamandis 2004). SELDI siirecinde 6rnek toplama ve isleme
asamalarinda yapilan degisiklikler, gozlenebilir bazi biyolojik farkliliklara neden
olabilir. Bu nedenle giivenilir ve tekrarlanabilir ifade paternlerinin belirlenmesi icin

profillerin kalite degerlendirmesinin gerekliligi agiktir.

Yapilan birgok SELDI Kkalite kontrol c¢alismasi, SELDI platformunun
tekrarlanabilirligi (Semmes et al. 2005), biyolojik ve teknik tekrarlarin degiskenligi ve
diistik kalitedeki spektralarin belirlenmesi, elimine edilmesi (Hong et al. 2005)
konularina deginmistir. Semmes ve arkadaslarinin yaptiklar1 cok merkezli bir ¢alismada
kalite kontrol ornegi spektrasindan secilen 3 pikin 6zellikleri kullanilarak cihaz ve
deney ciktilarinin tekrarlanabiliriligi gosterilmistir (Semmes et al. 2005). Bu nedenle
plaka, ¢ip ve spot degiskenligini belirlemek icin her deneyde kalite kontrol ornekleri
kullamlmali ve Ornekler c¢ift olarak uygulanmalidir. Bu c¢alismada saglhikli bir
goniilliiden alinan kalite kontrol serum 6rnegi tiim ¢ip dizinlerine uygulanmis ve hem
cihazin hem de ¢iplerin tekrarlanabilirligi ol¢tilmiistiir. Bu ¢alismada segilen 4 pikin
kiitle/yiik oranlar1 (m/z), c¢oziniirlik, yogunluk ve sinyal/giiriiltii (S/N) orani
degerlerinin degisim katsayilar1 yiizdesi (%CV) excelde hesaplanarak ve analiz

edilmistir.

28



3.3.1 Kalibrasyon

Cihazin kalibrasyonu tam kiitle agirliklar1 bilinen proteinleri igeren “All-in-One-Protein
Standard II” (Bio-Rad) standartlar1 ile her okutma Oncesi yapilmigtir. Standart kesin
agirhig bilinen 7 protein icerir. Bunlardan diisiik kiitleler i¢in: hirudin rekombinant
6964 Da, cytochrome c (bovine) 12 230 Da, myoglobin (equine) 16 951 Da ve karbonik
anhidraz 29 023 Da kullanilirken (Sekil 3.1.) agir kiitleler i¢in karbonik anhidraz 29
023 Da, enolaz (Saccharomyces cerevisiae) 46 671 Da, albumin (bovine) 66 433 Da ve
IgG (bovine) 147 300 Da proteinleri kalibrasyonda kullanilmaktadir ($ekil 3.2.).
Standartlar NP20 c¢ip dizinlerine uygun kosullarda yiiklenerek SELDI cihazinda
okutulmugtur. Cihazin tekrarlanabilirligini ve okudugu kiitle kesinligini saglamak i¢in

en az 15 giinde bir kalibrasyonu yapilmustir.
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Sekil 3.1. Protein standardi diigiik molekiil agirliklary
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3.3.2. SELDI-TOF MS Analizi Icin Ornek Hazirlama

Calisma oOncesinde SELDI i¢in kullanilan IMAC30, CM10, Q10, H50 olmak iizere
farkli kimyasal ylizeylere sahip tiim cip dizinlerinde 5’er serum &rnegi ile bir 6n
calisma yapilmistir. Bu calismaya gore en 1yi ayirt edici pikleri veren IMAC30 ve
CMI10 ¢ip dizinleri ¢alismanin devamu igin se¢ilmis ve ¢alismaya bu ¢ip dizinleri ile
devam edilmistir. Deney siirecinde daha Once az sayida hasta ile yapilan pilot ¢calisma

sonucu optimize edilen baglama siireleri ve uygun pH’daki tamponlar uygulanmistir.

IMAC30 ve CM10 ¢iplerine serum yiiklemesi farkli giinlerde elle yapilmistir.
SELDI i¢in kullanilan biyoislemci (“bioprocessor”) toplam 12 ¢ipin tasinmasina olanak
saglamakta ve boylece bu tabak icerisinde toplam 96 spot kullanilabilmektedir. Her bir
serum i¢in c¢ift spot kullanildigindan ve her bir dizine bir kalite kontrol serumu
yiiklendiginden her bir ¢ip tiirii i¢in ¢aligma 3 giin siirmiis ve hergiin bir biyoislemci
icin ¢ok kanalli pipet kullamilarak yiikleme yapilmistir ($ekil 3.3.). Deney farkliliginin
olmamasi i¢in 3 farkli giinde tamponlarin ve serumlarin bekletilme yiiklenme siireleri
ayni tutulmustur. Yiiklemesi tamamlanan ¢ipler bir gece kurumaya birakildiktan sonra

ertesi glin SELDI-TOF MS ile okutulmus ve veriler elde edilmistir.
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Sekil 3.3. Bir biyoiglemciye ¢ok kanalli pipet ile uygulama
3.3.3. IMAC30 Cip Dizinleri icin Uygulama

IMAC30 cip spotlar1 aktif yiizeyinde nikel, bakir, demir ve ¢inko gibi polyvalent
katyonik metalleri selatlayan nitriloasetik asit (NTA) gruplarim i¢ermektedir (Sekil
3.4.). Bu spotalara histidin, triptofan, sistein ve fosforlanmis aminoasitleri igeren

proteinler baglanmaktadir.
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Sekil 3.4. Nitriloasetik asit (NTA) gruplarinin metal ile gelatlanmasi ve bu ylizeye protein

baglanmasi

IMAC30 ¢ip tiirii i¢in 12’si HBV hastast 12’si HCV hastast olmak iizere toplam
24 FO evresinde, 8’1 HBV 14’tt HCV olmak iizere 22 F1 evresinde, 1’1 HBV 6’s1t HCV
hastas1 olmak iizere toplam 7 F2 evresinde, 1’1 HBV 6’s1t HCV evresinde olmak iizere
toplam 7 F3 evresinde, 7°si HBV 16’s1 HCV hastas1 olmak {iizere toplam 23 F4
evresinde hasta ve 29 saglikli kontrol (SK) serumu analize dahil edilmistir (Cizelge
3.1.). Sadece bir kere eritilen hasta, saglikli kontrol ve kalite kontrol serum Ornekleri
-80°C’den ¢ikarilarak oda sicakliginda eritildikten sonra kisa bir vorteks uygulanmis ve
1500g’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Serumlar ¢ip dizinlerine uygulanmadan
once U9 denatiirasyon tamponundan (9M iire, 2% CHAPS ve 150 mM Tris-HCI, pH 9)

31



15 pl ve serum Orneklerinden 10 pl olmak iizere seyreltilmistir. Kompleks protein
yapilarinin denatiire edilerek acilmasi i¢in serumlar 40 dakika +4°C’de c¢alkalayicida
calkalanmaya birakilmig, daha sonra 1500g’de +4°C’de 5 dakika santriftij edilmis ve

ciplere uygulanana kadar buz iizerinde bekletilmistir.

Cizelge 3.1. IMAC30 i¢in analiz edilen kisi sayis1 ve fibrozis evreleri

Evre HCV HBV SK Toplam
FO 12 12 24
Fl1 14 8 22
F2 6 1 7
F3 6 1 7
F4 16 7 23
Toplam 54 29 29

IMAC30 ¢ip spotlarim aktive etmek igin 50’ser ul 100mM’lik CuSO4 (bakir
siilfat) eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika calkalanmigtir. Bu iglem 2 kere yapilarak
spotlarin aktive olmasi saglanmistir. Daha sonra spotlar 3 kere 75 ul HEPES (pH 7) ile
yikanarak baglama tamponu olarak kullanilan PBS’den (fosfath tuz tamponu) (pH 7,2)
her bir spota 150 ul eklenerek 5 dakika oda sicakhifinda calkalanmistir. PBS
uygulamasi 4 kere tekrar edilmistir. Denatiirasyon tamponu ile denatiire edilen serumun
2,5 ul’si IMAC30 i¢in baglama tamponu olan 100 ul PBS ile tekrar seyreltilmis ve
sonucta yaklasik 1/100 oraninda seyreltilen serumlardan 90 ul’si ¢ip spotlarina
yiiklenmistir. Oda sicakhiginda 1 saat calkalanarak proteinlerin spot yiizeylerine
baglanmas1 saglanmustir. Serumlar spotlara yiiklenirken fibrozis evreleri bilinmeden
rastgele bir siralama yapilmis ve aym evrelerin arka arkaya gelmesi engellenmeye
calistilmistir. Hasta ve saglikli kontrol serumlarinin her biri ¢iftler seklinde yiiklenmis,
cihazin tekrarlanabilirligini Olgebilmek icin ayrica her ¢ip dizinine kalite kontrol
serumu yiiklenmigtir. Oda sicakhifinda calkalanarak yapilan 1 saatlik baglanma
siresinden sonra spotlar tekrar PBS ile yikanarak baglanmayan proteinlerin ve
tamponun uzaklastirilmasi islemi tamamlanmigtir. Bu islem 4 kere tekrar edilmistir.
Spotlara enerji absorbe eden molekill (EAM) olan ve biiyiikk molekiillerin
kristalizasyonu i¢in kullanilan SPA’dan (sinapinik asit) 2’ser ul eklenerek karanlik bir
ortamda ¢ipler 1 gece kurumaya birakilmistir. SPA hazirlanirken 125 pl %1’lik TFA
(trifluoroasetik asit) ve 125 ul 100%’liikk ACN (asetonitril) eklenerek 5 dakika vorteks
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yapilmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 10 dakika tam hizda

santrifiij edilerek ¢oziinmeyen tortularin oturmasi saglanmustir.

3.3.4. CM10 Cip Dizinleri icin Uygulama

CMI10 ¢ip spotlar1 anyonik karboksil gruplari iceren anyonik yiizeye sahiptir.
Proteinlerin spotlara baglanmas1 karboksilat gruplan ile elektrostatik etkilesim ile
gergeklesir (Sekil 3.5.). Baglanma genellikle proteinlerin pozitif yiiklii lizin, arjinin
veya histidin rezidiileri ile gergeklesir ve diistik tuz veya diisiik pH (pH < pI -1) iceren

tamponlar ile saglanir.

Anyonik Yiizey
(CM10 katyonik
“exchanger”)

Sekil 3.5. Anyonik CM10 ¢ip yiizeyine pozitif yiiklerin baglanmasi

CMI10 cip tiirii icin 12°si HBV hastas1 12°si HCV hastas1 olmak iizere toplam 24
FO evresinde, 8’t HBV 14’ii HCV olmak iizere 22 F1 evresinde, 1’1t HBV 9’u HCV
hastas1 olmak iizere toplam 10 F2 evresinde, 1’1 HBV 7°si HCV evresinde olmak iizere
toplam 8 F3 evresinde, 7°si HBV 12°si HCV hastas1 olmak iizere toplam 19 F4
evresinde hasta ve 31 saglikli kontrol (SK) serumu analize dahil edilmistir (Cizelge
3.2.). Sadece bir kere eritilen hasta, saglikli kontrol ve kalite kontrol serum Ornekleri
-80°C’den ¢ikarilarak oda sicakliginda eritildikten sonra kisa bir vorteks uygulanmis ve
1500g’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Serumlar ¢ip dizinlerine uygulanmadan
once IMAC30 i¢in kullamlan U9 denatiirasyon tamponuna farkli olarak 2mM DTT
eklenmistir (OM iire, 2% CHAPS ve 150 mM Tris-HCl, 2mM DTT, pH 9). Serumlarin
denatiirasyonu i¢in 5 pl serum 6rneklerine 45 pl denatiirasyon tamponu eklenerek 1/10
oraninda seyreltilmistir. Kompleks protein yapilarinin denatiire edilerek agilmasi igin
serumlar 40 dakika +4°C’de calkalayicida calkalanmaya birakilmigs daha sonra
1500g’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek ve ciplere uygulanana kadar buz iizerinde
bekletilmigtir. Anyonik CM10 spotlarinin aktivasyonu igin 110 pl optimize edilen
baglama tamponu (50 mM amonyum asetat, %0,01 Triton X-100, pH 4) eklendi ¢ipler

5 dakika oda sicaklifinda calkalanmaya birakilmistir. Cip dizinlerinin aktivasyonu
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denilebilen bu islem 3 kere uygulanmustir. Daha sonra baglama tamponu olarak da
kullanilan amonyum asetat (pH 4) ile tekrar 1/10 oraninda seyreltilerek sonucta 1/100
oraninda seyreltilmistir. Seyreltilen ve igerdigi proteinlerin denatiirasyonu saglanan
serumlar 100’er ul olarak spotlara yiiklenmis, oda sicakliginda 1 saat c¢alkalanarak
proteinlerin spot yiizeyine baglanmasi saglanmistir. Serumlar ¢iplere yiiklenirken fibroz
evreleri bilinmeden rastgele bir siralama yapilmis ve ayni evrelerin arka arkaya gelmesi
engellenmeye calisilmistir. Hasta ve saglikli kontrol serumlarimin her biri ciftler
seklinde yiiklenmistir. Bir saatlik baglanma siiresinden sonra spotlar tekrar amonyum
asetat ve triton X-100 (pH 4) iceren baglama tamponu ile 5 dakika calkalayicida
yikanarak baglanmayan proteinler ve tampon uzaklastirma islemi tamamlanmistir. Bu
islem toplam 3 kere uygulanmis ve daha sonra spotlara enerji absorbe eden molekiil
(EAM) olarak SPA eklenerek karanlik bir ortamda c¢ipler bir gece kurumaya

birakilmustir.

Cizelge 3.2. CM10 i¢in analiz edilen kisi sayis1 ve fibroz evreleri

Evre HCV HBV SK Toplam
FO 12 12 24
Fl1 14 8 22
F2 9 1 10
F3 7 1 8
F4 12 7 19

Toplam 54 29 31

3.3.5. SELDI-TOF MS ile Veri Olu§turulma51

Serumlar yiiklendikten sonra SPA eklenen ve bir gece karanlikta kurumaya birakilan
cipler ertesi giin daha once optimize edilen protokollerde SELDI ProteinCip Sistem
4000 Kiitle Spektrometrisinde (Ciphergen Biosystem, Fremont, CA, USA)
okutulmustur. Spektralar pozitif iyon modunda elde edilmis ve her spot 2 farkli lazer
diizeyinde analiz edilmistir. Hem IMAC30 hem de CMIO ¢ip dizinlerinde diisiik
kiitleler icin 2,5 kDa’dan 50 kDa’a kadar ve ikincisi yiiksek molekiillii kiitleler i¢in
olmak iizere 10 kDa’dan 200 kDa’a kadar proteinler okutulmustur. Odak kiitlesi diigiik
lazer enerjili protokol i¢in 10 kDa degerine, yiiksek lazer enerjisi icin 25 kDa degerine
ayarlanmistir. IMAC30 i¢in 5000 lazer enerjisi ve 9000 yiiksek lazer enerjisi olmak
tizere 2 farkli protokolde ve CM10 i¢in 6000 ve 9000 lazer enerjisi olmak iizere iki
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farkli enerji diizeyinde okuma yapilmistir. Ham veri bu protokollerle otomatik olarak
biriktirildikten sonra bu veriler daha sonra Ciphergen Express yazilimi, versiyon 3.0.1.
(Ciphergen Biosystems) ile analiz edilmistir. Daha sonra uygulanan spektra isleme
siirecinde taban ¢izgisi ayarlama ve giirtiltiiyli azaltmak amach filtreleme islemleri
uygulanmistir. Bundan sonra yapilan analiz asamasi spektra hizalamak, protein

standardi ile spektralarin kalibrasyonu ve normalizasyonudur.

Calisma Orneklerinin spot degiskenligi normalizasyon faktorii hesaplanarak
degerlendirilmigstir. Normalizasyon, eklenen matriks miktari, zamanla proteinlerin
degrede olmasi ve cihazdaki de8isimler gibi bazi degiskenlerle ortaya ¢ikan spektra
farkliliklarina kars1 spektra yogunluklariin lineer dlgeklendirilmesidir. Normalizasyon
faktorleri Ciphergen yazilim ile hesaplanmustir. Diisiik kalitedeki spektralarin elenmesi
icin herbir satir bir spektray1 ve herbir siitun normalizasyon faktoriinii verecek sekilde
herbir ¢ipin verileri ayr1 ayn excele aktarilmistir. Toplam normalizasyon faktorii
ortalamasinin toplam 2 standart sapmasinin (mean+2sd) disinda kalan spektralar
verilerden ¢ikarilmis ve yiiksek kaliteli spektralarin normalizasyonu tekrar yapilarak

analize devam edilmistir.
3.3.6. Istatistiksel Analiz

Herbir ¢ip icin normalize edilen verilerin analizi i¢in Ciphergen Express yazilimi,
versiyon 3.0.1. (Ciphergen Biosystems) ile “Expression Difference Mapping” (EDM)
olusturulmustur. EDM, 0©rnek gruplarinin spektralarinda bulunan ayni molekiil
agirhiktaki piklerin gruplanmasi ve daha sonra bunlarin ifade diizeylerindeki
farkliliklarin istatistiksel ve gorsel olarak gosterilmesi igin gerekli algoritmalar
icermektedir. Veri islemesi sonrasinda olusturulan kiimeleme (EDM) ¢izelgesinde her
bir ¢ipteki spektralarda bulunan pikler goriilebilmektedir. Kiimeleme olusturulurken
otomatik pik belirleme secilmis ve bunun i¢in ilk segilimde sinyal/giiriiltii (S/N) oram
5,0, piklerin ¢ukur derinligi (“valley depth”) 2,0; minimal pik esi8i tiim spektranin
%20’si ve 0,2 pik genislik secilmigtir. Ikinci secilim i¢in S/N orami 3,0; pik gukur
derinligi 1 olarak secilmistir. Bu asamadan sonra “p de8eri” hesaplamasi
yapilabilmektedir. Bu yazilimda ikili gruplarin istatistiksel karsilagtirmas: igin

parametrik olmayan Mann-Whitney U testi, ikiden fazla grubun karsilastirilmasi igin
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yine parametrik olmayan Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii varyans analizi

kullanmlmustir.

Analiz i¢in karsilastirilacak olan gruplar secilmis ve yazihim ile uygun
istatistiksel yontem secilerek gruplar arasinda anlaml farklilik gosteren pikler p degeri
<0.05 olarak degerlendirilmigtir. Ayirt edici pikler belirlenirken p degeri disinda ayrica
duyarlilik (sensitivite) ve ozgiilliik (spesifite) Olctimiine bakilarak ROC (“Receiver
Operator Characteristic”’) hesaplanmasi1 ile degerlendirilmistir. ROC plot egrisinin
altindaki alan duyarlilik/6zgiilliigii ifade etmektedir ki bu durumda bu rakam 1,0 veya
0,0’a ne kadar yakinsa iki grup icin bu pik’in duyarlilik/6zgiilliikk oram o kadar yiiksek
olacaktir. Bu iki olgiitiin yan1 sira pik yogunlugunun yiiksek veya diisiikk olmasi da
onemli bir olgiittiir. Bu ¢alismada P degeri <0,05 ve ROC degeri >0,8 veya <0,2 olan

pikler ayirt edici pikler olarak degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada tek tek farkli fibroz evreleri arasinda istatistiksel olarak ayirt edici
protein/peptit arastirilmasi disinda gruplar hafif (FO, F1, F2) ve ileri evre (F3, F4)
fibozis gruplar1 olarak birlestirilerek de analiz edilmistir. Bu analiz i¢in olusturulan
kiimeleme listesi kullanilarak “Biomarker Patterns Software” versiyon 5.0 (Ciphergen
Biosystems) yazilimi ile karar agaci simiflandirmasi yapilmistir. Bu yazilim makine
o0grenme (“machine learning”) temeline dayanmaktadir ve ozellikle ¢oklu biyolojik
belirte¢ arastirma ¢alismalari i¢in olusturulmustur. Tiim Ornekler “cross-validation™ ile
analiz edilmistir. Simflandirma agaci veriyi her seferinde pik yogunlugu igin
yorumlayip bir kurala bagl olarak 2 noda boler. Bu noktada boliinme karart SELDI
protein ifade profillerinde normalize edilmis yogunluk diizeyine dayanmaktadir.
Boliinme siireci terminal nodlar olusuncaya kadar devam eder ve sonugta her bir

terminal noda farkl bir grup ayristirilmis olur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. SELDI Sisteminin Tekrarlanabilirligi

Cihazin tekrarlanabilirligini 6lgmek i¢in her bir IMAC30 cip dizininde 1 spota
yliklenen kalite kontrol serumundan segilen ve her bir spektrada belirgin sekilde var
olan 4 pikin karakteristik 6zellikleri degerlendirilmistir ($ekil 4.1.). Her ¢ip dizininde
kalite kontrol serumunun farkli spotlara yliklenmesine dikkat edilmistir. Yapilan analiz
sonuglar1 Semmes ve arkadaslarinin ¢ok merkezli genis c¢alismasinda yaptiklar
degerlendirmeden yararlanilarak degerlendirilmistir (Semmes et al. 2005). Secilen
piklerin kiitle/yiik oranlar1 (m/z), ¢oziiniirliikk, yogunluk ve sinyal/giiriiltii (S/N) orani

degerlerinin degisim katsayilar ytizdesi (%CV) Ol¢iilmiistiir.

7000 8000 9000 10000

1100243260 _spot E_1 1§

1902477 19_spatA_|

119024772 |_spotB_1 3

1100247722_spotB_1 6

1190247723 _spotC_1 &

1100247724_spot C_1

1190247725 _spatD_| &

Sekil 4.1. Karakteristik 6zellikleri analiz edilen pikler

Secilen piklerin (ortalama m/z 6629,08, 7763,29, 9184,72, 9284,76)
karakteristik degerleri Cizelge 4.1.’de verilmistir. Sonuglara gore m/z degisim katsayisi
ylizdesi her bir pik i¢in 0,07 olarak bulunmustur. Bu deger liretici firmanin belirledigi
deger olan 0,1’den diisiiktir ve tammmlanmamis ve bilinmeyen bu proteinlerin
kiitlelerinin cihaz tarafindan dogru okundugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Ayrica CV%’ler S/N icin %25-43, ¢oziiniirlik %17-24 ve normalize edilen yogunluk
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icin %30-37 arasinda ¢ikmustir. Bu degerler Semmes ve arkadaslarinin makalesindeki
Olcimlerle uyusmaktadir ve bu c¢alismada kullamlan SELDI-TOF kiitle
spektrometrisinin tekrarlanabilirligini dogrulamistir. Cihazin 0Ol¢tim kalitesini  ve
dogrulugunu saglamak icin her hafta peptit ve protein kalibrasyonunun yapilmasinin
cihazin tekrarlanabilirli8i i¢in 6nemli oldugu yine aym ¢alismada belirtilmistir. Kalite
kontrol serumunun deneyde kullanilmasi ile haftada bir kez kalibrasyonu yapilan

cihazin dogrulugu test edilmistir.

Cizelge 4.1. Secilen piklerin karakteristik 6zellikleri ve %CV degerleri

Pik 1 m/z Coziiniiliirlilk S/N Yogunluk
Ortalama 6629.08 473.42 3231 23.58
Standart sapma 4.44 80.53 14.01 8.76
%CV 0.07 17.01 43.37 37.1
Pik 2
Ortalama 7763.29 542.93 61.13 43.97
Standart sapma 543 106.29 18.03 14.98
%CV 0.07 19.57 29.50 34.07
Pik 3
Ortalama 9184.72 480.06 383.53 218.71
Standart sapma 6.58 96.74 95.42 69.13
PCV 0.07 20.15 24.87 31.61
Pik 4
Ortalama 9284.76 418.77 209.73 111.98
Standart sapma 6.85 98.59 75.98 33.83
WCV 0.07 23.54 36.23 30.21

4.2. IMAC30 Cip Dizini Icin Analiz Sonuclar
4.2.1. IMAC30 Diisiik Lazer Enerjisi Protokoliinde Analiz Sonuglari

IMAC30 i¢in diisiik lazer enerjisi protokoliinde elde edilen veriler islenip normalize
edildikten sonra EDM olusturulmustur. Farkli fibroz evrelerinin birbiriyle ve saglikh
kontrol grubuyla parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmas1 sonucu
elde edilen ayirt edici pik (p<0,05, ROC<0,2 veya ROC>0,8) sayilar1 Cizelge 4.2.’de

verilmigtir.
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Cizelge 4.2. IMAC30 diisik molekiil agirlig: icin fibroz evrelerinin birbiriyle ve saglikli
kontrol grubuyla icin ayirt edici pik sayisi

Kargilagtirilan ROC>0,8 pik sayis1 | ROC<0,2 pik sayis1
FO ve F1* 0 0
FO ve F2* 1

FO ve F3* 1 3
FO ve F4* 14 25
F1 ve F2*

F1 ve F3 0

F1 ve F4* 12 22
F2 ve F3* 3 0
F2 ve F4* 13 12
F3 ve F4* 8 20
SK* ve FO 0

SK* ve F1 0

SK* ve F2 1

SK* ve F3 3

SK* ve F4 20 17
F3,F4* ve FO,F1,F2 2

SK* ve FO,F1,F2 0

SK* ve F3,F4 9 10
SK* ve F2,F3,F4 7 5

Cizelgede sonuna “*” isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri icin pozitif
grup olarak degerlendirilen gruptur. Parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

Cizelgede goriildiigii gibi IMAC30 i¢in ayirt edici pik sayis1 6zellikle F4, FO ve
saglikli kontrol (SK) gruplar ile karsilastirildiginda en fazla bulunmustur. En ¢ok ayirt
edici pik sayisina sahip saglikli kontrol ve F4 arasindaki anlamli pikler ve bunlarin
ROC ve p degerleri Cizelge 4.3.’te verilmistir. Bu cizelgeye gore fibrozis evreleri
arasindaki fark arttikca ayirt edici pik sayist da artmaktadir. Birbirine yakin evreler
arasindan FO-F1, SK-FO ve SK-F1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir proteomik
ozellik goriilmemistir. FO-F2 evreleri arasinda 5 tane istatistiksel olarak anlamli ayirt
edici pik bulunmstur. Bu piklerden F2 evresi pozitif grup olarak secildiginde 0,8 ROC
degeri ile ortalama m/z degeri 8805,7 olan protein ifade artis1 gosterirken, ROC degeri
<0,2 olan 3884.3, 4640.8, 9491.3, 9284.9 pikleri azalis gostermistir. F2 evresinin hafif
fibroz olarak degerlendirilmesi ve FO ve F1 ile birlikte diisiiniilerek bir grup
olusturuldugunda ileri evre fibrozis grubu (F3, F4) ile arasinda ayirt edici pik sayis1 7

bulunmustur. Ayrica saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda F3 ve F4 gruplan
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ileri evre fibrozis olarak degerlendirildiginde ayirt edici pik sayist 19 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4.3. IMAC30 F4 (Siroz) ve SK (saglikl1 kontrol) gruplar1 karsilastirmasi

Ortalama

No P degeri ROC m/z yogunluk
1 1.94x 107 0.918291 117254 11.67
2 8.69 x 10 0.918291 11847.4 1.17
3 3.50x 107 0.903298 11939.1 2.23
4 1.00 x 10° 0.888306 23584.7 0.37
5 2.51x10° 0.873313 243347 0.21
6 1.45x 10° 0.873313 23693.5 0.32
7 2.75x 10° 0.873313 23129.3 0.29
8 5.58 x 10° 0.873313 14901.6 0.68
9 7.25x10° 0.858321 22986.7 0.30
10 1.02x 107 0.858321 5868.8 7.59
11 3.93x 10° 0.858321 13350.8 1.01
12 8.61 x 10° 0.843328 11554.4 0.99
13 7.25x 10° 0.843328 23472.2 0.36
14 4.85x 107 0.828336 22903.1 0.29
15 7.17x 107 0.813343 14685.4 1.71
16 1.77x 10* 0.813343 35008.4 0.09
17 7.75x 10° 0.804348 25166.6 0.12
18 2.25x 10" 0.045727 4278.7 35.87
19 2.88x 10”7 0.090705 6852.0 1.91
20 7.54x 10" 0.105697 3968.6 13.87
21 5.67x 107 0.105697 3952.5 28.05
22 6.86 x 107 0.12069 3269.3 14.82
23 3.00x 10° 0.12069 6432.3 8.85
24 7.25x10° 0.135682 4641.6 12.34
25 4.68x10° 0.135682 3151.5 7.29
26 7.25x 10° 0.144678 9391.2 6.36
27 4.68x10° 0.144678 9493.0 7.77
28 1.11x 107 0.150675 3773.7 3.16
29 1.21x 107 0.153673 9587.7 2.06
30 7.75x 10° 0.165667 6569.1 1.67
31 3.00x 10” 0.165667 4303.1 8.67
32 1.11x 10° 0.165667 4486.1 3.39
33 2.77x 107 0.174663 9286.3 56.19
34 448 x 107 0.18066 6670.6 6.51
35 448 x 10 0.183658 9348.0 7.68
36 3.53x 10° 0.189655 9417.5 6.77
37 1.65x 10" 0.195652 6630.6 19.88

*ROC degeri hesaplamasinda F4 grubu pozitif grup olarak segilmistir.

Fibrozis gruplart FO, F1, F2 olmak iizere hafif fibrozis ve F3, F4 olmak {iizere

ileri evre fibrozis grubu olmak iizere iki grup seklinde karsilagtirilarak analiz
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edildiginde p degeri en kiiciikk ve anlamli ROC degeri veren ilk 7 pik Cizelge 4.4’de

verilmistir.

Cizelge 4.4. IMAC30 FO, F1, F2 ve F3, F4 gruplarinin karsilastirmasi

Ortalama
No P degeri ROC m/z yogunluk
1 9,0x 10° 0,13 4278 4 27,1
2 1,4x 107 0,15 6851,7 2,3
3 5,0x 107 0,15 3952,0 27,1
4 5,6x 10° 0,15 3268,7 17,3
5 5,5x 107 0,17 3772,9 4,1
6 6,8x 107 0,81 11847,2 1,0
7 1,9x 10° 0,80 11725,3 10,2

*ROC degeri hesaplamasinda F3, F4 grubu pozitif grup olarak se¢ilmistir.

Cizelge 4.3.te verilen ayiric1 pik 0zellikleri incelendiginde yogunluklar: yiiksek
olan m/z degeri 3952, 4278, 9286 ve 11725 pikleri icin FO,F1,F2 ve F3,F4 olmak iizere
hafif ve ileri evre fibroz gruplarim karsilastirdigimizda p degerleri 10*ten kiigiik
bulunmustur (Cizelge 4.4). Ortalama m/z de8eri 3952 ve 4278 olan pikler i¢in sirozlu
hastalarin diger gruplarla ayr1 ayn karsilastirilmasi ile elde edilen p ve ROC degerleri

ve p degeri 0,05°ten kiiciik olan gruplarin karsilastirilmasi Cizelge 4.5.”de verilmistir.

Cizelge 4.5. IMAC30 m/z 3952 ve 4278 i¢in gruplar arasi karsilagtirma

Kargilagtinlan Gruplar m/z 3952 icin m/z 4278 icin
ROC P degeri ROC P degeri
F2 ve SK* 0,75 0,02 0,72 0,04
F3 ve FO* 0,84 0,01 0,91 79x 10"
F3 ve SK* 0,82 0,01 0,86 3,7x 107
F4 ve SK* 0,89 56X 107 0,95 22X 10°
F4 ve FO* 0,88 2,0X10° 0,93 92X 10"
F4 ve F1* 0,83 0,0001 0,85 1,3X10°
F4 ve F2* 0,76 0,047 0,72 0,025
F4 ve F3* 0,79 0,015 0,83 0,013
F4 ve FO,F1* 0,87 56X 107 0,9 1,7X10°
F4 ve FO,F1,F2* 0,85 9,5X 107 0,9 33X 10°
F4 ve FO,F1,F2,F3* 0,86 89X 10”7 0,87 42X 10°
3. F4 ve FQ.F1.F2* 0.84 5.0X107 0.86 9.0 X10°

Cizelgede sonuna “*” igareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri hesaplamasi
i¢in pozitif grup olarak degerlendirilen gruptur.
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Sekil 4.2.°de jel goriintiisiinde de goriildiigii gibi yogunluk bu pikler i¢in
ozellikle saglikli kontrol ve diisiik fibrozis evrelerini gosteren FO ve F1’de ve saglikhi
kontrol gruplarinda artmisken, F2’den itibaren F4’e dogru gittikce yogunlugun
azaldigimi gérmekteyiz. Hatta F4 evresindeki hastalarda F3 evresiyle kargilastirildiginda
neredeyse ifade goziikkmemekte ve cizelgeden de goriildiigii gibi F4 ve F3 evreleri
arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmektedir. Daha da 6nemlisi bu
piklerin F2 evresinden itibaren yogunlugunda bir azalis gostermesidir ve Cizelge
4.5.°de goriildigi gibi saglikli kontrollerle F2 evresi grubu karsilastinldiginda da p
degeri 0,05’den kii¢iik bulunmustur.
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Sekil 4.2. IMAC30 ¢ipi m/z 3952 ve 4278 igin gruplar arasi jel goriintiisii kargilagtirmasi

IMAC30 c¢ipi icin gruplar arasinda miktar farklilifi gosteren 3952 Da ve 4278
Da pikleri i¢in gruplar aras1 dagilim ¢izelgeleri (“group scatter plots™) sirastyla Sekil
4.3. ve Sekil 4.4.’te gosterilmigtir. Hem jel goriintiisiinde hem de dagilim ¢izelgelerinde
incelendiginde 3952 Da ve 4278 Da piklerinin yogunluklarimin fibroz evresiyle ters

orantili oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.4. 4278 Da piki i¢in gruplar aras1 dagilim ¢izelgesi

IMAC30 cipi icin Tabo 4.3.’te verilen ayirt edici piklerden yiiksek yogunluktaki
9286 Da ve 11725 Da biiyiikliiglindeki proteomik 6zellikler icin gruplar arast ROC ve p

degerleri Cizelge 4.6.”da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. 9286 Da ve 11725 Da pikleri i¢in F4 grubunun diger gruplarla karsilastiriimasi

Kargilagtirilan m/z 9286 icin m/z 11725 icin
Gruplar
ROC P degeri ROC P degeri
SK ve F4* 0,17 2,7x 107 0,92 1,9x 107
FO ve F4* 0,15 2,7x10° | 0,85 2,7x 107
F1 ve F4* 0,17 1,3x10" | 0,82 7,7x 10°
F2 ve F4* 0,2 0,047 0,83 7,5x 107
F3 ve F4* 0,16 0,017 0,72 0,041
FO,F1,F2 ve F4* 0,17 45x10° | 0,84 1,4x10°
F0,F1,F2,F3 ve F4* 0,18 38x10° | 082 1,9x 10°
FO,F1,F2 ve F3,F4 * 0,22 28x10" | 0,80 1,9x10°

Cizelgede sonuna “*” isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri hesaplamasi
icin pozitif grup olarak degerlendirilen gruptur.

Cizelge 4.6.°da da gorildiigii gibi ROC degerlerine bakildiginda 9286 Da
pikinin F4 yani siroz grubunda ifadesinin azaldig1 goriilirken 11725 Da piki i¢in bu
evrede ifade artmaktadir (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.). Bu iki pikin siroz hastalar1 ve diger

fibroz gruplari i¢in ayirt edici oldugu goriilmektedir.

9286 Da 11725 Da

9000 l 10000 11000 l 12000

2000 10000 11000 12000

Sekil 4.5. IMAC30 ¢ipi m/z 9286 ve 11725 igin gruplar arasi jel goriintiisii kargilagtirmasi
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Sekil 4.6. IMAC30 ¢ipi m/z 9286 ve 11725 igin gruplar aras1 pik goriintiisti kargilagtirmasi

Siroz yani F4 evresinde diger gruplarla yogunluk farklilig1 gosteren 9286 Da ve
11725 Da pikleri i¢in gruplar arasi dagilim cizelgeleri sirasiyla Sekil 4.7. ve Sekil
4.8.”de gosterilmistir. Dagilim c¢izelgelerinden de anlasildig: gibi bu pikler siroz evresi

icin ayirt edici gozilkmektedir.
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Sekil 4.7. 9286 Da piki i¢in gruplar aras1 dagilim ¢izelgesi
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Sekil 4.8. 11725 Da piki i¢in gruplar aras1 dagilim ¢izelgesi

IMAC30 ¢ipi i¢in diisiik lazer enerjisinde yapilan analizlerden bir digeri ise 1s1
haritas1 (“heat map”) olusturmaktir (Sekil 4.9.). Is1 haritasindaki her bir satir bir hasta
spektrasini, her bir hiicre bir piki, renkler ise pik yogunlugunu gostermektedir. Buna
gore kirmizi hiicreler o pikin artan yogunlugunu, yesil ise azalan yogunlugunu
gosterirken siyahlar yogunluklar arasinda farklilik olmadigim1 gostermektedir. Sekilde
sirastyla kirmizi ile yazilan hasta isimleri FO grubunda, mavi ile yazilan grup F1, yesil
ile yazilan grup F2, san ile yazilan F3 grubunu, turuncu ile yazilan F4 grubunu ve
pembe ile yazilan isimler saglikli kontrol grubunu olusturmaktadir. Is1 haritas1 temelde

kiimelenmis bir jel goriintiisiidiir.

Sekil 4.9.’da IMAC30 ¢ipi i¢in diisiik lazer enerjisinde 1s1 haritasi gosterilmistir.
Haritada, ifade artis1 ve azahisiyla dikkati ¢eken pik bolgeleri kare i¢ine alinmig ve
hangi molekiil agirligr araligini gosterdigi yazilmistir. Bu piklerin 6zellikle turuncu
renk ile gosterilen F4 evresi hastalan i¢in diger gruplarla karsilastinldifinda farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Bu pikler Cizelge 4.3.’te saghikli kontrol grubu ve siroz
grubunun karsilastirilmas ile istatistiksel olarak anlamli p ve ROC degeri veren pikleri
icermektedir. Is1 haritasinda da goriildigii gibi 6zellikle 3,7-4,3 Da araliginda, 5870
Da’da, 6,6-6,8 kDa, 9,1-9.4 kDa, 11,7-12 kDa, 14,8 kDa ve 22-23 kDa araliklarinda
turuncu renkle yazilan F4 evresi grubu ile dier gruplar arasinda ifade farklilifi

goriilmektedir.
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Sekil 4.9. IMAC30 cipi diisiik lazer enerjisi protokolii icin 1s1 haritas
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4.2.2. IMAC30 Yiiksek Lazer Enerjisi Protokoliinde Analiz Sonuclar:

IMAC30 ciplerine yiiklenen serum orneklerindeki yiiksek molekiillii kiitlelerin analizi
icin yliksek lazer enerjisi ile 10 kDa’dan 200 kDa’a kadar proteinler okutulmustur.
Farkli evrelerin karsilagtirilmasi ile elde edilen istatistiksel olarak anlamli pik sayilari

(p<0,05 ve ROC<0,2 veya ROC>0,8) Cizelge 4.7.’de verilmistir.

Cizelge 4.7. IMAC30 yiiksek molekiil agirligi icin fibroz evrelerinin birbiriyle ve
saglikli kontrol grubuyla icin ayirt edici pik sayisi

Kargilagtirilan ROC>0,8 pik sayis1 | ROC<0,2 pik sayisi
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Cizelgede sonuna isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri i¢in pozitif grup olarak
degerlendirilen gruptur. Parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanilmustir.

Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi IMAC30 icin ayirt edici pik sayisi 6zellikle F4,
FO ve saglikli kontrol (SK) gruplan ile karsilastirlldiginda en fazla bulunmustur. Bu
cizelgeye gore fibroz evreleri arasindaki fark arttikca ayirt edici pik sayisi da
artmaktadir. Birbirine yakin evreler arasindan FO-F1, FO-F2, SK-FO ve SK-F1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir proteomik 6zellik goriilmemistir. Gruplar aras1 ayirt edici

pik sayisinin diisiik lazer enejisi ile elde edilen verilerde yiiksek enerji ile elde edilen
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anlamh pik sayisindan daha fazla oldugu goriilmektedir. F3 ve F4 gruplarinin
birlestirilmesi ile olusturulan ileri evre fibrozis ve FO, F1 ve F2 evrelerinin
birlestirilmesi ile olusturulan hafif fibrozis grubunun karsilastirilmasi ile yalmz 4,0 x
107 p degeri ve 0,18 ROC degeri ile 59393,37 Da piki istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu pikin yogunluk ortalamasi 0,19 olup olduk¢a diisiiktiir. En ¢ok ayirt
edici pik sayisina sahip saglikli kontrol ve F4 arasindaki anlamli pikler ve bunlarin

ROC ve p degerleri Cizelge 4.8.”de verilmistir.

Cizelge 4.8. IMAC30 yiiksek molekiil i¢in F4 ve SK gruplar karsilagtirmasi

No P degeri ROC m/z Ortalama yogunluk
1 98x10* 0,90 14115.53 0,81
2 1,4x 107 0,90 14039.64 1,20
3 2,1x10% 0,88 13885.37 1,98
4 9,5x 10 0,88 60360.18 0,18
5 3,5x 10° 0,87 28981.40 0,42
6 1,3x10° 0,87 28101.10 1,47
7 1,4x10° 0,86 59433.35 0,19
8 3,8x 10° 0,84 10039.58 1,03
9 6,6 x 10° 0,84 28304.17 0,80
10 1,1x10° 0,84 133171.44 0,37
11 52x10° 0,83 59838.86 0,19
12 7,0x 107 0,80 44551.86 0,11
13 43x10° 0,80 10446.01 0,76
14 1,8x 107 0,09 11929.47 2,52
15 7.8x 10° 0,13 11339.66 0,59
16 8,7x 107 0,13 11720.15 12,36
17 5,7x10° 0,13 12131.01 0,61
18 24x10° 0,19 11510.56 1,15

*ROC degeri hesaplamasinda SK grubu pozitif grup olarak secilmistir.
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Yiiksek lazer enerjisinde atig yapilarak biiyiik molekiil agirlikli proteinlerin
ucurulmasi i¢in uygulanan bu protokol sonucu p degerleri diisiik ve anlamli ROC
degerine sahip ayirt edici pikler bulunmustur. Ancak Cizelge 4.8.’de verilen ayirt edici
piklerin ortalama yogunluklarinin ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Cizelgede saglikl
kontrol grubu pozitif grup olarak se¢ildiginde 0,2’den kiiciik ROC degeri veren 11720
da pikinin (p=8,7 x 10-7, ROC= 0,13) yogunlugunun saghkli kontrol grubunda
azaldigim siroz grubunda arttif1 anlasilmaktadir. Bu pikin IMAC30 disikk lazer
atisinda da aymi ifade profili ile anlamli bulunan 11725 Da piki ile aym oldugu
diisiiniilmektedir. Aradaki 5 Da’lik farkin ise Materyal ve Yontem kisminda agiklandi8
gibi kalibrasyon yapilirken secilen protein standardi kiitlelerinin farkliligindan
kaynaklandig diistiniilmektedir. Tiim piklerin gruplar arasi ifade yogunlugunu gosteren
1s1 haritas1 Sekil 4.10.°da verilmistir. Bu haritaya gore belirgin bir renk farki

goziikkmemektedir. Bunun nedeni de pik yogunluklarinin oldukga diisiik olmasidir.

LEBRc385k8R28

Sekil 4.10. IMAC30 ¢ipi yiiksek lazer enerjisi protokolii i¢in 1s1 haritas
Pembe ile gosterilen HC grubu (“healthy control”) kisaltmasi olup saglikli kontrol (SK)
grubunu olusturmaktadir.
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4.2.3. IMAC30 icin Karar Agaci Analizi

Bu calismada tek tek farkli fibrozis evreleri arasinda istatistiksel olarak ayirt edici
protein/peptit arastirllmas1 disinda “Biomarker Patterns Software” versiyon 5.0
(Ciphergen Biosystems) yazilimi ile c¢oklu belirteclerin bulundugu karar agaci
smiflandirmas: da yapilmistir. Bu analiz igin istatistiksel olarak daha anlaml pikler
veren IMAC30 diisiik lazer enerjisinde elde edilen spektralar tercih edilmistir. Her bir
gruba diisen veri sayis1 en az 30 olacak sekilde hafif (FO, F1, F2) ve ileri evre (F3, F4)
olmak iizere iki fibrozis grubu analiz edilmistir. Bunun i¢in normalizasyon analizi ve
kiimeleme analizi sonrasi veriler “Biomarker Patterns Software” icin uygun formata

sokularak analiz edilmistir. Olusturulan karar agac1 $ekil 4.11."de verilmistir.

Node 1
Qass =F3
Q04277_7 <=10.244
Qass Cases %
FO_F1_F2 53 639
B F 30 361
W=83.000
=83

004277 7 <= 10244
.

Node 2
Class =F3_ F4
008761_1 <= 2.460
Cass Cases %
9 265

Q08761_1 <= 2.460
1

Node 3
Cass=F3 F4
Q04592 1 <= 7.246
Cass Cases %

2 80

Q04592 1 <= 7.246
1

Q04592 1> 7.246
1

Q08761_1> 2.460
1

Terminal

Node 3
Qass =F0_F1_F2
Qass Cases %

Terminal
Node 1
Cass =F3_F4
Cass Cases %
FOFiFR2 0 00

Terminal

Node 2
Qass=F0_F1_F2
Cases %

Q04277 7 > 10244
;

Node 4
Cass=F0_F1_F2
008936_2 <= 58.457
Qass Cases %
FOF_F2 44 8938
5 102

Q08936 _2 <=58.457
1

Q08936 2> 58.457
L

Qass
FO_F1_F2

Node 5
Qass=F0_F1_F2
Q03775 9 <= 0.634
Cases %

40 976

Terminal
Node 6
Cass =F3_F4
Qass Cases %
FOF_F2 4 500
4 500

Q03775_9 <= 0.634
1

Q03775 9> 0.634
1

Terminal
Node 4
Class =F3_ F4
Qass Cases %
FOFIF2 0 0.0
F3 | 100.0

Terminal
Node 5
Qass =F0_F1_F2
Qass Cases %
FO_F1_F2 40 100.0
BF 0 00

w

1
W=1.000
=1

N

Sekil 4.11. IMAC30 c¢ipinde hafif (FO, F1, F2) ve ileri evre (F3, F4) fibozis gruplarimn
ayristirilmasi igin olusturulan karar agaci
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Sekil 4.11.’de goriilen karar agacinda kok nod olarak adlandirilan ilk kutucuk
icinde bulunan 4277 Da kiitleli pik yazilim tarafindan ayiric1 olarak se¢ilmis olan piktir.
Bu nod, yani 4277 Da kiitleli pik, IMAC30 c¢ipinde gruplar arasi istatistiksel olarak
anlamli ayirt edici pik olarak bulunmus proteomik 6zelliktir. Ilk noddan itibaren agacin
ayirimi kutuda yazili olan yogunluk degerine gore sag ya da sol kola ayrilmaktadir. S6z
konusu olan aga¢ icin birinci nod icin seg¢ilen yogunluk 10,44’diir ve bu yogunluk
degerine esit veya kiiglik olan grup sol kola, bu degerden biiyiik olan grup sag kola
ayrilmistir. Buna gore devam eden ayrim sonucu karar agaci toplam 6 terminal noddan
olusmustur. Olusturulan agagta terminal nod 1’e bakilacak olursa bu nod ileri evre
fibrozis smifim olusturmustur. {lk noddan baslanarak 4277 Da kiitleli pik yogunlugu
<=10,44 ve bunlarin i¢cinde 8761 Da kiitleli pik yogunlugu <=2,460 olan ve son olarak
4592 Da piki yogunlugu <=7,246 olanlar1 terminal nod 1’de ileri evre fibrozis grubu
olarak simiflamistir. BOylece gruplarin birbirinden ayrilmasi i¢in coklu biyolojik
belirte¢ bulunmus olmaktadir. Terminal nod 5’e bakilacak olursa bu nod hafif fibrozis
smifint  olusturmaktadir ve toplam 53 hafif fibrozis hastasindan 40’1 bu noda
siiflarken ileri evre fibrozis grubundan O birey bu gruba déhil edilmigtir. Bu ayrim i¢in
ilk noddan baglanarak 4277 Da Kkiitleli pik yogunlugu >10,44, 8936,2 Da piki i¢in
yogunlugu <=58,45 olan ve 3775,9 Da piki i¢in >0,634 olan grup hafif fibrozis evresi
olarak ayirt edilmistir. Bu aga¢ i¢in yapilan ROC analizi F3, F4 smfi i¢in 0,98
AUROC (ROC egrisi altindaki alan) degeri vermistir (Sekil 4.12.).

G aing Chart T Terminal Modes T “ariable Importance T Mizclagsification T Prediction Success

Gaing Chart
1.0 Node Cases % of Hode % Cum 2 Cum % 4
Tat Clage | Tt Clags | Tat Clage | Tagt. Class Pop Fop

0.g

£ o8 4 1 100.000 3333 76.667 27711 1.205
:E aa 3 4 50.000 13.333 90.000 37.349 9629
e ROC Integral 2 1 33.333 3333 93.333 40964 3614
L wﬂigvnwwi 3 2 22,222 E.EEY 100.000  51.807 10.843
0.0 5 0 0.000 0.000 100.000  100.000 48.133

oo 02 04 06 08 10
1 - Specificity P | »

Tt Class:|[F3_F4 | [ F3F4 Leam
Total cazes: 30 Percent of zample: 36.14

Gains | Lit | com Lin [TRAC

Sekil 4.12. F3, F4 simifi i¢in ROC analizi ¢gizelgesi

52



Ileri evre fibrozis grubunun hafif fibrozisli gruptan ayrimi icin yapilan algoritma
%83 (46/55) duyarlilik ve %75 (21/28) ozgiillik ve %86 pozitif prediktif deger (ppv)
ve %70 negatif prediktif deger (npv) vermistir (Sekil 4.13.).

Gains Chart T Teminal Nodes T ‘Yariable [mpartance T Misclassification T Prediction Success

Test Sample Prediction Success Table

Predicted Class

Actual Total Percent FO_F1_F2 F3 F4
h=28

Clags Cases Carrect N=55

Learn | Test? Class:|Mone ~| ‘ Count  Row X | Column %

Sekil 4.13. IMAC30 i¢in 6zgiillik ve duyarhlik ile ppv ve npv degerleri cizelgesi

4.3. CM10 Cip Dizini i¢cin Analiz Sonuclar
4.3.1. CM10 Diisiik Lazer Enerjisi Protokoliinde Analiz Sonugclar:

CMI0 i¢in disiik lazer enerjisi protokoliinde elde edilen veriler IMAC30 c¢ipinde
uyulandig1 gibi normalize edildikten sonra EDM olusturulmustur. Farkli fibrozis
evrelerinin birbiriyle ve saglikli kontrol grubuyla parametrik olmayan Mann-Whitney U
testi ile karsilastinlmasi sonucu elde edilen ayirt edici pik (p<0,05, ROC<0,2 veya
ROC>0,8) sayilan Cizelge 4.9.’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. CM10 diisiik molekiil agirli§1 igin fibroz evrelerinin birbiriyle ve saglikli
kontrol grubuyla ayirt edici pik sayisi

Kargilagtirilan gruplar | ROC>0,8 pik sayis1 | ROC<0,2 pik sayisi
FO ve F1*
FO ve F2*
FO ve F3*
FO ve F4* 23 21
F1 ve F2*
F1 ve F3
F1 ve F4* 24 19
F2 ve F3* 0 3
F2 ve F4* 7 19
F3 ve F4* 21 19
SK ve FO*
SK ve F1*
SK ve F2*
SK ve F3* 6
SK ve F4* 32 13
F3,F4* ve FO,F1,F2 3
SK* ve FO,F1,F2 0
SK* ve F3,F4 4 18
SK* ve F2,F3,F4 0 16

Cizelgede sonuna “*” isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri igin pozitif
grup olarak degerlendirilen gruptur. Parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

CM10 i¢in yapilan analizde Cizelge 4.9.’da da goriildiigi gibi birbirine yakin
saglikli kontrol ile FO ve F1 arasinda ve FO ile F1 veya F2 arasinda istatistiksel olarak
anlamli ayirt edici pik bulunmamistir. Ayrica F1 ve F2 arasinda aywrt edici pik
bulunamazken F1 ile F3 arasinda da istatistiksel olarak anlamli ayirt edici pik
goriilmemektedir. En c¢ok ayirt edici pik sayis1t IMAC30’da da oldugu gibi F4 (siroz)
grubu ile F3 dahil olmak iizere diger fibozis gruplari arasinda ozellikle FO ve F1
evreleri arasinda bulunmustur. En ¢ok ayirt edici pik sayisina sahip saglikli kontrol ve
F4 arasindaki anlamli piklerden saglikli kontrol grubu pozitif grup olarak secildiginde
ROC degeri >0,8 ve p<0,05 olan ayirt edici pikler Cizelge 4.10.’da ROC degeri <0,2

olan pikler ise Cizelge 4.11.’de verilmistir.
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Cizelge 4.10. CM10 icin F4 ve SK gruplar karsilastirmasinda ROC>0,8 olan pikler

Ortalama

No P degeri ROC m/z yogun]uk
1 1,25 x 10° 0,90 4300,47 32,6
2 1,53 x 10°° 0,89 42845 37,5
3 3,08 x 107 0,85 4093,03 36,1
4 2,16 x 107 0,84 3985,94 7,5
5 1,01 x 10 0,82 4383,86 7,2
6 5,18 x 107 0,82 13888,72 1,4
7 9,33 x 107 0,82 3155,92 28.5
8 8,59 x 107 0,82 9433,10 9,9
9 1,93 x 10 0,82 9507,12 3,9
10 5,18 x 107 0,82 9733,83 2,1
11 2,65 x 10 0,80 13986,6 2,2
12 1,29 x 10 0,80 4348,54 9,6
13 2,65 x 10* 0,80 9643,31 2,7

*ROC degeri hesaplamasinda SK grubu pozitif grup olarak secilmistir.

Cizelge 4.10.°da verilen piklerden ROC=0,9 ve p=1,25 x 10 olan 4300 Da,
ROC= 0,89 ve p=1,53 x 10° olan 4284 Da pikler FO, F1, F2 gruplari hafif fibrozis
grubu ve F3, F4 ileri evre fibrozis olmak iizere 2 grup olarak analiz edildiginde de p
degeri en disiik ilk 6 pik arasinda bulunmaktadir (Cizelge 4.12). Bu piklerin gruplar

arasi analizi sonucu istatistiksel olarak anlamli bulundugu gruplar ve bunlarin ROC ve

p degerleri de Cizelge 4.13.’de verilmistir.
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Cizelge 4.11. CM10 icin F4 ve SK gruplar karsilastirmasinda ROC<0,2 olan pikler

No P degeri ROC m/z Ortalama
yogunluk
1 2,07 x 108 0,024 23467,71 1,8
2 2,07x 10° 0,041 2294333 1,1
3 292x10° 0,041 230443 1,0
4 292x10° 0,041 24140,05 1,0
5 1,84x 10° 0,041 2428417 0,8
6 2,60x 10° 0,041 25100,45 0,3
7 5,14x10° 0,041 2527721 0,3
8 6,43 x 10° 0,058 11767,82 1,3
9 2,38x 107 0,058 4796,471 17,6
10 5,14x 10° 0,058 22862,34 1.1
11 410x 10° 0,058 24991,87 0,3
12 1,39 x 107 0,058 25174,74 0,3
13 1,39 x 107 0,075 11740,16 1,6
14 7,54 x 107 0,075 25591,14 0,2
15 1,87 x 10° 0,109 11697,08 22
16 1,13x10° 0,109 11916,35 0,8
17 450x 10° 0,126 6134,721 8,0
18 450x 10° 0,126 11454,7 1,1
19 3,06 x 10° 0,126 11536,6 1,2
20 3,08 x 10° 0,143 4971,559 4,9
21 1,05 x 10° 0,143 6115,792 12,5
22 436 x 10° 0,160 5268,492 42
23 4,00x 10° 0,160 5909,933 128.4
24 436 x 10° 0,160 5341,796 41,8
25 1,26 x 10° 0,160 5547,638 3,7
26 436 x 10° 0,160 4768,477 5,3
27 4,00x 10° 0,177 5002,042 6,6
28 1,10x 10™ 0,177 5924.71 62,4
29 1,29 x 10™ 0,177 2947,028 25,8
30 4,00x 10° 0,177 6312,922 4.1
31 1,52 x 10™ 0,194 6194,78 114
32 6,68 x 10° 0,194 6369,015 6,0

*ROC degeri hesaplamasinda SK grubu pozitif grup olarak secilmistir.
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Cizelge 4.12. CM10 diisiik molekiil FO, F1, F2 ve F3, F4 gruplarinin karsilastirmasi

No P degeri ROC m/z Ortalama

yogunluk
1 44x10° 0,81 24992 8 27,1
2 1,6 x 10° 0,81 24138,0 23
3 42x10° 0,81 24286,5 27,1
4 27x107 0,20 13890,0 17,3
5 8,1x10° 0,20 42843 4.1
6 42x10° 0,20 4300,3 1,0

*ROC degeri hesaplamasinda F3, F4 grubu pozitif grup olarak secilmistir.

Cizelge 4.13. CM10 m/z 4284 ve 4300 i¢in gruplar aras1 karsilastirma

Kargilagtirilan Gruplar m/z 4284 i¢in m/z 4300 icin
ROC P degeri ROC P degeri
F4 ve SK* 0,89 1,5x10° 0,90 1,2x10°
F4 ve FO* 0,89 42x10° 0,91 42x10°
F4 ve F1* 0,86 2,2x10° 0,90 1,6 x 10°

F4 ve F2* 0,78 0,01 0,85 0,001

F4 ve F3* 0,88 0,001 0,92 0,001
F4 ve FO,F1* 090 | 44x10’ 0,88 3,5x 107
F4 ve FO,F1,F2* 0,85 7,5x 107 0,86 2,5x 107
F4 ve FO,F1,F2 F3* 0,86 1,5x 107 0,86 4,4x 10”7
F3,F4 ve FO,F1,F2* 0,79 | 42x10° 0,79 8,1x10°

Cizelgede sonuna “*” isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri i¢in pozitif

grup olarak degerlendirilen gruptur.

Sekil 4.14.’de jel goriintiisiinde de goriildiigii gibi bu pikler igin pik
yogunluklar1 o6zellikle saglikli kontrol ve F3’ii de iceren diger fibroz evreleri ile
karsilastirildiginda F4 evresi grubunda azalmistir. Cizelge 4.13.’de gosterilmeyen diger

tiim evrelerin karsilagstirmasi bu pikler i¢in p>0,05 vermis ve istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir.
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Sekil 4.14. CM10 ¢ipi m/z 3952 ve 4278 i¢in gruplar aras1 jel goriintiisii kargilagtirmasi

Sekil 4.14’de gosterilen yogunluk farkliigi ayrica gruplar arasi dagilim
cizelgeleri incelendiginde de goriilmektedir. Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da sirasiyla 4284
ve 4300 Da pikleri gruplar aras1 dagilim ¢izelgeleri goriilmektedir.
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Sekil 4.15. 4284 Da piki i¢in gruplar aras1 dagilim gizelgesi

Sekil 4.15.’de goriildiigii gibi 4284 Da piki F4 evresi grubu i¢in oldukga diistik
yogunlukta iken diger gruplarda yogunlugun arttigi goriilmektedir. Sekilden de
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anlagildig1 gibi F2 evresinde bazi hastalarda 4284 pikinin yogunlugu artmistir. Ancak
diger evrelerle kargilastinnldiginda F2 i¢in istatistiksel olarak ayirt edici bir deger

bulunmamusgtir.
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Sekil 4.16. 4300 Da piki i¢in gruplar aras1 dagilim ¢izelgesi

Sekil 4.16’da gosterilen grup dagilim c¢izelgesi analizi F4 evresi disinda diger
fibroz evreleri ve saglikli kontrol grubu arasinda anlamli bir yogunluk farki
gostermemektedir. Yine 4284 Da pikinde oldugu gibi 4300 molekiil agirligindaki aday

biyolojik belirteg icin siroz evresinde yogunlugun azaldigi goriilmektedir.

Ayni anda tiim proteinlerin analizine imkén veren 1s1 haritas1 olusturuldugunda
piklerin yogunluk farklar1 daha iyi ayirt edilmektedir. CM10 diisiik molekiillii aday

belirteclerin arastirilmasi i¢in yapilan 1s1 haritas: analizi Sekil 4.17.”de gosterilmistir.
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4,1-4,5 kDa

4,8-6,1 kDa
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22,9-25,3 kDa

Sekil 4.17. CM10 ¢ipi diisiik lazer enerjisi protokolii igin 1s1 haritasi
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Cizelge 4.10. ve Cizelge 4.11.’de verilen sonuglar icin gorsel bir analiz olarak

inceleyebilecegimiz 1s1 haritasinda 4,1-4,5 kDa arasi, 9,1-9,7 kDa ve 13,6-14,1 kDa

arasindaki bolgelerde tiim proteinler i¢in F4 evresinde yesil renk ile belirtilen bir

yogunluk azalmasi goriilmektedir. Bunun disinda siyah kare ile sekil iizerinde

gosterilen 4,8-6,1 kDa arasinda, 11,4-11,8 kDa ve 22,9-25,3 kDa arasindaki bolgede

kalan proteinler i¢in yogunlugun F4 evresinde arttig1 goriilmektedir.
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4.3.2. CM10 Yiiksek Lazer Enerjisi Protokoliinde Analiz Sonuclar:

CMI10 i¢in yiiksek lazer enerjisi protokoliinde 10-200 kDa arasinda tiim kontrol ve
hasta gruplant icin elde edilen protein profilleri normalize edildikten sonra EDM
olusturulmustur. Farkli fibrozis evrelerinin birbiriyle ve saglikli kontrol grubuyla
parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen ayirt

edici pik (p<0,05, ROC<0,2 veya ROC>0,8) sayilar1 Cizelge 4.14.”de verilmistir.

Cizelge 4.14. CM 10 yiiksek molekiil agirlig1 i¢in fibroz evrelerinin birbiriyle ve saglikli
kontrol grubuyla ayirt edici pik sayisi

Kargilagtirilan gruplar | ROC>0,8 pik sayis1 | ROC<0,2 pik sayisi
IFO ve F1* 0 0
FO ve F2* 0 0
FO ve F3* 21 2
FO ve F4* 26 11
F1 ve F2* 0 0
F1 ve F3* 6 0
F1 ve F4* 21 8
F2 ve F3* 29 0
F2 ve F4* 18 7
F3 ve F4* 19 26
SK ve FO* 0 0
SK ve F1* 2 0
SK ve F2* 2 0
SK ve F3* 6 0
SK ve F4* 26 9
F3,F4* ve FO,F1,F2 8 4
SK* ve FO,F1,F2 0 0
SK* ve F3,F4 8 25
SK* ve F2,F3,F4 4 23

Cizelgede sonuna “*” isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri i¢in pozitif
grup olarak degerlendirilen gruptur. Parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Cizelge 4.14°de goriildiigii gibi CM10 i¢in yiiksek molekiiler icin gruplar arasi
belirte¢ arama analizinde daha Once deginilen analizler de oldugu gibi diisiik evreler
arasinda ayirt edici pik bulunmamustir. Istatistiksel olarak ayirt edici en gok pik sayisi
F3 dahil olmak iizere F4 ve diger fibroz evreleri arasinda bulunmustur. Bu protokolde
CM10’da elde edilen sonuclar daha onceki analiz sonuclarindan farkli olarak en fazla
ayirt edici pik sayisim SK-F4 veya FO-F4 arasinda degil F3 ve F4 evreleri arasinda

vermistir. CM10 i¢in diisiik lazer enerjisinde elde edilen sonuglardan farkli bulunan bu
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sonucun nedeninin  olduk¢a diisiik bulunan yogunluklardan kaynaklandigi
diisiiniilebilir. Cizelgede goriildiigii gibi hafif ve ileri evre fibrozis (F3,F4 — FO,F1,F2)
olarak analiz yapildiginda ise bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunan

pik sayis1 12°dir. Bu pikler ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.15.’de verilmistir.

Cizelge 4.15. CM10 yiiksek molekiil FO, F1, F2 ve F3, F4 gruplar1 karsilastirmasi

Ortalama

NO P degeri ROC m/Z yogunluk
1 1,6 x 107 0,84 11706,2 1,6
2 72x10% 0,83 118983 0,7
3 1,6 x 107 0,83 11734,7 1,3
4 1,9x 10° 0,82 11670,7 1,6
5 6,3x 107 0,81 11766,1 1,1
6 51x107 0,81 117953 1,0
7 8,8x 107 0,80 11931,0 0,7
8 1,6 x 10° 0,80 11866,5 8,6
9 58x10° 0,14 13872,4 28
10 1,9x 107 0,16 13967,9 3,4
11 1,4x10° 0,17 14509,2 0,5
12 2,1x10° 0,19 14141,8 12

*ROC degeri hesaplamasinda F3, F4 grubu pozitif grup olarak secilmistir.

Cizelge 4.15.de goriildiigii gibi ayirt edici pikler 11-14,5 kDa arasindadir ve
tiim piklerin yogunluklar1 diisiik bulunmustur. Tiim pikler i¢in gruplar arasi analizi

Sekil 4.18.”de gorsel olarak 1s1 haritasi analizinde goriilmektedir.

62



Grouping (vertical) :
B0
| N2
=]
Or
0r

11,3-11,9 kDa

B

Heat map (center) :

B upregulate

0 down-ragulite

13,5-16,1kDa

.01
8.97
54
1.56
60
.72
4
40
57
.03
.38
.40
.43

Sekil 4.18. CM10 ¢ipi yliksek lazer enerjisi protokolii igin 1s1 haritasi

Is1 haritasinda 11,3-11,9 kDa arasinda sirozlu hasta grubunda kirmizi renk yani
yogunluk artis1 goriiliirken 13,5-16,1 kDa arasindaki genis bir bolgede yine siroz grubu
icin yesil bir bolge yani bu pikler i¢in yogunluklarinda bir azalis oldugu
anlagilmaktadir. Ancak haritanin geneli incelenecek olursa ayirt edilebilecek bolge ¢cok

degildir. Bunun en 6nemli nedeni ise spektralarin diisiik yogunlukta elde edilmesidir. -
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Yiiksek molekiilleri koparmak i¢in yiiksek lazer enerjisi kullanilmig olmasina ragmen

elde edilen spektralar CM10 ¢ipinde zay1f pikler vermistir.
4.3.3. CM10 icin Karar Agaci1 Analizi

CM10 ¢ipi analizi i¢in tek tek farkli fibrozis evreleri arasinda istatistiksel olarak ayirt
edici protein/peptit arastirilmasi yam sira “Biomarker Patterns Software” versiyon 5.0
(Ciphergen Biosystems) yazilimi kullanilarak IMAC30 c¢ipinde yapildig:r gibi karar
agaci siniflandirmasi da yapilmistir. Bu analiz i¢in istatistiksel olarak anlaml pik sayisi
fazla olan CM10 diisiik lazer enerjisinde elde edilen spektralar tercih edilmigtir. Yine
grup sayisinin fazla olmasi ve anlamli sonuglar elde edilebilmesi i¢in hafif (FO, F1, F2)
ve ileri evre (F3, F4) fibozis gruplar1 olmak iizere iki grup analiz edilmistir. Bunun i¢in
normalizasyon analizi ve kiimeleme analizi sonrast veriler “Biomarker Patterns
Software” i¢in uygun formata g¢evrilerek analiz yapilmistir. Olusturulan karar agaci

Sekil 4.19.”da verilmistir.

Sekil 4.19.”da goriilen karar agacinda kok nodda ayirt edici pik 11739 Da kiitleli
proteindir. Birinci nodda yogunluk icin ayirt edici deger 1,581°dir ve bu yogunluk
degerine esit veya kiiglik olan grup sol kola, bu degerden biiyiik olan grup sag kola
ayrilmistir. Buna gore devam eden dal olusumu sonucu karar agaci toplam 4 terminal
noddan olusmustur. Olusturulan agacta terminal nod 3’e bakilacak olursa bu nod hafif
fibrozis sinifin1 olusturmustur. Ik noddan baglanarak 11739 Da kiitleli pik yogunlugu
<=1,581 olan ve bunlardan 10085 Da kiitleli pik yogunlugu >0,424 olan ve son olarak
15656 Da piki yogunlugu >0,062 olanlar1 terminal nod 3’de hafif fibroz grubu olarak
siiflamistir. Bu grupta hafif fibrozisli bireylerin %96,1’ini ve ileri evre fibrozis
grubunun % 3,9’unu siiflamistir. Bu agac icin yapilan ROC analizi ileri evre fibrozis
grubu (F3, F4) i¢in 0,92 AUROC (ROC egrisi altindaki alan) degeri vermistir (Sekil
4.20.).
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Node 1
Class = F3_F4
C011739_ <= 1.581

Class Cases %
FO_F1_F2 56 67.5

F3_F4 27 325

W = 83.000
N =83
|
r 1 1
C011739_ <= 1.581 C011739_ > 1.581
L 1
Node 2 Terminal
Class = FO_F1_F2 Node 4
C010085_ <= 0.424 Class = F3_F4
Class Cases % Class Cases %
FO_F1_F2 54 83.1 FO_F1_F2 2 1141
F3_F4 11 16.9 F3_F4 16 88.9
W =65.000 W =18.000
N =65 N=18
| ]
r I 1
CO10085_I <= 0.424 CO10085_I > 0.424
Terminal Node 3
Node 1 Class = FO_F1_F2
Class = F3_F4 C015656_ <= 0.062
Class Cases % Class Cases %
FO_F1_F2 4 364 FO_F1_F2 50 926
F3_F4 7 63.6 F3_F4 4 7.4
W =11.000 W =54.000
N=11 N =54
] ]
L

C015656_ <= 0.062
|

CO15656_: > 0.062
Terminal Terminal
Node 2 Node 3
Class = F3_F4 Class = FO_F1_F2
Class Cases % Class Cases %
FO_F1_F2 1 33.3 [| FO_F1_F2 49 96.1
F3_F4 2 66.7 F3_F4 2 3.9
W =3.000 W =51.000
N=3 N =51
I |

Sekil 4.19. CM10 c¢ipinde hafif (FO, F1, F2) ve ileri evre (F3, F4) fibrozis gruplarinin
ayristirilmasi igin olusturulan karar agaci
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Sekil 4.20. F3, F4 sinifi i¢in ROC analizi ¢gizelgesi

lleri fibrozis grubunun hafif fibrozisli gruptan ayrimi icin yapilan algoritma
%86 (46/53) duyarlilik ve %66 (20/30) 6zgiillik ile %82 pozitif prediktif deger (ppv)
ve %74 negatif prediktif deger (npv) vermistir (Sekil 4.21.).

Gainz Chart T Teminal Nodes T Wariable [mportance T Misclassification T Prediction Success]

Test Sample Prediction Success Table
Predicted Clazz

Actual Total Percent FO_F1_F2 F3 Fd4
Class Cases Cormect MN=53 =30

E g 3 E
F3_F4 27 74.074 7 20

Clasz | Maone j | Count Row % | Column %

Learmn

Sekil 4.21. CM10 karar agact igin 6zgiillik ve duyarlilik ile ppv ve npv degerleri ¢gizelgesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Artan invazif olmayan testler ve goriintiileme tekniklerine ragmen karaciger
fibrozisinin evrelendirilmesinde giivenle kullanilabilecek bir test bulunmamaktadir.
Giiniimiizde histolojik teshis ve fibrozisin evrelendirilmesinde halen altin standart
olarak uygulanan karaciger biyopsisi uygulamasi nadir ancak ciddi komplikasyonlari
olan ve maliyeti yiiksek invazif bir prosediirdiir (Blanc et al. 2005). Bu nedenle
karaci8er fibrozisinin seruma dayal1 testlerine ilgi son zamanlarda olduk¢a artmis ve
cok sayida aragtirmaci tarafindan bazi dizinler gelistirilmigtir. Ancak bu testlerin
higbiri, fibrozisin farkli histolojik evrelerini dogru bir sekilde ayirt edememektedir.
Toplam bes biyokimyasal belirte¢ igeren algoritma olan Fibrotest de biiyiik orandaki
hastay1 belirli bir gruba dahil edememektedir. Bugiine kadar gelistirilmig olan testlerin
higbirinin bir di8erine tek basina istiinlikk saglamadif1 goriilmektedir. Bu nedenle
giinimiizde uygulanmakta olan klinik ve laboratuvar testlerinden daha iyi bir
prognostik dogruluga sahip invazif olmayan biyolojik belirteclerin arastirilmasinda
proteomik yaklagimlar olduk¢a Onem kazanmustir. Bu calismada takip edilmedigi
stirece karaciger sirozu ve kanserine kadar ilerleyebilen karacier fibrozisinin
evrelendirilmesinde kullanilabilecek kesinligi yiiksek serum protein belirteclerin

arastirilmasi1 amag¢lanmstir.

Giintimiizde farkli yazilimlar ile biyoinformatik calismalar1 igeren ProteinCip
biyolojik belirte¢ arastirma sistemi olan SELDI-TOF Kkiitle spektrometrisi ile yapilan
calismalara agirhik verilmigtir. Bu teknolojinin tekli veya c¢oklu biyolojik belirteg
arastirmalarindaki etkinligi prostat (Adam et al. 2002), over (Petricoin et al. 2002), ve
meme kanseri (Li et al. 2002) gibi degisik kanser tiplerinde gosterilmistir. Tiim bu
calismalarda m/z 20,000 altinda (<20 kDa) yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikte ¢oklu
biyolojik belirtegler bulunmustur. Karaciger hastaliklarinda yapilan ¢ogu ¢alisma siroz
ve hepatoseliiler kanserin teshisini kolaylastiracak serum belirteglerinin aragtirilmasi
tizerine yapilmistir. Karaciger fibrozisinin evrelendirilmesi i¢in Poon ve arkadaslari
kronik HBV’1i hastalarda (Poon et al. 2005), Gobel ve arkadaglar (Gobel et al. 2006)
ile Morra ve arkadaglari (Morra et al. 2007) tarafindan kronik HCV’li hastalarda
yapilan biyolojik belirteg arastirma c¢alismalar1 SELDI teknolojisinin kullanilabilir

oldugunu gostermistir. Bu ¢alismalarda fibrozis evreleri icin dzellikle hafif ve ileri evre
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fibrozis gruplar1 arasinda ayirt edici bazi pikler bulunmus ancak bunlarin validasyonlar

heniiz yapilmamustir.

Bu calismada farkli fibrozis evresindeki hasta ve saglikli kontrol serumlari
IMAC30 ve CM10 cip tiirlerine uygulanmis ve SELDI-TOF MS ile analiz edilmistir.
Cip tiirlerinin secimi i¢in az sayida hasta (her evreden 5 hasta) serumu ile bir 6n
calisma yapilmis ve gruplar arasinda en c¢ok ayirt edici pik sayisi veren IMAC30 ve
CMI10 ¢ipleri secilmistir. SELDI-TOF kiitle spektrometrisi i¢in cihazin
tekrarlanabilirligi bu calismada kalite kontrol serumu kullanilarak gosterilmistir. Elde
edilen spektralarda secilen pik Ozellikleri icin CV% araliklart Semmes ve
arkadaslarinin calismas1 referans alinarak kabul edilebilir aralikta bulunmustur

(Semmes et al. 2005).

Karaciger fibrozisi olan toplam 87 hasta (30 HBV, 57 HCV) ve 32 saglkh
kontrol ile yapilan bu ¢alismada IMAC30 ve CMI10 ¢ip tiirleri i¢in hem diistik lazer
enerjisinde hem de daha yiiksek molekiillii proteinlerin analizi ic¢in yiiksek lazer
enerjisinde olmak ilizere iki farkli protokolde spektralar elde edilmistir. Bu analizler
sonucunda her bir serum 6rnegi icin yaklasik 450 protein piki bulunmustur. Her evre
icin elde dilen spektralar ayr1 ayn birbiri ile karsilagtirilmig ve parametrik olmayan
Mann-Whitney U testi ile istatistiksel analiz uygulanmugtir. Istatistiksel olarak anlaml
ayirt edici pik sayist her iki ¢ip tiirii icin de en ¢ok saglikli kontrol ve sirozlu (F4) hasta
grubu profilleri arasinda goriilmiistiir. Evrelerin hafif (FO, F1, F2) ve ileri evre fibrozis
(F3, F4) olarak gruplandirilmasi ile de hem istatistiksel olarak anlamli bagimsiz ayirt
edici pikler hem de “Biomarker Patterns Software” versiyon 5.0 (Ciphergen
Biosystems) yazilimi ile karar agaci simiflandirmasi sonucu c¢oklu belirtecler
arastirilmistir. Her iki ¢ip tiirii i¢in elde edilen yaklasik 450 pikten 26 tanesi hafif ve
ileri fibrozis icin istatistiksel olarak anlamli ayirt edici bulunmustur. Bu 26 pik i¢in
AUROC degeri secilen pozitif gruba baglh olarak degismekte ve bu deger istatistiksel
olarak 2= 0,8 veya < 0,2 degerlerinde en anlamli olmaktadir (Cizelge 5.1.). Tablo
5.1.’de hem CM10 hem de IMAC30 icin hafif ve ileri evre fibrozis gruplar1 arasinda
Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak ayirt edici bulunan pikler m/z degerlerine
gore verilmistir. Tleri evre fibrozis grubu pozitif olarak segildiginden ROC egrisi altinda

kalan alan = 0,8 bulunanlar i¢in yogunlugun ileri evre grubunda artig, < 0,2
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degerindekiler i¢in ise azalis gosterdigi anlasilmaktadir. Tablodan da goriildiigii gibi

tiim bu pikler i¢in p degeri <0,05 bulunmustur.

Cizelge 5.1. Hafif ve ileri evre fibrozis gruplari i¢in ayirt edici pikler

No P degeri ROC m/z Orvtalama
yogunluk
1 9,0x 107 0,13 IMAC-4278 27,1
2 58x10° 0,14 CM10-13872 2,8
3 56x10°% 0,15 IMAC-3268 17,3
4 1,4x 107 0,15 IMAC-6851 2.3
5 50x 107 0,15 IMAC-3952 27,1
6 1,9x 107 0,16 CM10-13967 3.4
7 55x 107 0,17 IMAC-3772 4,1
8 1,4x10° 0,17 CM10-14509 0,5
9 4,0x 107 0,18 IMAC-59393 0,19
10 2,1x 10° 0,19 CM10-14141 1,2
11 8,1x10° 0,20 CM10-4284 4,1
12 42x 10° 0,20 CM10-4300 1,0
13 2,7x 107 0,20 CM10-13890 17,3
14 1,6 x 107 0,84 CM10-11706 1,6
15 7,2x 10® 0,83 CM10-11898 0,7
16 1,6 x 107 0,83 CM10-11734 1,3
17 1,9x 10° 0,82 CM10-11670 1,6
18 6,8 x 10”7 0,81 IMAC-11847 1,0
19 6,3 x 10”7 0,81 CM10-11766 1,1
20 5,1x 107 0,81 CM10-11795 1,0
21 4,4 x10° 0,81 CM10-24992 27,1
22 42x 10° 0,81 CM10-24286 27,1
23 1,6 x 107 0,81 CM10-24138 2.3
24 8,8x 107 0,80 CM10-11931 0,7
25 1,6 x 10° 0,80 CM10-11866 8,6
26 1,9x 10° 0,80 IMAC-11725 10,2

*ROC degeri hesaplamasinda ileri evre fibrozis (F3, F4) grubu pozitif grup olarak segilmistir.

Tablo 5.1.’de gosterilen ayirt edici piklerden m/z 11725 piki icin ileri fibrozis
evresinde yogunluk artis1 goriilmektedir (ROC=0,80, p=1,9 x 10°). He ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir calismada HBV ile iligkili hepatoseliiler karsinoma (HCC)
hastalarinin serum 6rnekleri SELDI-TOF Kkiitle spektrometrisi ile analiz edilmistir (He

et al. 2008). Bu ¢alismada HBV ile enfekte 50 HCC hastasi, 45 HBV hastas1 (siroz
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veya kanser gelistirmemis) ve 30 saglikli kontrol serumu igeren 3 grup i¢in de bu
calismada kullanilan IMAC-Cu (bakir) cipleri kullanilmistir. Istatistiksel olarak anlaml
bulunan ayirt edici pikler 5890, 11615 ve 11724 Da pikleridir. HCC’1i hastalarda artan
yogunlugu gosterilen 11724 Da piki bu ¢alismada da aym ¢ip tiiriinde ayirt edici olarak
bulunan 11725 Da proteini ile biiyiik yakinlik gostermektedir. Ancak bu ¢alismada da
11724 Da proteininin tamimlanmasi yapilmamistir. Cizelge 5.2.°de 11725 Da piki i¢in
evreler arasi karsilastirmanin istatistiksel sonucu gosterilmistir. Bu tabloya gore siroz
hastalarinda en biiyiik ifade farkinin ROC degeri 0,92 olan saglikli kontrol grubu ile
oldugunu ve FO,F1,F2,F3 evreleri bir grup olarak birlestirildiginde elde edilen ROC
degerinin de 0,82 oldugu goriilmektedir. Bu ROC degerleri F4 evresinde artan ifadenin
diger fibrozis evrelerinde azalirken saglikli kontrol grubunda azalmanin daha cok
oldugunu gostermektedir ve He ve arkadaslarinin sonucu ile uyumludur. Sekil 5.1.de
He ve arkadaslarin evreler arasinda gosterdigi ifade farklilifn bu ¢alismada Sekil
5.2.°de gosterilmistir. Proteinin Cizelge 5.2.°de goriilen ve saglikli kontrole dogru
gittik¢ce azalan miktar1 pikin diisiik yogunlugu nedeni ile net olarak goriilememektedir.
Bu sonuglar, ¢calismada HCC hastas1 bulunmamakla birlikte F4 evresi olarak belirlenen

siroz hastalarinin HCC’ye dogru giden siire¢ ihtimalini diistindiirmektedir.

Cizelge 5.2. 11725 Da pikleri i¢in F4 grubunun diger gruplarla karsilastiriimasi

Kargilagtirilan m/z 11725 i¢in
Gruplar

ROC P degeri
SK ve F4* 0,92 1,9x 107
SK ve F3* 0,84 7,8x 107
FO ve F4* 0,85 2,7x 107
F1 ve F4* 0,82 7,7x10°
F2 ve F4* 0,83 7,5x 107

F3 ve F4* 0,72 0,041
FO,F1,F2 ve F4* 0,84 1,4x10°
F0,F1,F2,F3 ve F4* 0,82 1,9x10°
FO,F1,F2 ve F3,F4 * 0,80 1,9x10°

Cizelgede sonuna “*” isareti gelen grup istatistiksel analiz sirasinda ROC degeri hesaplamasi
icin pozitif grup olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 5.2. IMAC30 ¢ipi m/z 11725 igin gruplar aras1 jel goriintiisii kargilagtirmasi

Bu ¢alismada IMAC30 c¢ipinde diisiik lazer enerjisi yapilan analiz sonuglarinda F4
evresi icin artan ifadesi bulunan 23-23,5 kDa aralifindaki diger proteomik 6zellikler
yine IMAC30 ¢ipi ile yapilan Ward ve arkadaslarinin ¢alisma sonuglarina benzerlik
gostermektedir (Ward et al. 2006). Ward ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis olan
calismada m/z 22 960 ve 23 530 (23/23,5 kDa) olmak iizere iki pikin HCC’li hasta
serumunda %50 oraninda arttif1 gosterilmistir (P<0,001). Bu pikler LC-MS/MS ile
tanimlandiginda immiinoglobulinin kappa ve lambda hafif zincirleri oldugu
bulunmustur. Hafif fibrozis evresiyle karsilastirildiginda siroz grubunda bu piklerin
miktarinin artmis olmast Ward ve arkadaglarinin sonucu ile uyumlu olarak
diisiiniilebilir. Ancak bu sonucu dogrulamak i¢in HCC’li grubun da ¢alismaya dahil

edilmis olmas1 gerekmektedir. Ward ve arkadaglarinin ¢alismalarinda bu ¢alismadakine
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benzer sekilde IMAC30 c¢ipinin aktivasyonu igin bakir kullanmis olmasi bu araliktaki

proteinlerin aym proteinler oldugunu diisiindiirmektedir.

Istatistiksel olarak anlamli bulunan evreler arasi ayirt edici pik sayilari tek tek
incelendi8inde her iki ¢ip tiirii i¢in de SK-FO, FO-F1 karsilagtirmasinda ayirt edici pik
bulunamamastir. FO-F2 evreleri karsilastirmasinda ise yalmzca IMAC30 ¢ipi igin diisiik
lazer enerjisi protokolii ile elde edilen sonuglarda 5 tane ayirt edici pik bulunmus diger
protokollerde ve CMI10 ¢ipinde ayirt edici pik bulunamamistir. Bu sonucun
dogrulanabilmesi i¢in IMAC30 c¢alismasinda 7 olan F2 evresindeki hasta sayisinin
fazlalastirlmas1 ve 24 olan FO evresindeki hasta sayisina yakin olmasi giivenilirligi

arttiracaktir.

Hem IMAC hem de CMIO ¢ipi i¢in evrelerin tek tek karsilastirildigi analiz
sonuclarinda diisiik fibrozis evreleri arasinda istatistiksel olarak ayirt edici anlamli
protein piki bulunmazken siroz evresi hastalar i¢in F3 evresi dahil olmak {izere tiim

fibrozis evreleri arasinda ayirt edici anlamli pik bulunmustur.

Bu calismada tek tek farkli fibroz evreleri arasinda istatistiksel olarak ayirt edici
protein/peptit arastirilmas1 disginda karar agaci simflandirmasina olanak veren
“Biomarker Patterns Software” versiyon 5.0 (Ciphergen Biosystems) yazilimi ile analiz
hem IMAC30 hem de CM10 c¢ipi i¢in yapilmistir. Bu analiz sonucu hafif ve ileri evre
fibrozis gruplar i¢in aday, coklu biyolojik belirtegler bulunmustur. IMAC30 ¢ipi i¢in
olusturulan karar agaci1 0,98 AUROC degeri ile %83 duyarlilik ve %75 ozgiilliikk ile
%86 pozitif prediktif deger (ppv) ve %70 negatif prediktif deger (npv) vermistir. Bu
degerler olusturulan agacin giivenilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. IMAC 30
icin bulunan 5 ayirt edici pikin (m/z 3775.9, 4277.7, 4592.1, 8761.1 ve 8936.2) farkh
ifade miktar1 hafif ve ileri evre fibrozis gruplarim ayirt etmistir (Sekil 4.11.). Karar
agacinda ayirt edici olarak bulunan 4277,7 Da piki Cizelge 5.1.°de de gosterilen ve
hafif ve siddetli fibrozis i¢in Mann-Whitney U testi ile de ayirt edici bulunan piktir. Bu
pikin SK grubundan itibaren F4 evresine dogru gittikce azalan ifadesi Sekil 4.2.°de
gosterilmistir. CM10 i¢in olusturulan karar agacinda toplam 3 tane (m/z 11739, 10085,
15656) belirteg bulunmustur. Bu agag i¢in yapilan ROC analizi 0,92 AUROC degeri ile
%86 duyarlilik ve %66 0zgiillik degeri vermistir. Pozitif prediktif degeri %82 ve

negatif prediktif degeri %74 bulunmustur. IMAC30 i¢in olusturulan karar agacinin
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ozgiilligi (spesifite) CM10 i¢in olusturulan karar agacindan yiiksek bulunmustur. Her
iki aga¢ icin de bulunan ayirt edici piklerin farkli olmasi sasirtict degildir. Ciinkii
serumda bulunan farkli proteinler, ¢iplerin 6zelliklerine gore farkl ¢iplere baglanmistir.
Bu calismada bulunan ayirt edici piklerin tanimlanmasi yapilmamigtir. Tanmimlama
asamasinin uygulanmasi i¢in 6nerilen ikinci adim bu piklerin daha fazla sayida hasta ile
valide edilmesidir. Ancak her protein tek bir m/z degerine sahip oldugu icin proteinin
tanimlanmasi yapilmadan da bu proteinler hasta serumunda kesin olarak belirlenebilir.
Bu nedenle bundan sonraki en ©nemli asama bu belirteglerin valide edilmesi

asamasidir.

Bu calismada SELDI teknolojisinin karaciger fibrozisinin evrelendirilmesinde
uygulanabilir bir yontem oldugu gosterilmistir. Bu c¢alisma Tiirkiye’de SELDI
teknolojisi ile yapilan ilk ¢alismadir. Biyolojik belirte¢ arastirmalarinda 6n plana ¢ikan
ve biiyiik bir kolaylik saglayan SELDI teknolojisi ile karaciger hastaliklarinda yapilan
calismalar artmustir. Ancak bugiine kadar karaciger fibrozisinin evrelendirilmesi i¢in
yapilan ¢aligma sayisi, HCC grubunda yapilan ¢alisma sayisindan ¢ok daha azdir ve bu
calisma karaciger fibrozisinin evrelendirilmesi i¢in yapilan ¢alismalara destek verecek

niteliktedir.
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