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OZET

Kocak, E. CaCo2 Kolon Kanseri Hiicrelerinde Ultra Performasnh Sivi
Kromatografisi- Kiitle Spektroskopisi Bazhi Proteomik Calismalar, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya Program Doktora
Tezi, Ankara, 2017. Kanser gilinlimiiz diinyasinda teshis ve tedavisi en zor
hastaliklarin basinda gelmektedir. Yeni gelistirilen omik teknolojilerinden
proteomik caligmalar  Ozellikle kanser iizerine yapilan genomik ¢aligmalar
tamamlamakta ve kanseri protein seviyesinde inceleyerek kanser olusum
mekanizmalarinin  aydinlatilmasinda, hastaligin teshis ve tedavisinde klinik
caligmalara destek vermektedir. Bugiin diinyada sivi kromatografisi bazli proteomik
caligmalar nano sivi kromatografisi ile yapilmaktadir. Nano sivi kromatografisi
yiksek duyarlilik saglamasina karsin kontrol edilmesi oldukga gii¢ sistemlerdir. Bu
tez calismasi temel olarak iki kisimdan olusmaktadir; birinci kisimda nano sivi
kromatografisinin gosterdigi dezavantajlar1 ortadan kaldirarak daha giivenilir
sonuglar verebilen standart protein sigir serum albumin kullanilarak ultrabasingl
sivi kromatografik yontem gelistirilmesi ve valide edilmesi planlanmstir.
Gelistirilen ve valide edilen bu yontem kullanilarak CaCo2 kolon kanseri
hiicrelerinde bulunan protein ve peptitlerin nitel ve yari nicel analizleri yapilmstir.
Tez calismasinin ikinci kisminda bitkisel temelli hemostatik ajanin CaCo2 kolon
kanseri hiicreleri tizerindeki ¢ogalmay1 durdurucu etkileri gelistirilen ultra basingh
stvi kromatografisi ile birlikte kuadrupol ugus zamanl kiitle spektroskopisi yontemi
kullanilarak incelenmistir. Sonuglar Maxquant programi ile
degerlendirilmistir.Yapilan analizler sonucunda tez ¢alismasinin amaglar1 i¢inde
yer alan bitkisel temelli hemostatik ajanin CaCo2 kolon kanseri hiicreleri {izerinde
hangi yolaklar1 etkiledigi ve hangi Onemli kanser hedefleri iizerinde hiicre
proliferasyonu etki gosterdigi, bu etkiye karsi hiicrenin hangi savunma yolaklarini
kullandig1 ve bu ajana kars1 nasil direng gelistirdigi proteomik a¢idan incelenmistir.
Calismalarda bitkisel temelli hemostatik ajan kullanilmasi ile bir ¢ok proteinin

azalarak ve cogalarak etkilendigi ve miktarinin degistigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Proteomik, Ultra basingli sivi kromatografisi, Kiitle

spektroskopisi, Hemostatik ajan
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ABSTRACT

Kocak, E.Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy
Based Proteomics Studies on CaCo2 Colon Cancer Cells, Hacettepe University
Health Sciences Institute Analytical Chemistry Program Doctor of Philosophy,
Ankara, 2017. Cancer is the one of the most difficult disease to detect and treat. By
omic technologies it has been analyzed at molecular level about cancer. Among the
omic technologies Proteomic, has been studied intensively worldwide, is a
interdisciplinary area. Especially proteomics studies, which investigate about
cancer at protein level, provide more information to support genomics results and
clinic studies for cancer progression, detection and treatment. Liquid
chromatography based proteomics researches have been making by using nano
liquid chromatography. Although it gives more sensitivity, it has some drawbacks
and is very difficult to control. In this thesis there are two man objectives. Firstly it
has been tried to develop new ultra pressure liquid chromatography method to
correct the drawbacks of nano liquid chromatography and to get reliable results.
Bovine serum albumin was used as a standard protein to develop new analytical
method and insight of the bovine serum albumin results CaCo2 colon cancer cell
line was investigated. In second part of thesis effect of plat based hemostatic agent
on colon cancer was investigated with new developed analytical method. Ultra
pressure liquid chromatography was followed quadruple time of flight mass
spectrometry. Mass spectroscopy results were evaluated with Maxquant. It was
evaluated cancer targets and cancer pathways that are affected by hemostatic agent

in colon cancer cells.

Key Words : Cancer, Hemostatic agent, Proteomic, Mass spectroscopy, Maxquant
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SIMGELER VE KISALTMALAR

2-D jel elektroforez  : iki boyutlu jel elektroforez

Arg : Arjinin

Da : Dalton

DC : Deterjan uyumlu

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DTT : Dithiothreitol

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

ESI : Elektrosprey iyonlagma kaynagi
HPLC : Yiiksek basingli s1vi kromatografisi
LC : Stv1 kromatografisi

Lys : Lizin

m/z : Kiitle/ytik

MALDI : Matriks yardimli lazer desorpsiyon iyonlastirma
MS : Kiitle spektroskopisi

MS/MS : Tandem MS spektrumu

NMR : Niikleer manyetik rezonans

Q : Kuadrupol

RNA : Ribo Niikleik asit

SDS : Sodyumdodesil siilfat

TOF : Ugus zamanl kiitle analizorii

UPLC : Ultra basingl s1vi kromatografisi

Xii
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Kromatografisi tiirleri, kolon i¢ ¢aplar1 ve akis hizlari

Hiicre kiiltiirii igerisinde kullanilan kimyasallar.

Proteomik deneyleri kapsaminda kullanilan kimyasallar
Proteomik calismalarda kullanilan cihazlar

Proteomik deneyleri kapsaminda kullanilan programlar

Gradient sistemi 1

Gradient sistemi 2

Elektrosprey iyonizasyon parametreleri

MS parametleri

MS/MS parametreleri

CaCo2 Hiicre proteinlerinin analizi i¢in kullanilan gradient sistemi
0.5, 1,5, 10, 20 pg sigir serum albiimine ait peptit sayilari ve
tanimlanabilen protein ylizdesi
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1. GIRIS

1860’11 yillarda Mendel ile baslayan genetik bilimi organizmalarin sahip
olduklar1 karakterlerin gen adi verilen birimler tarafindan belirlendigini
kesfetmistir. Gen kromozom igerisinde kromozomun belirli bir kismini olusturan
niikleik asit dizisidir. Bir kromozom igerisinde ¢ok fazla sayida gen mevcuttur.
Genler igerdikleri sifreler araciligi ile viicut icerisindeki her siiregte etkin
durumdadirlar. Bazi genler viicut i¢in gerekli, kimyasallarin olusumunda gorev
alirken bazi genler siireclerde diizenleyici olarak goérev yapmaktadirlar. Genler
organizmanin ydnetici molekiilleridir ve organizmanin 6zelliklerini, organizma
icerisinde hangi olaylarin gergeklestigini ve organizmanin hastaliklarda dahil olmak
iizere hangi kosulda nasil egilim gdstereceklerini belirlemektedirler.

Organizma igerisinde bulunan biitiin genlerin olusturdugu genom yapisinin
aydinlatilmasi i¢in yapilan ¢aligmalar genomik olarak adlandirilmaktadir. Modern
genomik caligmalar ise 1953 yilinda DNA nin molekiiler yapisinin aydinlatilmasi
hakkinda yayimlanan caligmalar ile baslamistir. 1990’11 yillarda ¢alismalar insan
genom projesi ad1 altinda DNA igerisinde bulunan biitiin genlerin tanimlanmasi ve
hastaliklarda etkinliklerin belirlenmesi olarak hedeflenmistir (1).

Insan genom projesi igerisinde baslayan calismalar amaglar dogrultusunda
devam etmistir. Kromozomlar icerisindeki genler tayin edilmeye, genlerin
organizmaya sagladigi egilimler belirlenmeye, genlerin birbirleriyle ve ¢evre ile
olan etkilesimleri aydinlatilmaya calisilmistir. Proje sonucunda elde edilen
bilgilerden veri bankalar1 olusturularak sistematik bir sekilde kullanima agilmistir
(2).

Genom projesinin 2003 yili itibariyle sonu¢lanmasindan sonra hiicrelerin
icerisinde gerceklesen biyolojik siireclerin tamamiyla anlagilabilecegi buna bagl
olarak hastaliklar1 meydana getiren mekanizmalarin aydinlatilabilecegi beklentileri
tam olarak cevaplanamamistir. Genlerin birden fazla proteinin translasyonunda
bulunmasi ve genlerden bagimsiz olarak meydana gelen modifikasyonlarin
hastaliklarda ¢ok etkin olmasi nedeniyle hastaliklarin tedavi ve teshisinde genomik
caligmalarin yeterli olmadig1 gercegi ile karsilagilmistir (3, 4).

Genomik calismalarda yasanan bu gelismelerle birlikte genomik sonrasi

calismalar (postgenomik caligmalar) hiicre biyolojisi icerisinde daha ¢ok Onem



kazanmaya baslamistir. Postgenomik ¢alismalar baslica iki isim altinda proteomik
ve metabolomik olarak belirtilmistir. Hiicre igerisinde gergeklesen olaylar protein
ve metabolit diizeyinde incelenerek genomik veriler daha anlamli bir sekilde
degerlendirilmeye baslanmistir. Genomik calismalarca saptanan organizma
icerisindeki egilimlerin ne Olclide gergeklesebildigi ve sonuglari postgenomik
caligmalarla incelenmektedir. Yani genomik caligmalar organizma igerisinde neler
olabilecegini arastirirken post genomik ¢alismalar ne oldugunu gdstermektedir.

Proteom s6zciigii bir organizma, doku veya hiicrenin belirli bir zaman
icerisinde genler tarafindan kodlanmis biitiin proteinlerini igermektedir. Bir
organizma igerisinde degisik bolgelerde bulunan hiicreler farkli proteom yapisina
sahip olmasi, her bir hiicrenin farkli evrelerinde farkli proteom ifadelerine sahip
olmast ve proteom igerisinde bulunan proteinlerin dis uyaricilarin etkisiyle
meydana gelen modifikasyonlar1 ve ii¢ boyutlu yap1 degisimleri bunlara bagh
olarak degisen aktiviteleri gbz Oniine alindig1 zaman proteom analizlerinin genomik
analizlere gore olduk¢ca kompleks ve zor oldugu anlasilmaktadir. Proteom
analizlerine proteomik denilmektedir. Proteomik caligsmalar belirli bir zaman ve
kosul altinda protein miktarlari, yapilari, aktiviteleri, etkilesimleri, ugradiklar
modifikasyonlar1 igermektedir.

Proteomik c¢alismalar gilinlimiizde ¢ok farkli alanlarda devam etmektedir.
Bu alanlarin basinda ise diinya genelinde ¢ok yaygin olan ve etkili bir tedavi
yontemi bulunmayan kanser gelmektedir. Kanser ¢ok farkl tiirlere sahip son derece
Oliimciil bir hastaliktir. Kolon kanseri yer yliziinde en sik karsilasilan kanser
tirlerinden biridir. Giiniimiizde kolon kanserine yonelik proteomik ¢aligmalar
biyobelirteglerin  kesfi, yeni ilag veya kiirlerin etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda kullanilmaktadir. Ozellikle bitkisel temelli iiriinlerin giderek
daha yaygin kullanilmasiyla proteomik calismalar bitkisel iirlinlerin kolon kanseri
iizerindeki etki mekanizmalarinin aydinlatilmasinda siklikla kullanilmaktadir.
Hemostatik ajan (kanama durdurucu) olarak kullanilan bitkisel temelli iiriinler ise
giderek daha popiiler olmaktadir. Kanama durdurucu bu {irlinlerin yan etkilerinin
diisik olmast ve kanser iizerinde farkli etki mekanizmalarina sahip olmalar
nedeniyle degisik kanser tiirlerinde alternatif tedavi modelleri olarak

goriilmektedirler.



Proteomik c¢alismalarda organizma igerisinde bulunan proteinlerin
biyoanalitik metotlarla analiz edilmesi en 6nemli kisimdir. Bu kisimda elde
edilecek verinin kalitesi ve miktar1 proteomik calismalarin verimini ve kalitesini
belirleyen en 6nemli etkendir. Gelisen teknoloji ile birlikte kiitle analizorlerinin
yiiksek ayiricilik ve dogrulukla analiz yapabilmesi ile birlikte kiitle spektrometrisi
bazli proteomik caligmalar stk  bir sekilde kullanilmaktadir.  Kiitle
spektrometrisindeki gelismelere ragmen kompleks protein karsimlari g6z Oniine
alindiginda sistemin yiiksek ayiricilik saglayan bir ayirma sistemine gerek oldugu
gorlilmiistiir. Kromatografik sistemler gelisen pompa ve kolon teknolojisi ile
birlikte bu ihtiyaca cevap verecek diizeye ulasmistir. Ozellikle sivi
kromatografisinin elektrosprey iyonlasma kaynagi araylizeyi ile birlikte kiitle
analizoriine baglanmasiyla kompleks proteom yapisi bir kag saat igerisinde analiz
edilebilir hale gelmistir.

Son yillarda proteomik analizlerin nano sivi kromatografisi (Nano LC)
yontemi ile oldukga sik yapildig1 kaynaklarda goriilmektedir (5). Nano LC yontemi
yiiksek duyarlilik saglamasina karsin ¢alisilmasi oldukea giic sistemlerdir. Ozellikle
saglamlik ve tekraredilebilirlik parametreleri nano LC’nin en ¢ok zorlandigi
kisimlardir. Ayrica nano LC sistemleri ve buna uygun nano elektrosprey iyonlasma
kaynaklar1 normal yiliksek basingli sivi kromagrafisine ve iyonlagsma kaynaklarina
gore oldukca pahali oldugu i¢in bir ¢ok laboratuvarda bulunmamaktadir.

Bu tezin amaci standart protein olan sigir serum albiimin kullanilarak kiitle
spektrometresi ile ultra basingli sivi kromatografisi yonteminin gelistirilmesi ve
valide edilmesi daha sonra gelistirilen ve valide edilen bu yontemin bitkisel temelli
hemostatik ajan ilave edilmis CaCo2 kolon kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerinin
proteomik ¢aligmalarla nitel ve yari nicel analizlerle saptanmasidir.

Proteomik calismalar, CaCo2 kolon kanseri hiicresinin elde edilmesi ve
hazirlanmasi, 6rneklerden elde edilen proteinlerin biyoanalitik yontemlerle analizi,
elde edilen sonuglarin biyoinformatik sistemlerle protein boyutuna getirilmesi,
sonuclarin istatistiksel olarak incelenmesi ve son olarak elde edilen sonuglarin
hiicre biyolojisi i¢erisinde degerlendirilmesi planlanmaistir.

Gelistirilen bu analitik yontem ile birlikte elde edilen veriler biyoinformatik

sistemlerle uyumlu bir sekilde analiz edilmistir. Standart protein analizinden elde



edilen sonuglar 1s18inda CaCo2 kolon kanseri hiicre hattina ait proteom yapisi
analiz edilmeye c¢alisilmistir. Elde edilen veriler gen ontoloji analizinde
degerlendirilmistir bu sayede sistemin verimi incelenmistir.

Gelistirilen yontem ile bitkisel temelli hemostatik ajanin CaCo2 kolon
kanseri hiicreleri iizerinde hangi yolaklar1 etkiledigi ve hangi 6nemli kanser
hedefleri iizerinde antikanserojen etki gosterdigi proteomik agidan incelenmistir.
Yapilan calismalarda hemostatik ajanin antikanserojen etkisine karsi hiicrenin
hangi savunma yolaklarim1 kullandigi ve bitkisel karigima karsi nasil direng
gelistirmeye ¢alistig1 saptanilmaya c¢alisilmistir. Caligmalarda hemostatik ajanin bir
cok kanser hedefi iizerinde etkin oldugu ve klinik anlamda 6nemli baz1 proteinleri
inhibe ettigi gozlenmeye calisilmistir. Bu sonuglar hemostatik ajanin hem tek
basina hemde mevcut kanser terapilerinde yardimci olarak kullanilabilecegini

gosterilmeye ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Protein

Proteinler ilk defa 19. yiizyilda Jacob Berzelius tararafindan kesfedilmistir
(6). Proteinler 20 farkli aminoasidin peptit baglar1 ile birbirine baglanmasiyla
olusan biiyiikk organik molekiillerdir. Peptit bagi bir aminoasidin karboksi
grubundaki karbon atomuyla diger aminoasidin amino grubundaki azot arasinda
olusmaktadir (Sekil 2.1.). 1ki aminoasidin peptit bag1 ile birbirine baglanmasi
stirasinda yan {riin olarak su olusur. Peptit bagi C-N bagindan kisa, C=N bagindan
uzun oldugu i¢in kismen ¢ift bag olarak nitelendirilir ve bu 6zelliginden dolay1 rijit
ve diizlemsel bir yapiya sahiptir. Amino asitlerin peptit baglariyla birlesmesinden
olusan yapiya peptit denilmektedir. Peptitlerin birlesmesi ile birlikte polipeptit
yapilar1 meydana gelmektedir. Polipeptitler birleserek proteinleri olusturmaktadir
(7).

Proteinlerin olusumunda birbirini takip eden dort temel yap1 mevcuttur. Ilk
olarak aminoasitler peptit baglartyla diizlemsel olarak birincil yapiyr (primer)
olusturur. Ikincil yapilar (sekonder) ise birincil yapilarin biikiilmesi ile birlikte
olusan alfa sarmal ve beta yaprak yapilaridir. ikincil yapilarda meydana gelen alfa
sarmal ve beta yaprak yapilarinin kendilerine has katlanmalar1 ile birlikte {igiinciil
yapilart (tersiyer) meydana gelmektedir. Proteinlerin {icilinciil yapilarinin
olusumunda hidrojen baglari, distilfit baglar1 ve tuz kopriileri yer almaktadir.
Proteinler islevlerini iigiinciil yapilar olustuktan sonra kazanmaktadirlar. Ugiinciil
yap1 olusumu ile birlikte proteinler biyolojik siire¢lerde rol almaktadirlar. Ayrica
proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonlar: {i¢iinciil yapilar olustuktan sonra
meydana gelmektedir. Dordiinciil (Kuaterner) yapida ise birkag protein veya
polipeptit 6zel bir geometri meydana getirecek sekilde birleserek bir yigin
olusturmaktadirlar (Sekil 2.2.) (8).

Proteinler hiicre icerisinde bir ¢ok dnemli molekiiler fonksiyona sahiptir ve
bir ¢ok biyolojik siirecte gérev yapmaktadirlar. Proteinlerin en 6nemli gorevi yap1
tas1 olarak hiicre ve hiicre i¢i bilesenlerin iskeletini olusturmaktir. Proteinlerin
bilinen bir diger 6nemli gorevi ise hiicre icerisinde gergeklesen kimyasal olaylari

hizlandiran enzim islevi gormeleridir. Ayrica proteinler hiicre sinyallemesi ve



sinyal aktariminda da gorev almaktadirlar. Hiicre i¢i veya hiicre dis1 sinyal
aktariminda gorev alarak organizma igerisindeki biyokimyasal siireclere etki

etmektedirler. Bu tarz proteinlere en 6nemli 6rnek antikorlardir (9).
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2.2. Proteinlerin Hiicre I¢erisinde Biyosentezi

Crick ve arkadaglar1 1958 yilinda molekiiler biyolojinin temellerini atarken
protein sentezinin hiicre icerisinde mevcut durumda bulunan genetik koda baglh
oldugunu kesfetmislerdir. Proteinlerin hiicre igerisinde meydana gelmesi genetik
bilginin depolandig1 DNA ile baglamaktadir. Genler, yani genetik kodlar proteinlere
karsilik gelen DNA dizileridirler. Protein sentezinde ilk olarak sentezlenecek
protein dizisine karsilik gelen mesajct RNA (mRNA) transkripsiyonu (yazilimi)
DNA tarafindan ger¢eklesmektedir. mRNA, protein dizisine karsilik gelen
kodlayici bilgiyi tastyarak ribozomlarda translasyon (c¢evirim) siireci sonrasinda
proteinleri meydana getirmektedir (10) (Sekil 2.3.). Proteinlerin translasyonu
tamamen gen bazli bir siire¢ olarak devam etmektedir ancak protein translasyonu
sonucunda olugan proteinin modifikasyona ugramasi genlerden bagimsiz isleyen bir

siirectir.
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Sekil 2.3. Proteinlerin hiicre icerisinde biyosentezi
2.3. Proteom ve Proteomik

Proteom tanimm ilk olarak 1994 yilinda Marc Wilkins tarafindan
kullanilmigtir. Proteom genom tarafindan kodlanan proteinleri tanimlamaktadir

(11). Proteom hiicreden hiicreye ve ayni hiicre icerisinde iki farkli zaman diliminde



ve farkli kosullarda degisim gosteren son derece dinamik yapilardir.

Proteinler hiicre, doku ve organizmalarda temel yap1 taglaridir ve
organizmanin fenotipinin belirlenmesinde 6énemli bir parametredir. Organizmalar
ayni genom yapisina sahip olsa bile farkli proteom yapilar1 olabilir ve farkli
fenotiplere sahip olabilir. Bunun i¢in tirtil ile kelebek 6rnegi verilebilir. Bu iki canli
ayni genotipe sahip olmalarina karsin fenotipleri birbirlerinden farkhidir. Bu
farklilik sonucunda farkli morfolojilere ve 6zelliklere sahiptirler.

Genom ile proteom arasindaki iligki uzun yillardir arastirilan bir konudur.
Bu konuda ilk ortaya atilan hipotez tek gen tek protein hipotezi olmustur ancak
insan genom projesinden elde edilen sonuglarla birlikte bu hipotez zarla cevrili
cekirdegi ve organelleri olan Okaryot hiicreler i¢in terk edilmistir ve bir genin
birden fazla protein translasyonunda gorev aldigi hipotezi gelistirilmistir. Karigik
biyolojik siire¢ igerisinde bir gen birden fazla alternatif kodlamalar ile birlikte
birden fazla mesajc1 RNA {iretimi yapabilmektedir ayrica protein translasyonu
sonrasinda meydana gelen modifikasyonlar nedeniyle organizma igerisinde bulunan
protein sayisi gen sayisina oranla ¢ok fazladir (12). 2003 yilinda tamamlanan insan
genom projesi ile elde edilen bilgilerde insan genomu 24 kromozom igerisinde
yaklagik 2.85 milyar niikleotid igermektedir ve yaklasik olarak 20000-25000 gen
bulundugu kesfedilmistir (13). Bununla birlikte kodlanan protein sayist 100000
iken  yaklagik 200 farkli modifikasyona ugrayabilmesi ile birlikte analiz
edilebilecek proteom ¢ok kompleks bir yapi halini almistir. Bu yap1 igerisinde
yaklagik olarak 500000 protein oldugu diistiniilmektedir. Ayrica bu kompleks yap1
icerisinde proteinlerin birbirleri ile olan etkilesimleri ve birden c¢ok biyolojik
stirecte rol alabilmeleri goz oniline alindiginda proteom igerisinde analiz yapmak
oldukga gii¢ olmaktadir (14).

Proteomik, proteom igerisinde bulunan proteinlerin analizi olarak
tanimlanmaktadir (15). Proteomik ¢aligmalar genomik c¢alismalarin devami olarak
nitelendirilmektedir. Proteomik c¢alismalar i¢in genomik sonrasi (postgenomik)
caligmalar denilmektedir. Genomik c¢aligmalar kalitsal olarak gelen egilimleri
tanimlarken proteomik c¢alismalar meydana gelen sonucu incelemektedir boylece
iki analiz birbirini tamamlamaktadir. Proteomik kavrami son derece genis bir

kavramdir ve proteinlerin tanimlanmasi, nicel analizleri, hiicre icerisindeki yerleri,



yapilari, diger proteinlerle etkilesimleri, modifikasyonlar1 ile ilgili ¢aligmalarini

icermektedir (10).
2.4. Proteomik Yaklasimlari

Calisilacak Ornegin durumu ve eldeki sartlara gore degisik proteomik
yontemler gelistirilebilir (4, 16). Niikleer manyetik rezonans spektroskopi (NMR)
yontemi tarama (array) bazli sistemler proteinlerin yari1 nicel analizlerinde
kullanilmaktadir (17). Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte yiiksek ayiracilik ve
dogruluga sahip kiitle spektroskopisi bazli yontemler proteomik ¢aligsmalarda en sik
kullanilan sistem haline gelmistir.

Kiitle spektroskopisi bazli proteomik ¢alismalar yukaridan asagi (top down)
ve asagidan yukari (bottom up) olmak {izere iki farkli alanda devam etmektedir

(18, 19).
2.5.Yukaridan Asag: (Top Down) Yaklasim

Yukaridan asagi yaklasiminda hiicre, doku veya viicut sivilarindan izole
edilen proteinler kromatografik yontemlerle veya iki boyutlu jel elektroforez
yontemi ile daha basit ve analiz edilebilir hale getirildikten sonra kiitle
spektrometrisinde analizi gergeklestirilmektedir (20). Bu yaklagim igerisinde
proteinler direk olarak analiz edilmekte herhangi bir parcalama islemi
yapilmamaktadir. Kromatografik veya jel bazli sistemlerle analiz sonrasi kiitle
spektroskopisine gelen proteinler direk olarak burada iyonlastirilarak analiz
edilmektedirler (Sekil 2.4.). Yukaridan asagi yaklagiminin en 6nemli {stlinligi
proteinin direk olarak kiitle spektroskopisinde analiz edilmesiyle birlikte madde
kaybinin az olmasi ve protein dizisinin %100 oraninda analiz edilmesidir. Ayrica
proteinler lizerinde meydana gelen translasyon sonrasi modifikasyonlar yine bu
yaklagim igerisinde yiiksek dogrulukla analiz edilebilmektedir (21, 22). Yukaridan
asagl proteomik c¢aligsmalar izole edilmis tek bir protein i¢in veya basit protein
karigimlart i¢in ¢ok iyi sonuglar verse de konu karmasik proteomlar oldugunda ayni
basarty1 gosterememektedir. Yukaridan asagi yaklasimi ile karmasik proteom

yapisinin ¢ok kiigiik bir kismi aydinlatiimaktadir (23).
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Sekil 2.4. Bottom up ve Top down proteomik ¢alismalar

2.6. Asagidan Yukar (Bottom Up) Yaklasim

Asagidan yukar1 yaklasimi proteomik alaninda modern kiitle spektroskopisi
bazli calismalarda kullanilan diger yontemdir. Proteinler kiitle spektroskopisi
analizinden Once proteolitik enzimlerle kiiglik peptitlere par¢alanmaktadirlar (24).
Proteinlerin parcalanmasi ile olusan peptit karisimlari ayirma teknikleri ile daha
basit hale getirildikten sonra kiitle spektroskopisi ile analiz edilerek peptit
profillemesi yapilmakta daha sonra buna bagli olarak protein profillemesi
yapilmaktadir (Sekil 2.4.). Asagidan yukari yaklagimi genel olarak iki farkl
deneysel sistem iizerinden ilerlemektedir. Bu sistemlerden birincisi iki boyutlu jel
elektroforez  (2-D jel elektroforez) sistemidir. Bu sistem yaklagik 30 yildir
kullanilmaktadir (25). Bu sistemde biyolojik Orneklerden elde edilen proteom
icerisindeki proteinler jel bazli iki farkli ayirma teknigi ile analiz edilebilir hale
getirilmektedir. Bu ayirim sonrasinda proteinler peptitlerine parcalanarak kiitle
spektrometresinde analiz edilmektedir. 2-D jel elektroforez sisteminde proteinler ilk
olarak jel bazli izoeletrik odaklama yontemi ile izoelektrik noktalarmma gore
ayrilmaktadir. Bu ayirim pH gradienti igerisinde elektriksel alan varliginda

yapilmaktadir ve proteinler seritlerin iizerinde izoelektrik noktalarmma gore
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dagilmaktadirlar. Seritler {izerinde izoelektrik noktalarina gore ayrimi gerceklesen
proteinler molekiil agirliklarima gore ayrildiklart sodyum dodesil siilfat
poliakrilamit jel elektroforez (SDS-PAGE) ile yeniden farkli bir ayirima
ugramaktadir. Bu basamakta yine elektriksel alan varliginda proteinler hareket
ettirilmekte ve jel igerisinde molekiil biiyiikliikklerine gore ayrilmaktadir. Protein
karigimlar1 2 boyutlu bu sistemde ayrildiktan sonra elde edilen jeller goriintiileme
cihazlarinda incelenmektedir (Sekil 2.5.). Jel goriintilleme cihazinda belirlenen
protein spotlar1 kesilerek ve peptitlerine pargalanarak kiitle spektrometresinde
analiz edilmektedirler. Bu sisteme uygun olarak matriks yardimli lazer desorpsiyon
iyonlastirma ydntemi (MALDI) kullanilmaktadir (26). 2-D jel elektroforez bazli
sistemlerin en 6nemli avantaj1 proteinlerin spotlardan tek tek kesilerek kompleks
karisimdan izole edilmesi ve kiitle spektroskopisinde analiz edilmesi ile yiiksek
dogrulukta ve tekrar edilebilirlikte nitel analiz yapilabilmesidir.

2-D jel elektroforez sistemi bazi dezavantajlara sahiptir. Proteinlerin kiitle
spektroskopisi ile analizi Oncesinde bir ¢ok basamaktan ge¢mekte ve bununla
birlikte yliksek miktarda 6rnek kaybi yasanmaktadir. Jel goriintiileme ve spotlarinin
kesimi ile ilgili teknolojilerinin istenilen diizeye gelemedigi icin sadece miktari
fazla yani spot yogunlugu yiiksek olan proteinler belirlenip analiz edilebilmektedir.
2-D jel elektroforez sistemi ile karisik hiicre proteomunun sadece ¢ok kiiclik bir
pargast analiz edilebilmektedir. Bu yontem ile yapilan analizler ¢ok pahali ve uzun
stirmektedir (27).

izoelektrik noktalarina gére ayrim

ol
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Molekiler agirliklarina gére ayrim

Sekil 2.5. Iki boyutlu jel elektroforez uygulamasi sonucu goriintiileme cihazinda

elde edilen protein dagilimi ( Bio-rad uygulamalari)
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Hiicre proteomu son derece karmasik bir yap1 oldugundan yapi igerisinde
bir ka¢ proteinin analizini yapip biitiin bir proteom hakkinda yorum yapmak
neredeyse imkansizdir. Gelistirilen jel bazl sistemler izole proteinlerinin analizinde
iyl sonuglar verse bile proteom diizeyinde verdikleri bilgiler son derece sinirl
olmaktadir. Bu nedenle zaman igerisinde gelisen analitik teknikler ve
biyoinformatik sistemler kullanilarak kromatografik bazli proteomik c¢aligsmalar
gelistirilmistir. Bu sistemlerin gelismesinde Fenn ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismalar giliniimiiz calismalarin temellerini atmis ve elektrosprey iyonlasma
kaynagini kullanarak sivi kromatografisi ile kiitle spektrometresi arasinda
elekrosprey  iyonizasyonu ile  biiylik = biyomolekiillerin  analizlerini
gergeklestirmislerdir. Bu sistemin gelistirilmesi ile birlikte protein analizleri
yapilabilir hale gelmistir. John Bennett Fenn bu caligmalarla elektrosprey
iyonlagma kaynagi alaninda yaptig1 katkilardan dolay1 2002 yilinda Nobel 6diiliinii
kazanmstir (28), (29).

Kromatografik bazli proteomik ¢aligmalarda kompleks protein karisimlari,
jelsiz izoelektrik odaklama veya SDS-PAGE gibi baz1 fraksiyonlama iglemi
sonrasinda veya direkt olarak hi¢ bir fraksiyonlama islemi yapmadan gerekli
proteolitik enzimler yardimi ile peptitlerine parcalanmaktadirlar (30-35). Olusan
peptit karigimi  ise sivi  kromatografisi (LC) yontemi ile ayrilip kiitle
spektroskopisinde analiz edilmektedir. Peptit karisimlarimin LC yontemi ile
analizleri tek boyutta oldugu gibi (36-38) bazende iki boyutta (LC/LC)
olabilmektedir (39-41). Bu sistemin en Onemli avantaji karisik hiicre proteomu
icerisinde yiizlerce proteinin analiz edilebilmesidir. Yapilan ¢alismalarda tek bir
enjeksiyonda 500 ile 1000 arasinda protein analiz edilebilmektedir (42). Ayrica sivi
kromatografisi ve kiitle analizorliniin sagladig1 yiiksek hassasiyet nedeniyle eser
miktarda bulunan proteinlerde analiz edilmektedir. Sistemin bir diger avantaj1 ise 2-
D jel bazli proteomik yontemlere gore daha az deneysel basamaga sahip olmas1 ve
daha kisa stirmesidir.

Asagidan yukar1 yaklagimi giiniimiizde proteomik calismalarda daha c¢ok
tercih edilmektedir. Bu tercihin en onemli sebebi yukaridan asagi yaklagiminin
karisik proteom analizlerinde 1iyi sonuglar vermemesi ve kiitle spektrometrisi

icerisinde analizi yapilacak olan proteinlerin iyonlagsmalarinin peptit diizeyinde
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yapilan ¢alismalara oranla olduk¢a zor olmasidir. Ozellikle sivi kromatografisi
bazli sistemlerin proteomik caligmalarda kullanimiyla birlikte proteomik
calismalarda asagidan yukari yaklagimi hizli ve maksimum bilgi verebilen sistem

haline gelmistir (43, 44).

2.6.1. Bottom Up (Asagidan Yukari) Yontemi ile Yapilan Proteomik

Cahismalar

Asagidan yukar1 proteomik caligmalar birbiri ile devamli iligki igerisinde
bulunan 3 ana baslikta gerceklesmektedir. En temel proteomik analiz; hiicre, doku
veya viicut stvist gibi biyolojik 6rneklerden elde edilen 6rneklerin iki farkl kosul
altinda protein miktarinin (ekspresyonunun) yari-nicel olarak belirlenmesidir. Bu
calismalara kiyaslamali proteomik caligsmalar denilmektedir. Organizmalara ait
proteomlarin organizmanin yasam dongiisiinde ya da farkli kosullarda nasil
degistigini inceleyen proteomik alanidir. Bu alan igerisinde proteomda yasam
dongiisii igerisinde degisen morfoloji ve proteom degisiklerinin incelenmesi,
hastaliklarin =~ olusum  dongiilerinin =~ degerlendirilmesi ve bu  siirecte
gozlemlenebilecek biyobelirteglerin  belirlenmesi, hastalik iizerinde tedavi
siireglerinin protein seviyesinde izlenmesi, yeni ila¢ etken molekiillerinin
hastaliklar {izerindeki etkisinin incelenmesi gibi caligmalar bulunmaktadir (25, 37,
45-50).

Yapisal proteomik ¢alismalart proteinlerin 3  boyutlu yapilarinin
aydinlatilmas1 ve proteinler {izerinde meydana gelen translasyon sonrasi
modifikasyonlarin belirlenmesini kapsamaktadir. Bugiin bir ¢cok énemli hastaligin
protein modifikasyonlarindan ve proteinlerin 3 boyutlu yapilarinda bulunan
noksanliklardan kaynaklandig: bilinmektedir. Bu hastaliklara ait ila¢ molekiillerinin
gelistirilmesi yine yapisal proteomik sonuglarina bagli olmaktadir. Asagidan yukari
caligmalarda proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin aydinlatilmasinda
doteryum/hidrojen degisimi ve farkli isaretleme metotlar1 kullanilmaktadir (51).
Yapisal proteomik alaninda asagidan yukar ile caligmalar yapilmaktaysa da bu
alanda en iyi sonucu NMR bazli proteomik c¢alismalar ve yukaridan asagi
proteomik c¢alismalar vermektedir (52-57).

Islevsel proteomik calismalar proteinlerin hiicre igerisindeki gorevlerinin
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belirlenmesi ve hiicre igerisinde gergeklesen olaylarin molekiiler seviyede
incelenerek mekanizmalarinin ¢oziilmesi ile ugragsmaktadir. Bu ¢alismalarda hiicre
icerisinde bulunan proteinlerin gorevleri belirlenirken bu proteinlerin diger
proteinlerle olan etkilesimleri incelenmektedir. Afinite bazli sistemlerin gelismesi
ile birlikte etkilesim halindeki proteinler sistemden izole edilmektedir. Sonrasinda
ise analizleri yapilmaktadir. Kompleks proteom yapisi diisiiniildiigiinde ise bu

calismalarin ¢cok kolay olmadigi goriilmektedir (38, 58-60).

2.7. Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi (LC/MS) Bazh Asagidan

Yukari Proteomik Calismalar

LC/MS proteomik caligmalar 2000’li yillarin basinda ilk defa kompleks
proteom yapilart i¢in kullanilmistir (61, 62). Gelisen biyoinformatik sistemler ve
analitik yontemlerle LC/MS proteomik analizleri konusunda her yil daha ¢ok
caligsma yapilmaktadir.

LC/MS proteomik calismalari diger omik (genomik, transkriptomik ve
metabolomik) calismalar gibi disiplinler aras1 bir alandir. Analizlerin kalitesi bir
cok deneysel basamagin uyumlu ve birbirini destekleyici sekilde c¢alismasina
baglhidir. Proteinlerin LC/MS bazli asagidan yukari proteomik calismalarda
analizleri birbirini takip eden 3 basamaktan meydana gelmektedir. Bu deneysel
basamaklar;

1) Ornek hazirlama,

2) LC/MS ile peptitlerin analizi,

3) LC/MS verilerinin biyoinformatik sistemlerle degerlendirilmesidir.
2.7.1. Ornek Hazirlama

Proteomik caligmalarin kalitesini belirlerleyen en 6nemli basamak 6rnek
hazirlama basamagidir. Proteomik calismalar hiicre, doku, viicut sivilart gibi ¢ok
karistk ortamlarda gergeklestirilmektedir. Bu ortamlarda yapilan proteomik
calismalarda binlerce protein bulunmaktadir ve bu proteinlerin derisimleri
arasindaki fark bazi durumlarda 10® mertebesine kadar ulasmaktadir (63). Ornek
hazirlama basamaginda bir ¢ok protein kaybedilmektedir. Bunun 6niine gegebilmek

icin miimkiin oldugunca az basamaga sahip deneysel prosediirler ve 6rnek tiiriine
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en uygun kimyasal maddeler secilmelidir. Ayrica kontaminasyona kars1 6zel bir
dikkat gosterilmelidir. Ozellikle hiicre biyolojisinde kullanilan bir ¢ok kimyasal
maddenin proteinlerden uzaklastirilmas1 ve disardan gelebilecek keratin gibi
proteinlerin kirlilik olmamasi igin biiyiik bir dikkat gdsterilmelidir (64).

Ornek hazirlama islemi hiicrelerden lizatlarin hazirlanmasi, dokularin
homojenizasyonu ve viicut sivilarinin hazir hale getirilmesi ile baslamaktadir.
Hiicre icerisinde bulunan proteinlerin analiz edilebilmeleri i¢in yapilarmi
koruyabilecekleri bir ortam igerisinde bulunmalar1 gerekmektedir (65). Hiicreler
icin bu ortamin yaratilmasi fiziksel ve hassas liziz teknikleri ile yapilabilmektedir.
Fiziksel liziz sistemlerinde sonikasyon, french press ile ezme, numune 6giitme kiti
kullanim1 ve c¢esitli ajanlarla birlikte vorteks kullanimi gibi degisik yontemler
kullanilmaktadir (66). Hassas liziz teknikleri ise osmotik liziz, tekrarli dondurma -
¢ozme, deterjan kullanilmasi ve enzimatik liziz olarak siniflandirilmaktadir (67).
Hiicrelerin yapilariin bozulup pargalanmasi ile birlikte olusan yapiya lizat
denilmektedir.

Lizatlarin hazirlanmasindan sonra diger basamak proteinleri kimyasal veya
fiziksel olarak bagli olduklar1 diger biyomolekiillerden ayirma iglemidir (68). Bazi
durumlarda fiziksel ve kimyasal etkilesimler proteinlerin ayrilmasini ve analizini
inhibe edebilmektedir. Bunlara en giizel 6rnek lipidlere bagli durumda bulunan
membran proteinleri ve DNA’ya karst yiiksek afiniteye sahip transkripsiyon
faktorleri proteinleridir. Diger molekiillerle yiiksek etkilesime sahip bu proteinleri
uzaklastirmak ve analiz edebilmek oldukga giictiir. Birgok ¢alismada bu proteinler
ya diger molekiillerden hi¢ ayrilmadigi1 yada analize yetecek miktarda ayrilmadigi
icin gdzlemlenememektedir. Orneklerde miimkiin olan en fazla proteinin, miimkiin
olan en fazla miktarda, diger molekiillerden ayrilmasi gerekmektedir (69).

Proteinlerin diger hiicre molekiillerinden ayrilmasi i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler igerisinde organik c¢oziiciilerle ¢oktiirme yontemi
siklikla kullanilmaktadir. Trikloroasetik asit, aseton, metanol, kloroform gibi
organik ¢oOziiciiler proteinlerin ¢oktiiriilmesinde kullanilmaktadir.  Organik
¢oziiciilerin en biiyiik avantaji1 hiicre lizatlarinin hazirlanmasinda kullanilan ve kiitle
spektroskopisi ile uyumlu olmayan deterjanlarin rahatlikla ve kisa slirede

proteinlerden uzaklastirmalaridir (70). Kullanilan diger yontemler ise amonyum
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siilfat gibi tuzlarla ¢oktiirme, ultrafiltrasyon yontemi, jelsiz izoelektrik odaklama
yontemi, termal yontemler ve son olarak hem proteinlerin ayrilmasi hem de
proteinlerin 6n fraksiyonlama isleminde kullanilan SDS-PAGE elektroforez
sistemleridir (71-76).

Coktiiriilen proteinler ¢oktiiriicli ajanlardan tamamen temizlendikten sonra
yeniden uygun bir ¢dziiclide ¢oziinmelidir. Kullanilan 6rnek tiiriine gore kullanilan
coziici degisebilmektedir. Proteinlerin yeniden ¢oOziinmesi i¢in amonyum
bikarbonat ¢ozeltisi siklikla kullanilmaktadir. Ayrica iire gibi ¢esitli deterjanlar
kullanilmaktadir (77-79). Proteinlerin ¢oktiiriildiikten sonra yeniden ¢oziinmesi
kolay bir islem degildir. Oncelikle proteinler ¢dziicii igerisinde siispansiyon
olusturmaktadir. Olusan siispansiyon vorteks ve sonikatdr yardimi ile drnek tiiriine
gore degisen siirelerde ¢ozelti haline gelmektedir (76, 80, 81).

Proteinler yeniden ¢oziindiikten sonra ¢oOzelti igerisinde denatiire hale
getirilmelidir. Bunun i¢in ¢6zelti igerisinde bulunan proteinlerin distiilfit kopriileri
parcalanarak tersiyer yapilari bozulmalidir. Ditiyotreitol (DTT), 2-merkaptoetanol
veya tris (2-karboksietil) fosfin proteinlerin disiilfit baglarimin koparilmasinda
siklikla kullanilan maddelerdir. Bu iglem sirasinda ortam sicakligi bazen 56 °C’ ye
kadar yiikseltilebilir. Inkiibasyon siiresi ise kullanilan ajanlarin konsantrasyonlaria
ve ortam sicakliina gore degismektedir (82, 83).

Indirgenen proteinlerin yeniden disiilfit baglarm olusturamamasi igin
sistein igerisindeki tiyol gruplarina kovalent baglarla baglanan iyodo asetamid veya
akrilamid tiirevleri eklenmektedir (84, 85). Iyodo asetamid kullaniminda ortamin
karanlik olmasi1 gerekmektedir. Genellikle 30 dk inkiibasyon siiresi yeterli
olmaktadir.

Ornek hazirlama isleminin son basamagi ise proteinlerin peptitlere
parcalanmasi islemidir. Proteinlerin peptitlere pargalanma islemi enzimatik veya
kimyasal yollarla yapilabilmektedir. Proteomik ¢alismalarda genellikle enzimatik
protein par¢alama islemi yapilmaktadir. Enzimatik parcalama isleminde proteolitik
enzimler vasitasiyla Ozel kirilma noktalarindan proteinler pargalanmakta ve
peptitler olusmaktadir. Tripsin gerek ekonomik olusu gerekse yiiksek verimliligi
nedeniyle proteomik caligmalarda en ¢ok kullanilan proteaz enzimidir. Tripsin,

protein yapisi igerisinde Lizin (Lys) ve Arjinin (Arg) bulunan C-merkezli peptit
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bagimi kirmaktadir (86) (Sekil 2.6). Lys ve Arg proteinlerde goreceli olarak yiiksek
miktarda bulunmaktadir ve iyi bir dagilima sahiptir. Bu nedenle tripsin kullanimi
yliksek verim saglamaktadir. Tripsin ile olusan peptitler yaklasik 14 aminoasit
bulundurmakta ve en az 2 tane pozitif yiik tasimaktadir (87). Bu ozellikler kiitle

spektrometrisi ¢aligmalari i¢in optimum niteliktedir (88).
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Sekil 2.6. Tripsin ile proteinin pargalanmasi ve peptit olusum

Bir ¢ok proteomik caligmada tripsin tek basina protein karigimlarinin
par¢alanmasinda kullanilirken son yillarda Arg-C, Asp-N, Glu-C ve Lys C
endoproteinazlar tripsin ile birlikte kullanilmistir (89). Kombine protein parcalama
sistemlerinin kullanilmasiyla ¢ok daha fazla sayida peptit elde edilerek analiz
verimi arttirilmigtir.

Asagidan yukari proteomik caligmalarda proteinlerin parcalama islemi iki
kosul altinda gerceklesebilir. Bunlardan bir tanesi proteinlerin jel igerisinde
parcalanmasi (in-gel digestion) digeri ise proteinlerin ¢dzelti i¢erisinde parcalama
(in-solution digestion) islemidir. LC bazli proteomik calismalarda genellikle ¢ozelti
icerisinde proteinlerin par¢alanmasi yapilmaktadir. Ciinkii jel ici protein par¢alama
isleminin dezavantaji peptitler jelin icerisinde parcalandiktan sonra jel digina
alimmas1 gerekmektedir ve bu islem esnasinda olduk¢a madde kayb1 olmaktadir.

Enzimlerle proteinleri parcalama islemi i¢in optimum sartlarin saglanmasi
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gerekmektedir. Bu sartlar enzimin maksimum aktiflik gosterdigi sicaklik ve pH
degeri ve enzim/protein oranidir. Ornegin tripsin enziminin optimum verim verdigi
sicaklik 37 °C, en aktif oldugu pH degeri yaklasik olarak 8.5 ve optimum
enzim/protein orant 1/20 ile 1/100 (a/a) aralig1 icerisindedir. Ayrica tripsin ile
proteinin optimum inkiibasyon siiresi 18 saate kadar stirmektedir (82, 90).
Enzimlerle par¢alama islemi sonrasinda olusan peptit karistminin enzimden
zarar gormemesi i¢in parcalayici enzimlerin inhibe edilmesi gerekmektedir. Tripsin
ile parcalama sonrasinda tripsinin peptitlere zarar vermemesi i¢in ortamin pH
degeri veya sicakligi degistirilmektedir. Sonrasinda peptit karisimlart LC yontemi

ile analiz edilebilecek sekilde hareketli faz ile seyreltilmelidir.
2.7.2. Proteomik Analiz Yontemleri

Proteomik caligsmalarda analiz yontemleri olarak sivi kromatografisi (LC)

kiitle spektrometresi (MS) ve NMR kullanilmaktadir.
Si1vi Kromatografisi (LC)

Kompleks peptit karisimlarinin daha basit fraksiyonlar halinde kiitle
spektrometresinde analizi i¢in bugiin kullanilan en gegerli yontemlerin basinda LC
yontemi gelmektedir. LC hareketli ve sabit faz olmak iizere iki fazli bir sistemden
meydana gelmektedir. Peptitler kolon igerisinde hareketli faz ve sabit faz ile
birbirlerinden farkli bir dengede etkileserek kolon igerisinde ayrilmakta ve kiitle
spektroskopisine farkli zamanlarda gitmektedirler.

Yiiksek basinglt sivi kromatografisi (HPLC) cihazlarmin gelistirilmesiyle
yuksek ayiricilik, duyarlilik, tekrar edilebilirlik ve saglamlik 6zelliklerine sahip bir
sistem haline gelmistir. Gelistirilen klasik HPLC sistemi Tablo 2.1 de goriildiigii
gibi yaklagik 3-10 pm pargacik ¢apli kolonlar kullanmaktadir. Sonraki yillarda
gelisen sistemlerle birlikte kolon igerisindeki pargacik caplar kiigiiltillerek ve
basing yiikseltilerek  ultra basingli sivi kromatografisi (UPLC) sistemleri
gelistirilmis daha kisa siire icerisinde daha etkin analizler yapilmistir. UPLC
sistemleri ile birlikte 2 pm altinda ¢apa sahip parcaciklar kullanilmaya baglanmistir.
Gelistirilen yeni pompa sistemleri ile birlikte 1000 bar seviyesine kadar basinglar

ulagilabilir hale gelmistir (91). Kolon ve pompa teknolojisindeki gelisim sayesinde
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kolonda ¢ok daha etkin bir ayrim gergeklesirken analiz siiresi ve kullanilan
kimyasal miktar1 HPLC’ye goére azalmistir. Sonraki yillarda gelisen teknoloji
UPLC ile de smirli kalmamistir. Gelisen kolon teknolojisi ile birlikte kolon
icerisindeki sabit faz parcaciklarinin gozenek boyutlart degeri giderek artmistir ve
daha yiiksek ayiricilik saglanmistir. Gelisen bu yiikksek ayiricilikla birlikte
biyomolekiillerin 6zellikle peptitlerin ayrilmasi miimkiin hale gelmistir. Kompleks
peptit karisimlariin ayrilmast igin tercih edilen sistemler gézenek boyutu 100A ve
iistli olan kolonlardir (92).

Proteomik caligmalarda kullanilan biyolojik 6rneklerden elde edilen protein
miktarlar1 sinirli olmaktadir. Bu nedenle duyarliligi son derece yiiksek sistemlerle
calisilmas1 gerekmektedir. Bu ihtiyaca cevap verecek sekilde gelistirilen nano
elektro sprey iyonlagsma (nano-ESI) kaynaklar1 300 nL/dk ile ¢aligmaktadir. Bu
sisteme entegre olacak sivi kromatografisi ise bu akis hizin1 karsilayacak sekilde
gelistirilmis nano-LC ve mikro-LC sistemleridir (93). Tablo 2.1°de goriildiigii gibi
bu akis hizinda calisabilmek i¢in kolon i¢ ¢apinin 75 pm’ ye kadar diismesi
gerekmektedir. Bu akis hizinda bdyle bir kolonun kullanilmasi ise HPLC veya
UPLC pompa diizenekleri ile saglanamaz. Bu nedenle bu sisteme uygun nano
pompali ya da normal UPLC pompasmmin modifiye edilmis versiyonu
kullanilmaktadir. Modifiye edilmis UPLC pompalari, normal pompa sisteminin
devamina basit bir elektronik ayirici konularak akisi ikiye bolen sistemlerdir. ikiye
boliinen akisin bir kismi nano akis hizinda sisteme giderken biiyiik bir kismi atik

olarak atilmaktadir (Sekil 2.7.)

Tablo 2.1. S1vi Kromatografisi tiirleri, kolon i¢ caplar1 ve akis hizlari

Nano LC 75 pm 100-300 nL/dk
Mikro-LC 150-800 pm 300nL/min-100 pL/dk
UPLC 1.Imm-2.1mm 100-500 pL/dk

HPLC 4.6 mm 1-2.5 mL/dk
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Sekil 2.7. Nano LC i¢in modifiye edilmis UPLC pompa sistemi

Yapilan analizlerde kompleks peptit karisimi icerisinde miktari diisiik olan
peptitlerin diger peptitler tarafindan baskilanmasini 6nlemek i¢in MS 6ncesi ayirma
islemi LC ile yapilmaktadir. LC sistemleri igerisinde duyarliligi en yiiksek nano
LC yontemidir. Nano LC yonteminde ortalama akis hiz1 300 nL/dk kullanilan kolon
capt ise 75 um’dir. Yiiksek duyarliligina ragmen sistemin dogasindan kaynakli
tekrarlanabilirlik, ©lii hacim ve tikanma riski gibi problemler ¢alismay1
giiclestirmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda UPLC {izerinde durulmustur.
Nano LC sistemleri ¢ok az protein miktar1 (20-100 ng) ile biitiin bir proteomu
analiz edebilmektedir. Bu 6zellikle jel bazli sistemlerle karsilastirildiginda biiyiik
bir avantaj saglamaktadir. Ornegin 2-D jel elektroforez sisteminde kullanilmasi
gereken minimum protein miktar1 yaklasik 300 pg olmakla birlikte en az 3 tekrar
yapildig1 disiiniildiigiinde biyolojik materyallerden ¢ok ciddi bir protein
gereksinimine ihtiyag duyulmaktadir. Nano LC sistemleri gosterdikleri yiiksek
duyarlilik ve buna bagli olarak az miktarda 6rnek kullanimi nedeniyle proteomik
calismalarda kullanilmaktadir. Ancak nano LC sistemlerinin bazi dezavantajlari
vardir . Nano LC’nin dezavantajlart;

1) Modifiye UPLC pompaya sahip sistemlerde goriilen dengesiz geri basing
akis hizin1 etkilemektedir. Pompa sonrasinda akisin ikiye ayrilmasi sirasinda
olusan geri basincin yarattifi dengesizlik akis hizinda dalgalanmalar
yaratmaktadir. Bunun sonucu olarak peptitlerin alikonma zamanlarinda

enjeksiyonlar arasinda sapmalar gozlenmektedir.
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2) Nano LC sistemleri bilinen HPLC sistemlerin minyatiirize edilmis halidir.
Bu sistem igerisindeki biitlin baglantilarin nano boyuta indirgenmesi
gerekmektedir. Bu islem bazi noktalarda problem yaratmaktadir. Baglanti
yerlerinde olusabilecek kiiciik bosluklar normal HPLC veya UPLC
sistemlerinde Onemli olmazken nano LC sistemlerinde analizi tamamen
degistirebilmektedir. Ozellikle kolonun ¢ikis noktasinda ve nano
elekrosprey ignesi icerisinde olusabilecek bosluklar kolon icerisinde ayrilan
peptitlerin yeniden karigmasina sebep olmaktadir. Olusabilecek bu duruma
O0li  hacim etkisi denilmektedir. Sekil 2.8° 06lii hacm etkisinin

kromatogramda goriilmesine bir 6rnektir (94).

[\
g W

Sekil 2.8. 1 pmol sigir serum albiiminin nano LC ile analizi, a) Sistemde 6lii hacim
varken olusan kromatogram b) Olii hacim problemi ¢éziildiikten sonra

elde edilen kromatogram (94).

3) Nano LC sistemlerinde biitiin baglantilarin i¢ caplar1 son derece kiigiik
oldugu i¢in sistemin tikanma riski ve zarar gorme riski ¢ok yiiksektir.
Sistem igerisinde kullanilan hareketli fazlarin ¢ok dikkatli hazirlanmasi

gerekmektedir. Ayrica sistemin temizligi her analiz sonrasi ve giinliik olarak
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yapilmalidir. Biitiin bu Onlemlere ragmen sistem igerisinde bulunan
baglantilar diizenli araliklarla degistirilmelidir.

4) Nano LC sistemlerde kullanilan ortalama akis hizlar1 300 nL/dk’dir. Bu akis
hizinda sistemde olusabilecek sizintilarin tespiti olduk¢a gii¢ olmaktadir.
Ozellikle kolonun ¢ikis bolgesinde meydana gelebilecek sizintilarm
gozlenebilmesi son derece zordur. Nano LC ile ¢alisabilecek 6zel

analizcilerin olmas1 gerekmektedir.

Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ve daha giivenilir, kolay proteomik
caligmalar yapmak i¢in UPLC sistemi se¢ilmistir. Sayis1 ¢ok sinirli olmakla birlikte
kaynaklarda bir ka¢ calisma bu alanda yapilmistir. 2012 yilinda Percy ve
arkadaslar1 hedeflenmis proteomik caligmalarinda UPLC ve nano LC sistemlerini
kargilastirmistir. Proteomik kapsaminda, peptitlerin nitel ve nicel analizlerinde,
UPLC’nin, nano LC kadar iyi sonug¢ verdigi bulunmustur. Yine Percy ve
arkadaslar1  hiicre hatlarinin protein profilleme c¢aligmalarinda nano LC ile
UPLC’nin hemen hemen yakin sonuglar verdigini bulmustur (95). 2015 yilinda
Nino ve arkadaslar1 prokaryot ve okaryot hiicrelerinde proteomik ¢alismalar yapmis
ve standart akis hizina sahip UPLC kullanmislardir. Kullandiklar1 sistem hem
prokaryot hemde Okaryot hiicrelerde yaklasik olarak 1000 ‘e yakin proteinin nitel
analizini yapabilmislerdir (96). Elde edilen sonug¢lar 1s181nda 6zellikle hiicre hatlar
ile yapilan caligmalarda uygun UPLC yoOntemlerinin proteomik c¢aligmalarda
kullanilabilecegi goriilmiistiir.

LC igerisinde ters faz sivi kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi
ve hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC) proteomik calismalarda
kullanilmistir (97). Baz1 calismalarda iki kromatografik sistem birlestirilerek iki
boyutlu ayrim saglanabilmistir. Bu calismalarda genellikle peptit karigimlari
oncelikle iyon degistirme kromatografisiden gecirildikten sonra ters faz sivi
kromatografisi ile analiz edilmistir (98).

Ters faz sivi kromatografisi proteomik c¢alismalarda en sik kullanilan
sistemdir. Peptitler polaritelerine gore apolar sabit faz (genellikle C18 kolon) ile
ayrilmaktadirlar. Bu sistem igerisinde hareketli faz olarak su ve asetonitril gibi su

ile ¢oziinebilen organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir (99). Hareketli faz igerisinde



23

formik, asetik veya trifloroasetik asit gibi asitler peptitleri pozitif yiike ¢cevirmek ve
sabitfaz ile peptitler arasinda istenmeyen iyonik etkilesimleri azaltmak icin
kullanilmaktadir. Ters faz sivi kromatografisi yiiksek ayiricilik 6zelligine sahip
oldugu i¢in tek boyutlu olarak proteomik caligmalarda kullanilmistir (100). Ayrica
yukarida belirtildigi gibi diger kromatografik yontemlerde son ayirma isleminin

yapildig1 yer olarak kullanilmstir.
Kiitle Spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrometresi LC ile ayrilan peptitlerin analizinde kullanilir. Kiitle
spektrometrisi par¢alanma iriinlerine ait iyonlarin kiitle/yiik (m/z) degerini
Olciilerek molekiiler agirliklarinin hesaplanmasinda ve molekiiler yapinin tayininde
kullanilan analitik yontemlerden biridir.

Kiitle spektrometresinin  bolimleri  Sekil 2.9.°da  verilmigstir.  Kiitle
spektrometreleri bir vakum sistemi altinda c¢alismaktadir. Vakum sistemi
istenmeyen iyon molekiil etkilesimlerini en aza indirerek iyonlarin gegisini ve stabil

bir seklide belirlenmesini saglamaktadir.

' Gaz halinde yiiklii lyonlarin ayriimasi Secilen iyonlarin
iyonlar analizi

Iyonlasma
e — i —

Sekil 2.9. Kiitle spektrometresinin boliimleri

Vakum sistemi

Iyonlasma Kaynaklar

Iyonlasma kaynaklari kiitle spektrometresinde giris kisminda bulunmakta ve
kiitle analizoriinde ayirimi yapilacak iyonlar1 olusturmakla gérevlidir. Iyonlasma
kaynagimin verimi kiitle spektrometresinden elde edilecek sonuglarin kalitesini
etkileyen en onemli parametredir. fyonlasma kaynaklari yiiksek hassasiyet ve hiza

sahip olmalidir. Ozellikle kombine sistemlerde bu iki gereksinim eksiksiz yerine
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getirilmelidir (101). Giiniimiizde bir ¢ok iyonlasma kaynagi mevcuttur. Iyonlasma
kaynaklar1 genel olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Birinci sinif kaynaklar 6rneklerin
oncelikle buharlastirilip daha sonra iyonlastirildig1 gaz faz iyon kaynaklardir. Gaz
faz iyon kaynaklari; elektron bombardimani, kimyasal iyonlastirma, ve alan
iyonizasyon kaynaklaridir. Kullanilan diger iyonlagtirma kaynagi simifi ise
desorpsiyon kaynaklaridir. Burada oOrnekler sivi ya da kati fazdan gaz halinde
iyonlastirilmaktadirlar. Desorpsiyon kaynaklari; alan desorpsiyon, elektrosprey,
matriks destekli desorpsiyon, hizli atom bombardimani, termo sprey iyonlasma
kaynaklaridir (102).

Proteomik caligmalarda 2 farkli tiir iyonlasma kaynagi kullanilmaktadir.
Bunlardan birincisi 2 boyutlu jel elektroforez sisteminde kullanilan matriks
destekli lazer desorpsiyon iyonlastirma (MALDI) teknigidir (103). MALDI ile
birlikte proteinlerin yanisira (104, 105), DNA (106-108), lipidler (109-111) ve
glikokonjuge (112) yapilar analiz edilebilmektedir.

Sekil 2.10°da goriildiigii gibi bu sistem igerisinde drnek kendisine gore ¢ok
fazla miktarda bulunan matriksin igerisine gdmiilii bir sekilde yerlestirilmektedir.
Yapilan bu karigim MALDI plakas: iizerine yerlestirilerek kurumasi beklenir.
Kuruyan ve krisitalize hale gelen karisima kisa pulslu lazer 1s1m1 gonderilmektedir.
Lazer 11 absorplayan matriks direkt olarak siiblimlesir ve bu sirada 6rnek
molekiilleri gaz fazina gegmektedir bu arada gergeklesen ¢arpismalar sonucunda ise
yiklii iyonlar olusmaktadir. Carpigsmalar sonucunda negatif ve pozitif yiikler
olustugu icin MALDI icerisinde hem pozitif hemde negatif mod ile ¢alisilmaktadir
(113, 114).
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Analizér

Lazer pulslarn

Sekil 2.10. MALDI iyonlasma kaynagi

Asagidan yukar1 proteomik caligmalarda kullanilan diger iyonlagma kaynagi
ise elektrosprey iyonizasyon (ESI) sistemidir (115). Bu sistemin en biiyiik avantaji
kromatografik sistemlerle entegre bir sekilde calisabilmesidir. ESI’nun
gelistirilmesi  ile  proteinlerin  yaninda diger biyomolekiillerin  (lipidler,
karbonhidratlar, niikleotidler, organik yada inorganik bilesikler) analizleri rahatlikla
yapilabilmektedir (116-120). Ozellikle LC ile uyumlu bir arayiizey olarak ¢alismasi
ve yiiksek sayida gaz fazinda iyon elde edilebilmesi sistemi vazgegilmez
yapmaktadir. Ik olarak 1937 yilinda Chapman tarafindan kesfedilmis olmasina
ragmen 1980°lere kadar yaygmn bir kullanima sahip olamamistir. Fenn ve
arkadaslar1 sistemi ara yilizey olarak kullanmaya baglamis ve biyomolekiillerin
analizlerini gerceklestirmiglerdir (121).

Sekil 2.11° de goriildigl gibi kromatografik fraksiyonlama sonrasinda
sisteme gelen iyonik tiirler yiiksek elektriksel alan wvarliginda elektrosprey
ignesinden hizla ¢ikmaktadir. Iyonik tiirler igneden cikarken Taylor konisi adin
alan sekli alacaktir. Taylor konisi disarda piiskiirtme olarak gormektedir.
Piiskiirtiilen yiiklii damlaciklar, elektriksel alan varliginda, kapilere dogru hareket
etmektedir. Bununla birlikte kaynak icerisinde uygulanan yiiksek sicaklik ¢oziicliyli
buharlastirarak yiiklii damlaciklardan uzaklastirmaktadir. Coziiciiniin buharlagsmast

belirli bir siire sonra damlaciklarda dengesizlik yaratmaktadir. Coziiciiniin
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sistemden uzaklastirilmasi ile birlikte damla icerisindeki aymi yiiklerin birbirini
itmesi bir slire sonra ylizey gerilimine karsi baskin gelmekte ve bu durumda
parcalanmalar, biiyiikk damlalardan kii¢iik damlalar olusmaktadir. Olusan bu yeni
damlalarda da aym siire¢ yasanmaktadir (122). Sonu¢ olarak sistem igerisinde

yikli iyonlar ¢oziiciilerden ayrilarak kiitle analizoriine gonderilmektedir.

Kargit
Elektrot

Ornekler Yiikli

damlaciklar
+
+

&
+
+

*y
.+ +
+ %
+
+
+++ +
s \
Analit

Peptitler Yukla iyonlari
damlaciklar
Glig
Kaynagi

Sekil 2.11. Elektrosprey iyonizasyon kaynagi.
Kiitle Analizorleri

Iyon kaynaginda olusan iyonlar1 m/z degerlerine gore ayiran sistemlere
kiitle analizorleri denilmektedir. Proteomik calismalarda ¢ogunlukla kullanilan
analizorler kuadrapol analizorii (Q), ucus zamanl kiitle analizérii (TOF), iyon
siklotron rezonans analizérii (FTICR), iyon kapani analizori (IT) (dogrusal iyon
kapan1 (LIT) veya kuadrapol iyon kapani (QIT)) ve son olarak orbitrap
analizoriidiir. Bu analizorler ¢ogunlukla hibrid yapilarda kombine bir sekilde (Q-
TOF, Q-Q-Q, TOF-TOF, LTQ-FTICR) proteomik ¢alismalarda kullanilmaktadir.

Iyon tuzakli kiitle analizorleri basta orbitrap olmak iizere sagladiklar
yuksek ayiricilik (rezoliisyon) ve kiitle dogrulugu nedeniyle proteomik ¢aligmalarda
sik¢a kullanilmaktadir (123-127).

Ozellikle son yillarda gelisen iyon tuzakli ve orbitrap sistemlere kars1 ugus

zamanlt kiitle analizorleri (TOF) proteomik caligsmalarda alternatif olarak siklikla
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kullanilmaktadir. Sistemin ¢ok hizli tarama yapabilmesi yasam siiresi kisa olan
tirlerin analizlerinde biiyilk bir avantaj saglamaktadir, ayrica iyon tuzakl
sistemlerde siklikla gozlemlenen bos yiikler (space charge) TOF igerisinde
gozlemlenmemesi sisteme bir baska avantaj saglamaktadir. TOF igerisinde
iyonlarin ayrilmasinda magnetik etki bulunmamaktadir. Analizore gelen iyonlar
elektrik alan1 pulsu ile hizlandirilir. Hizlandirilmis iyonlar elektriksel alan
bulunmayan ayirim tiipiine geg¢irilir. Buraya gelen biitiin iyonlar ayni kinetik
enerjiye sahip olduklart i¢in hafif tiirlerin daha hizli hareket etmeleri
gerekmektedir. Boylece sistemden once hafif daha sonra ise agir tiirler gitkmaktadir.
2D-jel elektroforez bazli proteomik ¢alismalarda MALDI-TOF en ¢ok kullanilan
sistemdir (26, 128-135). LC bazli proteomik ¢alismalarda da siklikla kullanilan
TOF analizorii kuadrapole ile birlikte QTOF sistemini olusturmaktadir (136-141).
Sekil 2.12°de verildigi gibi ESI’dan gelen iyonlar ilk olarak filtre gorevine sahip
kuadrupol sistemine gelmektedir daha sonra iyonlarin parcalandigit ve MS/MS
verilerinin elde edilmesini saglayan parcalama kismina gelmektedir. Iyonlarin
par¢alanmasi proteomik c¢aligmalarda peptitlerin pargalanma iiriinlerinin elde
edildigi kisimdir. Genellikle ¢arpigsma indiiklii parcalanma sistemi kullanilmaktadir
(CID). Bu sistemde belirli bir potansiyel uygulanarak hizlandirilan iyonlar inert bir
gaz ile carpistirilmakta ve bu islem sonucunda pargalanma iirlinleri olugmaktadir.
En son kisimlar ise TOF analizorii icerisindeki iyonlarin hizlandirildigir modiil ve

iyonlarin agirliklarina gore ayrildig tiiptiir.
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Sekil 2.12 QTOF sematik gosterimi
Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi

Atom g¢ekirdeklerinin belirli manyetik o6zelliklerini kullanan bir analiz
yontemidir. Molekiiliin i¢indeki atomun ya da molekiiliin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri, yapisi, dinamigi, reaksiyon durumu ve molekiiliin kimyasal g¢evresi,
hakkinda bilgi vermektedir. Proteomik ¢alismalarda NMR proteinlerin 3 boyutlu

yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir.
Tarama bazh proteomik sistemler

Proteinlerin farkli kosullarda degisimlerinin incelenmesinde kullanilan
tarama bazli yoOntemler antikor-antijen etkilesimine dayali sistemlerdir. Bu

sistemlerde bir veya bir kag protenin takibi yapilabilmektedir.
2.7.3. Peptitlerin LC ile ayrilmasi

Omek hazirlama ile elde edilen peptit karigmminin direkt kiitle
spektroskopisinde analizi ¢esitli sikintilart  igermektedir. Kompleks peptit
karisimlarinda miktar diisiik olan peptitler diger peptitler tarafindan baskilanacagi

icin kiitle spektroskopisinde analizi olduk¢a zordur. Bu nedenle kiitle
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spektroskopisi Oncesi peptit karisimlar1 ayrilarak analiz edilmesi gerekmektedir.

Boylece sistemin verimi artmaktadir.
2.7.4. Peptitlerin MS Analizi

Peptit karisgimlart LC ile ayrildiktan sonra kiitle spektrometresine
gelmektedir. Kiitle spektrometri yontemi pargalanma {iriinlerine ait iyonlarin
kiitle/yiik (m/z) oranlarimi Ol¢erek molekiiler agirliklariin hesaplanmasinda ve
molekiiler yapmin tayininde kullanilan gelismis analitik sistemdir (12). Bu
sistemlerin analizleri 3 basamakta ger¢eklesmektedir.

1) Ik olarak molekiillerin iyonlasma kaynaklarinda gaz halinde
iyonlagtirilmasi gerceklestirilmektedir.

2) Iyonlarm kiitle analizérleri icerisinde elektriksel ya da manyetik alan
varliginda m/z oranlarina gore ayrilmasi saglanmaktadir.

3) Son olarak ayrilan iyonlarin bulunma miktarlari ile orantili olarak tespiti

yapilmaktadir (122).
2.7.5. LC/MS Verilerinin Biyoinformatik Sistemlerle Analizi

Biyoinformatik;  biyolojik  verilerinin  bilgisayar  programlar1 ile
incelenmesidir. Biyoinformatik disiplinler arasi bir bilim alamdir. Ozellikle
molekiiler biyoloji igerisinde deneysel olarak elde edilen bilginin hiicre biyolojisi
icerisinde degerlendirilmesini saglamaktadir.

Proteomik caligmalar ilk basladigi glinden bugiine kadar ¢esitli evrimler
gecirmistir. 2-D jel elektroforez ile baslayan calismalarda izole edilen bir kag
proteinin analizi yapilmaktayken giiniimiizde UPLC’nin proteomik caligmalarda
kullanilmaya baslanmasi ile birlikte hiicre proteomunun 6nemli bir kismi kisa siire
icerisinde analiz edilebilmektedir. Bugiin yapilan c¢aligmalarda tek bir
enjeksiyondan elde dilen veriler yiizlerce proteinin nitel ve nicel analizini
saglayabilmektedir (29, 142). Elde edilen bu devasal veri yiginlarinin analizi
biyoinformatik alaninda 2000’ li yillarin basindan itibaren gelisen teknolojiler ile
yapilabilir duruma gelmistir. Elde edilen ham verilerin protein boyutuna
getirilmesi, sonuglarin istatistiksel analizlerle zenginlestirilmesi ve son olarak elde

edilen proteinlerin kompleks protein haritasi igerisinde incelenmesi bugiin
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biyoinformatigin proteomik igerisinde ugrastigi konulardir (27).

Proteomik g¢alismalarda kiitle spektroskopisinden elde edilen ham verilerin
islenmesi ~ genellikle  asagida  birbirini  takip eden  basamaklarda
gerceklestirilmektedir.

1) Proteinlerin nitel analizlerinin yapilmasi

2) Proteinlerin nicel analizlerinin yapilmasi

3) Elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamlandirilmasi.

4) Elde edilen verilerin hiicre biyolojisi i¢erisinde degerlendirilmesi

Baz1 proteomik c¢aligmalarda elde dilen sonuglar ¢ogu zaman baska
caligmalarla dogrulanmaktadir. Proteomik sonuglar1 bazen;

Western blot calismalar1 ve transkriptomik analiz verileri kullanilarak

kontrol edilmektedir (143-146).
2.7.6. Proteinlerin Nitel Analizleri

Proteomik ¢aligsmalarin en temel hedeflerinden bir tanesi proteom igerisinde
en fazla sayida proteinin nitel analizinin yapilmasidir. Asagidan yukariya
proteomik calismalarda bu hedefin gerceklestirilebilmesi i¢in Oncelikle miimkiin
oldugunca ¢ok peptidin belirlenmesi gerekmektedir. Kiitle spektroskopisi ile elde
edilen ¢ok sayidaki verinin, pepitlerin ve buna bagl olarak proteinlerin analizinde
kullanilabilmesi gelisen biyoinformatik sistemler sayesinde giinlimiizde yiiksek
dogrulukta gerceklesmektedir (147). Glinlimiizde proteinlerin nitel analiz
caligmalari 3 temel sisteme dayanmaktadir. Bu sistemler;

1) De Novo dizileme caligmalar1 (148)

2) Peptit dizileme c¢alismalar1 (peptide mass fingerprint) (149)

3) Peptitlerin amino asit dizilimlerinin veri tabanlar1 ile karsilastirmali

analizleridir.
De Novo Dizileme Calismalar:

De Novo dizileme calismalar1 proteinlerin nitel analizi i¢in kullanilan en
eski tekniktir. Ilk olarak GC/MS c¢alismalarinda elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde kullanilmistir (150). Gelisen proteomik tekniklerle birlikte de

novo dizileme caligmalar1 2-D jel elektroforez calismalari sonucunda elde edilen
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peptitlerin  MS/MS verilerinden faydalanarak proteinlerin nitel analizlerinin
yapilmasinda (151) ve peptitlere ait MS/MS verileri kullanilarak amino asit
dizilerinin elde edilmesinde kullanilmaktadir. Elde edilen amino asit dizilerinden
hareket ederek peptit yapilar1 ve buna bagli olarak protein yapilar
aydinlatilmaktadir. De novo dizileme ¢aligmalarinin diger nitel analiz
yontemlerinden en biiyiik farki her analizde herhangi bir veri bankasina gerek
duymamasidir. De novo dizileme c¢aligmalar1 giiniimiizde hala siklikla
kullanilmaktadir. Bunun en 6nemli sebebi de novo dizileme ¢alismalarinin daha
once genomik dizilemesi bulunmamus tiirlerin kesfedilmesine olanak saglamasidir.
Ayrica de novo dizileme caligmalar1 diger yontemler ile karsilastirildiginda ¢ok
yiiksek dogrulukta nitel analiz sonuglar1 vermektedir. Sistemin dezavantajlar1 ise
sadece izole proteinlerin analiz edilebilmesi, kompleks protein karigimlarinda
kullanilamamasi, elde edilen MS/MS verilerinin son derece yliksek kalitede olma

zorunlulugu ve analizlerin ¢ok uzun siirede yapilmasidir (152).
Peptit Dizileme Calismalari

Peptit dizileme c¢aligmalari, belirli bir proteine ait peptitlerin m/z
degerlerinin MS verileri ile tespiti ve bu degerlerin veri bankalar1 ile
karsilagtirilarak proteinin nitel analizinin yapilmast caligmalarini icermektedir
(153). Peptit dizileme g¢alismalar1 tipki de novo dizileme calismalar1 gibi izole
edilen proteinler i¢in uygulanmakta ve karigtk protein karigimlarinda
kullanilamamaktadir.

Peptit dizileme c¢alismalar1 de novo dizileme c¢alismalarindan sonra
gelistirilmis ve glinlimiizde 2-D jel elektroforez sonrasinda elde edilen proteinlerin
izole edelip MALDI-TOF veya ESI-TOF ile analizleri sonucunda elde edilen
verilerinin analizi i¢in kullanilmaktadir. Peptit dizileme c¢alismalari uygulama
bakimindan kolay olmasi nedeniyle giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir (153).

Peptit dizileme calismalarinda proteinlerin nitel analizinin yapilabilmesi i¢in
elde edilen peptit kiitlelerinin veri bankalar1 ile karsilastirilmasi1 gerekmektedir. Bu
kargilastirma igleminde c¢esitli parametrelerin belirlenmesi gerekmektedir. Bu

parametreler;
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1) Peptitlerin ~ olusumunda  kullanilan  enzimin  belirtilmesi
gerekmektedir.
2) Veri tabaninda tarama yapilabilmesi i¢in ¢alisilan 6rnegin ait oldugu

taksonomik birim (insan, fare vb.) belirlenmelidir.

3) Omek hazirlama sirasinda  olusabilecek sabit veya degisken

modifikasyonlarin belirtilmesi gerekmektedir.

4) Veri tabani ile karsilastirma sirasinda peptit kiitlelerinde hata miktar

siiriin belirlenmesi gerekmektedir.

Peptit dizileme g¢aligmalarinin en énemli avantaji analizde bir tane protein
kullanildig1 i¢in ¢ok yiiksek dogrulukta nitel analiz yapilabilmesidir. Peptit
dizileme c¢alismalarinda o6zellikle o©rnek hazirlama kisminda ve protein
izolasyonunda ¢ok dikkatli olunmasi gerekmektedir. Disaridan gelebilecek
safsizliklar elde edilecek sonuglari tamamen degistirmektedir. Bugiin en gelismis
peptit dizileme analiz programi altin standart olarak nitelendirilen Mascot

programidir.

Peptitlerin MS/MS Spektrumlarinin Veri Tabanlari ile

Karsilastirmal Analizleri

LC/MS bazli proteomik sistemlerin gelismesi sonucunda bir proteoma ait
proteinlerin 6n fraksiyonlama islemleri olmaksizin peptitlerine pargalanip direk
olarak LC ve sonrasinda MS yontemi ile analizi yapilabilir hale gelmistir. Bununla
birlikte de novo dizileme ve peptit dizileme ¢alismalari bu sistemlerde yetersiz hale
gelmistir. Karigik proteom yapisinin LC/MS analizleri sonucunda elde edilen MS
verilerinin bir biitlin halinde incelenmesi i¢in son derece gelismis veri bankalar1 ve
bunlar1 kullanabilecek programlar gelistirmek zorunlulugu dogmustur. Bu nedenle
yeni bir analiz algoritmasi gelistirilmistir. Gelistirilen yeni algoritma ile birlikte
protein veri bankalarinin sistematik bir sekilde diizenlenmesi, MS sonuglarinin
yiiksek dogruluk ve kesinlik icerisinde analiz edilebilmesini saglamistir (154-158).

Yeni gelistirilen algoritmalarda proteinlerin nitel analizleri iki kisimda
incelenmistir. Ik kisimda peptitlere ait olan m/z degerleri, teorik m/z degerleri ile
karsilastirilmakta ve olas1 peptitler belirlenmektedir. Ikinci kisimda ise deneysel

olarak elde edilen MS/MS verileri, veri bankalar icerisinde bulunan olas1 peptitlere
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ait teorik MS/MS sonuglar ile karsilastirilmaktadir. Bu karsilastirma ile birlikte
eslesme saglandigi zaman peptidin nitel analizinin yapilabildigi kabul edilmektedir
(159). Yapilan eslestirme isleminde her zaman %100 bir eslesme orani mevcut
olamamaktadir. Bu nedenle eslesmenin derecesini belirlemek icin eslesme skorlar
adinda yeni bir parametre gelistirilmistir. Boylelikle peptitlerin ve buna bagl olarak
proteinlerin veri bankalarinda bulunan peptit ve proteinlere olan yakinligi
gozlenebilmektedir (160).

Veri bankalar ile karsilagtirmali protein analizleri Sekil 2.13’de goriildigi
gibi iki koldan yiiriiyen bir calisma seklindedir. Ilk olarak ¢alisilan &rnege ait
peptitlerin MS ve  MS/MS verileri deneysel olarak kiitle spektrometresinden elde
edilmektedir. Tek boyutlu MS verisinde belirlenen peptit iyonu (precursor)
carpigsma Unitesinde parcalanarak fragmentlerine ayrilmaktadir. Bu parcalanma iki
yol iizerinden meydana gelmektedir. Bunlardan bir tanesi N-merkezli digeri ise C—
merkezli fragmentlerdir. Bu isimlendirmenin temeli ise var olan yiikiin aminoasit
iizerinde kalmasi (N-Merkezli) veya karboksi grubu (C-Merkezli) lizerinde kalmasi
esasina dayanmaktadir. Peptit fragment iyonlarinin isimlendirilmesi de bu
merkezlere bagli olarak degigsmektedir. Eger N-merkezli fragmentler olusuyorsa,
meydana gelebilecek iyonlar a, b, ¢, eger C-merkezli fragmentler iizerinden
gidiliyorsa, meydana gelebilecek iyonlar x, y ve z iyonlar1 denilmektedir (Sekil
2.14). Peptitler parcalanma iinitelerinde fargmentlerine pargalanirken hem N hemde
C merkezli iyonlar olugsmaktadir. Olusan fragment iyonlar1 igerisinde gézlemlenme
ihtimali en yiiksek olan iyonlar b ve y iyonlar1 olarak belirlenmistir. Ayrica
fragment iyonlarin olusumunda amonyak veya su molekiilleri olusmaktadir. Bu
degisimler MS/MS verilerinde kaydedilmis ve eslesme isleminde kullanilabilir hale
getirilmistir (29).
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Protein karsimi Peptit karisimi Deneysel MS/MS spektrum
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Sekil 2.13. Peptitlerin MS/MS verilerinin ilgili veri bankalar ile karsilastirilmasi
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Sekil 2.14. Peptitlerin pargalanmasi ile olusan fragment iyonlar1 (152)

Deneysel MS/MS verilerinin elde edilmesinden sonra veri bankalarinda
bulunan proteinlere ait peptitlerden olusturulacak teorik (in silico) MS/MS verileri
bilgisayarda elde edilmektedir. Teorik MS/MS verilerinin eldesi deneysel
kosullarm sanal olarak yaratilmasi ile gergeklesmektedir. Oncelikle analizi yapilan
ornegin ait oldugu taksonomik sinif belirlenmekte ve buna uygun bir veri bankasi

secilmektedir. En sik kullanilan veri bankalar1 uluslararasi protein indeks (IPI),
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Uniprot sistemi, Swissprot ve NCBI igerisindeki referans dizi bankalaridir (161,
162).

Veri bankasi belirlendikten sonra sanal peptitlerin olusumu saglanmaktadir.
Bunu saglamak i¢in ilk olarak proteinleri par¢alamak i¢in kullanilan enzim
se¢ilmelidir.

Pargalayic1 enzim ve veri bankasmin belirlenmesinden sonra proteinler
iizerinde deneysel olarak meydana gelebilecek olas1i modifikasyonlar sanal ortamda
belirlenmelidir. Boylelikle modifikasyonlardan dolay1 meydana gelebilecek kiitlesel
farkliliklar sistemde tanimli hale gelmektedir (163).

Deneysel calismalarda olusabilecek en kisa ve en uzun amino asit dizileri
sisteme girilerek arastirilacak peptitlerde bir filtre yaratilmaktadir.

Belirlenen deneysel parametrelerle birlikte teorik peptitler olusturulmustur.
Olusturulan teorik peptitler ile deneysel sonuclar iki basamakli bir eslestirme
islemine sokulmustur. Birinci basamakta deneysel olarak belirlenen m/z degerleri
veri tabanindan elde edilen peptitlere ait m/z degerleri ile karsilagtirilmaktadir.
Burada kullanilan kiitle spektrometresinin tiirline gére eslesmede olas1 hata paylari
ppm veya dalton cinsinden belirlenmektedir. Burada eslesen olasi peptitlerin
MS/MS verileri teorik sonuglarla karsilastirilarak, ikinci basamakta eslestirme
islemi yapilmaktadir.

Proteomik nitel analiz ¢aligmalarinda proteinin nitel analiz kalitesinin
Olciisli eslesme skorudur. Eslesme skorlarinin belirlenmesinde ilk olarak MS/MS
verisi igerisinde peptitlerden olusan fragment iyonlarmin eslesme skorlari
kullanilmaktadir. Bu skorlar birleserek peptit skorunu olusturmakta ve peptit
skorlar1 da protein skorlarini olusturmaktadir.

Yapilan LC/MS analizlerinde binlerce MS/MS verisi elde edilmektedir ve
bu verilerin nitel analizlerinde en diisiindiiriici kisim eslesmelerin ne kadar
dogrulukla yapilmis oldugudur. Bunun igin c¢esitli yontemler gelistirilmis ve
gelistirilmeye devam etmektedir. Proteomik calismalarda sonuglarin giivenirligini
arttirmak icin kullanilan en Onemli yontemlerden bir tanesi Hedef/Tuzak
(Target/Decoy) veri bankalar1 analizi olmustur. Deneysel veriler nitel analiz i¢in
ornegin bulundugu taksonomideki hedef veri bankasina (Target) karst analiz

yapilirken ikinci bir karsilagtirma rastgele dizilerden olusan tuzak (Decoy) bir veri
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bankasina karsi yapilmaktadir. Tuzak veri bankasinda eslesen peptitlerin sayisini
hedef veri bankasindaki peptit sayisina boldiiglimiizde yanlis dogru oram1 (FDR)
hesaplanmaktadir (164, 165). Bu oran miimkiin oldugunca diisiik olmalidir. FDR
orani peptit eslesmesinin ne kadar saglikli bir sekilde yiiriidiiglinii gostermektedir.
Son yillarda FDR hesaplamalar1 yeni algoritmalarla birlikte gelistirilmistir. Artik
bulunan biitiin peptitlerin FDR degeri yerine her bir peptit i¢in farkli FDR degerleri
hesaplanmaktadir. Bir peptitin tuzak ve hedef veri bankalar1 ile eslesme
yiizdelerinin orani hesaplanmaktadir. Bu deger belirlenen limitin altinda ise peptide
ait nitel analiz kabul edilmektedir.

Nitel analiz sonuglarinda giivenirligi arttirmak i¢in eslesme skorlarinda
sinirlama yapilmis ve belirli bir skorun altindaki peptitler kabul edilmemistir (166).
Son yillarda gelistirilen yeni algoritmalarla birlikte FDR ve skor sinirlamasi birlikte
kullanilarak proteinlerin nitel analizlerinde yiiksek dogrulukta sonuglar alinmistir
(167).

Yapilan bir ¢cok proteomik ¢alismada nitel analiz dogrulugunu arttirmak i¢in
peptit sayisina sinirlama getirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bir proteinin giivenilir
bir sekilde analiz edilebilmesi i¢in o proteine ait en az 2 peptidin nitel analizinin
olmasi gerektigi saptanmistir (164, 168).

Bugiin peptitlerin ve proteinlerin nitel analizlerinde kullanilan bir ¢ok
program gelistirilmistir. Mascot (169, 170), Omssa (171), Xtandem (172),
Andromeda (Maxquant) (173) programlari siklikla nitel analizde kullanilmaktadir.
Andromeda (Maxquant) programi hem kolay bir arayiize sahiptir hem de basta
Mascot olmak iizere diger programlara karsi yapilan ¢alismalarda yiiksek verim
sagladig1 saptanmustir (174).

Yukarida belirtilen {i¢ nitel analiz modeli farkli bir seklide anlatilmis olsada
bu modeller birbirlerini tamamlayan 6zelliklere sahiptir. Bir hiicrenin proteomu ile
calisilirken de novo dizileme bilinmeyen daha 6nce belirlenememis proteinlerin
bulunmasini saglamaktadir. Peptitlerin MS/MS spektrumlarinin veri tabanlari ile
kargilastirmali analizleri ise o proteom hakkinda global bir bilgi vermektedir. Peptit
dizileme caligmalar1 ise bilinen proteinlerde proteinlerin analizlerinde diger iki

metodu destekleyecek sekilde kullanilmaktadir.
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2.7.7. Proteinlerin Yari-Nicel Analizi

Proteomik caligmalarda belirli bir zaman diliminde biyolojik sistem
icerisinde bulunan proteinlerin nitel analizlerinin yapilmasi1 kadar protein
miktarlarinda olusan degisimlerinde analiz edilmesi gerekmektedir. Yari nicel
analiz ayni hiicrenin iki farkli kosul altinda proteomlarinda bulunan protein
miktarlarinin  birbirlerine gore degisiminin Ol¢iilmesidir. Yar1 nicel analiz i¢in
kullanilan yontemler gerceklestirilen deneysel sistemlere gore degismektedir. Iki
boyutlu 2-D jel elektroforez sonrast MALDI-TOF ile analizi gerceklestirilen
proteomik deneylerde nicel analiz 2-D jel elektroforez sonrasinda elde edilen
protein profilinin bilgisayar ortaminda gorsel olarak incelenmesi ve c¢esitli
bilgisayar programlar1 kullanilarak spot yogunluklarmmin karsilastirilmas: ile
yapilmaktadir (175). ki farkli kosula ait jel goriintiilerinden faydalanarak nicel
analiz yapilmaktadir (Sekil 2.15..

50k0—i:-—' ;.‘:‘::W/}. v
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Sekil 2.15. ki farkli kosula ait 2-D jel elektroforez sonrasi elde edilen goriintii ve

spotlar arasinda yogunluk farkliliklar1 (Bio-rad uygulamalar1)

LC/MS proteomik ¢aligmalarda yiizlerce proteinin nitel analizi yapilmasina
ragmen bunlarin hepsinin yar1 nicel analizde kullanilamayacagi saptanmistir.
Bunun sebebi yar1 nicel analiz i¢in gerekli veri kalitesinin saglanamamasi olarak

belirtilmistir. Nitel ve nicel analizlerde daha ¢ok protein ile ¢alisabilmek icin Sekil
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2.16°da goriildiigi gibi protein konsantrasyonun arttirilmast veya duyarliligr daha

yuksek sistemler kullanilmas1 gerektigi vurgulanmistir (176).

Butun proteom

Protein sayisi

Nitel analiz

Nicel analiz

Protein konsantrasyonu

Sekil 2.16. Proteom igerisinde nitel ve nicel analizi yapilan protein sayisinin analiz

edilen protein konsantrasyonu ile iliskisi.

LC/MS protemik caligmalarda yar1 nicel analiz ¢aligmalar isaretli ve
isaretsiz olmak tizere iki farkli metot uygulanarak yapilmaktadir.

Isaretli nicel analiz calismalarinda iki farkli kosul altinda elde edilen
proteinler agir ve hafif izotoplarla isaretlenmektedir. Isaretleme analizlerinde
kararli izotoplarin eklenmesi (SILAC)(177), kararli izotoplar ile etiketlenmis
peptitlerin eklenmesi (178), radyoizotop isaretlenmis (radiolabeled) aminoasitlerin
eklenmesi (179), kimyasal olarak sentezlenmis peptit standartlarinin eklenmesi
(180), izotop kodlu afinite isaretlerinin eklenmesi (ICAT)(181), izobarik etiketlerin
eklenmesi (ITRAQ)(182) yontemleri kullanilmaktadir. Isaretleme islemi kullanilan
isaretleme ajanina gore degismektedir. SILAC metodunda hiicre kiiltiirii ortaminda
isaretleme yapilmaktadir. ICAT isleminde proteinlerin izole edilmesinden sonra
isaretleme yapilmaktadir. ITRAQ metodunda proteinler peptitlere pargalandiktan
sonra isaretleme peptitler iizerinde yapilmaktadir. Isaretleme islemi yapildiktan
sonra ise Sekil 2.17°de goriildiigii gibi iki farkli kosula ait 6rnekler karistirilarak
LC/MS analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglarda farkli izotop ile isaretlenmis
peptitler belirlenmekte ve yogunluklar1 karsilastiriimaktadir. Isaretleme bazli nicel

analizler ilave 6rnek hazirlama basamagi, isaretleme islemindeki belirsizlikler ve
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sinirl1 sayida kosula uygulanabilmesinden dolayr bazi problemler igerdigi
saptanmigtir.

Proteinlerin nicel analizinde kullanilan diger yontem ise isaretsiz (label free)
nicel analiz yontemidir. Bu sistemin en 6nemli avantaji uygulanabilirliginin kolay
olmast ve cok fazla kosulun birbiri ile kiyaslamasmin yapilabilmesi olarak
belirtilmistir (183). Sekil 2.17°de gorildiigii gibi isaretli ve isaretsiz nicel analiz
metotlarinda 6rnek hazirlama kisimlar1 farklidir. Isaretsiz yontemlerde &rnekler
birbirinden tamamen ayr1 bir sekilde analiz edilmekte ve elde edilen LC/MS
verilerinin  karsilastirilmas1 ile goreceli miktar tayini gergeklestirilmektedir.
Isaretsiz nicel analizde veriler iki sekilde degerlendirilmektedir. Bunlardan birincisi
iyon piki yogunluklar1 (pik alan1 veya yiikseklikleri) karsilastirilmakta ve nicel
analiz yapilmaktadir. Ikinci ydntem ise nitel analizde kullanilan fragment

spektrumlarinin sayimi (counting) ile birlikte nicel analiz yapilmaktadir (184).
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Sekil 2.17. Isaretlemeli ve isaretsiz nicel analiz yontemleri. A) Isaretsiz B) isaretli

nicel analiz yontemi
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Yapilan caligmalarda spektral sayim teknigine karsi genellikle stipheli bir
yaklasim duyulmaktadir. Bu teknik icerisinde belirlenen peptitlerle ilgili olarak
herhangi bir fiziksel 6zellik 6l¢iilmedigi i¢in peptit ve buna bagli olarak protein
miktar1 i¢in ¢ok saglikli bir sistem olmadig1 diistintilmiistiir (185).

Pik yogunluklarinin karsilagtirllmasinda kullanilan yontem peptitler igin
elde edilen tek boyutlu MS verilerinde peptit piklerinin yogunluklarmin
belirlenmesi ve iki farkli kosul icin bu yogunluklarin karsilagtirilmas: ile
yapilmaktadir (186, 187). Bu sistem ilk gelistirildiginde iki temel sorun ile
kargilagilmistir. Bunlar ayni1 Ornegin farkli enjeksiyonlarinda farkli peptit
yogunluklariin gézlemlenmesi ve iki farkli kosul i¢in yapilan enjeksiyonlarda ayni
peptitlerin farkli alikonma zamanlarinda bulunmus olmalaridir. Son yillarda
gelistirilen yeni algoritmalarla birlikte gilivenilir normalizasyon yontemleri
gelistirilmis ve enjeksiyonlar arasinda gozlemlenen pik yogunlugundaki sapmalar
biliyiik Olgliide onlenmistir (188, 189). Gelistirilen isaretsiz nicel analiz yontemi
klinik c¢alismalarda cok iyi sonuglar vermistir. Ozellikle biyobelirteclerin
belirlenmesinde bir ¢ok calismada kullanilmistir (190-193).

Gilintimiizde diinya ¢apinda nicel analizler i¢in en ¢ok kullanilan bilgisayar
programi Maxquant programidir (173, 194). Nitel analiz sonrasinda Maxquant
icerisindeki algoritmalarla birlikte nicel analiz yapilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
normalizasyon sisteminin nicel analizlerde ¢ok 6nemli oldugu ve dogru sonuglarin

belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir parametre oldugu saptanmistir (195).
2.7.8. Verilerin istatistiksel Olarak Anlamlandirilmasi

Istatistiksel analizler proteomik calismalarda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.
Proteinlerin nitel ve nicel analizleri sonrasinda kullanilabilecek anlamli sonuglar
cesitli istatistiksel algoritmalarla saglanmaktadir (196) .

Proteomik c¢alismalarda istatistiksel uygulamalar hem aymi 6rnegin farkli
enjeksiyonlarda tekrarlanabilirligin takibinde hem de farkli iki kosul altinda
miktarlart degisen proteinlerin degisim miktarinin anlamli olup olmadigini
incelemekte kullanilmaktadir.

Perseus programi proteomik ¢alismalarda kullanilan ve maxquant programi

ile uyumlu olarak hazirlanmis bir istatistik programidir. Program igerisinde nicel
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analizle ilgili olarak ¢ok sayida algoritma gelistirilmistir (197). Perseus programi,

Maxquant programu ile g¢esitli proteomik ¢alismalarda kullanilmistir (198, 199).
2.7.9. Verilerin Hiicre Biyolojisi icerisinde Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin hiicre biyolojisi ve protein haritas1 igerisinde
belirlenmesi gelisen biyoinformatik sistemlerle birlikte yapilabilir bir hale
gelmistir. Gen ontoloji analizleri ile analizi yapilan proteinlerin hangi molekiiler
fonksiyona sahip oldugu, bu molekiiler fonksiyonu hangi biyolojik siire¢ igerisinde
ve hiicre igerisinde hangi lokasyonda kullandig1 belirlenmektedir. Ayrica analizi
yapilan proteinlerin hangi smif proteine ait oldugu yine bu analizlerle
saptanmaktadir (200, 201).

Yolak analizleri ile birlikte istatistiksel olarak anlamli sekilde degisen
proteinlerin hangi yolaklar iizerinde oldugu belirlenerek kosullarin hiicre iizerindeki

etki mekanizmalar1 aydinlatilmaktadir (202).
2.8. Proteomik Calismalarin Kanser Uzerindeki Uygulamalari

Gilinlimiizde her yil yaklasik olarak 10 milyon insan kanser hastalig
sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir (203). Kisilerin genetik yatkinliklarinin yani sira
yasam tarzi kanser tiirline bagl olarak oldukca etkilidir (204). Kanser tiirleri
arasinda en sik rastlanan kolon kanseridir.

Kanser caligmalar1 icerisinde son yillarda omik c¢alismalar daha ¢ok 6nem
kazanmigtir. Klasik kanser tedavi ve teshis yontemlerinin yaninda ve onlar
tamamlayici olarak molekiiler boyutta inceleme firsat1 sunmustur (205).

Proteomik analizleri kanser ¢aligmalar1 igerisinde 6nemli bir yere sahiptir.
Proteomik calismalar, genomik c¢alismalarin aksine olduk¢a dinamik bir siire¢
icerisinde bulunmaktadir. Siirekli degisen proteom yapist igerisinde protein
miktarlarinin analizi, proteinlerin {izerinde meydana gelen modifikasyonlar,
proteinlerin birbirleri ile etkilesimleri ve yolak analizlerinin yapilmasiyla kanser
olusumu ve gelisim evreleri takip etme firsatt sunmustur. Kanser siireci icerisinde
biyobelirteglerin bulunmasi, kanser {iizerinde etkili olan molekiillerin etki
mekanizmalariin belirlenmesi proteomik ¢aligmalarin énemli arastirma alanlarini

olusturur (206). Ozellikle hastaligin erken teshisi ve yeni tedavi yontemleri ile
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ilgili calismalar proteomik alaninda yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir (207-209).

Yapilan ¢alismalar kanser ile ilgili yapilan proteomik incelemelerde hiicre,
doku, viicut sivilarinin kanser ile ilgili derin bilgiler sundugunu gostermektedir.
Hiicre kiiltiirii kolay 6rnek elde edilmesi ve bir ¢ok deneysel dizayn yapilabilmesi
nedeniyle proteomik ¢alismalarda ¢ok sik tercih edilmektedir (210). Viicut sivilar
ozellikle kanser tani ve tedavisinde kullanilabilecek biyobelirteglerin kesfinde,
takibinde kolay elde edilmesi ve islenebilmesi nedeniyle (211) kanser dokular1 ise
direkt olarak hastaligin gelisimi hakkinda en kesin bilgiyi verdigi i¢in proteomik
caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (212). Ancak bu farkli 6rnek tiplerinin bazi
dezavantajlara sahip oldugu c¢alismalarda gozlemlenmistir. Yapilan ¢aligsmalarda
hastalardan elde edilen viicut sivilar1 yada dokularla yapilan ¢alismalarin en biiyiik
dezavantajinin heterojen bir 6rnek havuzu meydana getirmis olmalaridir (206). Bu
heterojen yapinin ozellikle biyobelirteglerin  kesfedilmesinde sorun yarattigi
saptanmistir. Hiicre kiiltliriinde yapilan ¢alismalar ise homojen bir 6rnek karigimi
vermesine ragmen sonuglar hastalardan elde edilen doku ve viicut sivilan ile
celistigi saptanmustir (213). Bu nedenle yapilan ¢alismalarda bu farkli 6rnek tipleri
bir biitlin olarak incelenmistir. Hiicre kiiltlirii ile baglayan c¢alismalar daha
sonrasinda doku ve viicut sivilari ile devam etmistir (214).

Kanser tedavisi zor bir hastaliktir. Diinya c¢apinda farkli disiplinlerden bir
¢ok grup calismalar yapmaktadir. Ozellikle omik bilimlerin gelismesiyle birlikte
klasik kanser tedavilerinin etkisi daha derin bilgilerle incelenmektedir. Klasik
tedavilerin yani1 sira alternatif tedavi yontemleride yine omik bilimlerle
incelenmektedir. Alternatif tedavi yontemleri igerisinde ise dogal bitkisel bazli
iriinler gosterdikleri antikanserojen etkilerle dnemli bir yere sahiptir. Polifenolik
bilesikler ise bitkisel bazli iirlinler igerisinde en ¢ok ilgi ¢eken anti kanserojen
ajanlarin basinda gelmektedir. Ozellikle yiiksek polifenolik icerige sahip iiriinlerin
yiiksek antikanserojen etki gdstermesi ile son yillarda polifenolik bilesikler iizerine
yapilan ¢alismalar1 giderek artmistir (215, 216). Ozellikle son yillarda gelistirilen
“’Foodomik’’ yaklasimu ile birlikte bitkisel gidalarin insan sagligi lizerindeki etkisi
cok genis bir aralikta incelenmistir (217-219). Bu anlayis igerinde yapilan
caligmalarda biberiye (123), zerdecal (220), ozellikle iiziim ¢ekirdeginde mevcut

bulunan resveratrol (221), elma gibi meyvelerin kabuklarinda bulunan
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kuersetin(222) gibi maddelerin kolon kanseri {lizerinde etkili oldugu proteomik

calismalarla da belirlenmistir.
2.9. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanlar ve Kanser Uzerinde Etkileri

Kanama bozuklugu, viicut igerisinde sivi akiginin yaralanma, travma,
cerrahi  operasyonlar gibi olaylar sonucunda normal deri yapisinin
olusamamasindan kaynaklanmaktadir (223). Bu kosullarin olusumu sonucunda
meydana gelen kanama bozuklugu viicudun kendi onarim sistemi ile her zaman
onarilamaz. Ozellikle genetik olarak dezavantaja sahip kisiler igin bu durum hayati
onem arz etmektedir. Boyle durumlarda hemostatik ajan denilen kanama
durdurucular kullanilmaktadir.

Hemostatik ajanlar kanser hastaliginda 6zel bir 6neme sahiptir. Kanser de
olusacak lokal kanamalar hastalarin yasamlar1 agisindan ¢ok Onemlidir. Kanser
hastalarinin yaklagik %10 nu bu kanamalarla karsilasmaktadir. Kanamalar ani hasta
Oliimlerine sebep olmaktadir (224). Kanser hastalarinda olusan bu kanamalar
hastaliktan kaynaklandig1 gibi uygulanan kemoterapi veya radyo terapi sonucunda
da olusabilmektedir (225).

Kanser hastalarinda kullanilan hemostatik ajanlar o6zelliklerine gore ve
kullanilma prosediirlerine gore c¢esitli gruplara (bitkisel temelli, sentetiktemelli,
polisakkarit temelli gibi) ayrilmaktadirlar. Yapilan caligmalarda gerek viicut ile
daha uyumlu olmasi gerekse de yan etkilerinin az olmasi nedeniyle bitkisel
hemostatik ajanlar giiniimiizde kullanilmaktadir. Bu hemostatik ajanlarin basinda

polisakkarit bazli hemostatik ajanlar gelmektedir (226).
2.10. Proteomik Analizlerde Validasyon Calismalari

Yontem gelistirme siirecinde validasyon parametrelerinin yerine getirilmesi
gelistirilen metodun gecerli oldugunu gdstermektedir. Ozellikle biyolojik
orneklerin kullanildig1 ¢alismalar fazla miktarda belirsizlikler icermektedir.

Validasyon caligmalar1 analite ait standart ile yapilmaktadir. ICH
kilavuzuna gore validasyon caligmalarinda nitel analizde yapilmasi gereken tek
parametre Ozgiinliiktiir. Ancak yar1 nicel analiz yapilmasi, sistemin dogrulugunun

ve kesinliginin incelenmesinide gereklidir (227).



44

Proteomik calismalarda analitik yontem validasyonu genel olaraktam
anlamiyla yapilmamakta ve calismalarda goze c¢arpan eksikliktir. Proteomik
calismalarda analitik yontem validasyonu genel olarak standart proteinler ile
yapilmaktadir. Baz1 ¢alismalarda standart proteinlerin karisimi kullanilirken bazi
caligsmalarda standart proteinler tek basina analiz edilmektedir (228).

Ozgiinliik, analiz maddesi disinda matriks ortaminda bulunan diger
maddelerin gelistirilen analitik metot sonuglarini ne kadar etkilediginin 6l¢iisiidiir.

Dogruluk, deneysel verilerden elde edilen degerin ger¢ek degere olan
yakihigm gostermektedir. Dogruluk ile ilgili sonuglarin degerlendirilmesinde
ylizde bagil hata degerleri kullanilmaktadir.

Yontem kesinligi, dl¢limlerde gozlemlenebilen bir degerin tekrarlanabilme
kabiliyetini gostermektedir. Ol¢iimlerde elde edilen sonuglarin birbirine yakinlig
sistemin kesinligini tanimlama da kullanilmaktadir. Elde edilen deneysel verilerin
bagil standart sapmalarinin hesaplanmasi ile birlikte sistemin kesinligi belirlenir
vermektedir.

Proteomik ¢aligmalarda alikonma zamani ve peptitlerin pik alanlar1 6zellikle
nicel analiz i¢in 6nemli oldugundan incelenen parametredir. Peptitlere ait piklerin
alikonma zamanlar1 ve pik alanlar1 tekrarlanabilir sonuglar vermelidir (229). Peptit
yogunluklarinin aynmi1 enjeksiyon miktarindaki tekrarlanabilirligi de kesinlik
parametresi ile incelenmektedir.

Nano LC sistemlerde kesinlik parametresi i¢cin hem akis hizlarinda meydana
gelen dalgalanmalar hemde nano-ESI sisteminde meydana gelen stabilite
problemlerinden dolay1 yeterli sonuglar alinamamaktadir.

Tonetmin dogrusallik elde edilen sonuglarin kullanilan standart madde
derigimi ile orantili bir sekilde degisimidir. Cizilen grafiklerde egim, kesisim ve
korelasyon katsayis1 dogrusallig1 veren parametrelerdir.

Validasyon calismalarinda siklikla kullanilan standart proteinlerden en
onemlisi siir serum alblimindir. Sigir serum alblimin 607 tane amino asitten
olusmaktadir. Sigir serum albiimin stabil bir yapida olmasi, kolay temin edilebilir
olmas1 ve ucuz olmasi nedeniyle proteomik ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir
(230, 231). LC/MS bazli proteomik ¢aligmalarda 6rneklerin analizinden 6nce sigir

serum albiimin analizi yapilarak sistemin durumu incelenmektedir. Peptitlerin
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alikonma zamanlar1 ve yogunluklarinin tekrar edilebilir diizeyde olmasi

gerekmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kimyasallar ve Gerecler

Tez kapsaminda yapilan calismalarda hiicre kiiltiirii ortaminda kullanilan
kimyasallar Tablo 3.1, proteomik calismalar1 kapsaminda yapilan deneylerde
kullanilan kimyasallar ve tamponlar Tablo 3.2, cihazlar Tablo 3.3 ve

biyoinformatik ve istatistik programlar1 Tablo 3.4 igerisinde verilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre kiiltiirii i¢erisinde kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Firma
CaCo-2 hiicre hatt1 ATCC
Fotal sigir serumu (FBS) Sigma
Sodyum piriivat Sigma
Esansiyel olmayan amino asit karigimi Sigma
Sodyum bikarbonat Sigma
Glutamin Sigma
Penisilin-streptomisin Sigma
MEM-Eagle besi yeri Sigma
Fosfat tamponlu tuz (DPBS) Sigma
Homojenizasyon tamponu Sigma
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Tablo 3.2. Proteomik deneyler kapsaminda kullanilan kimyasallar

Alblimin

Kimyasal Firma Kullanim Amaci
DL-Ditiyotreitol Fluka Proteinlerin denatiire hale
(DTT) getirilmesinde
Protein assay Protein miktar tayininde
standard II (bovine Bio-Rad Y

) standart olarak
serum albumin)
DC Protein assay Bio-Rad Protein miktar tayininde
reagent A
DC Protein assay Bio-Rad Protein miktar tayininde
reagent B
DC Protein assay Bio-Rad Protein miktar tayininde
reagent S
Protein assay dye . o .
Bio-Rad Protein miktar tayininde
reagent
Iyodoasetamid : S
(IAA) Sigma Alkilleyici ajan
Metanol Sigma Proteinlerin ¢oktiiriilmesinde
Kloroform Merck Proteinlerin ¢oktiiriilmesinde
Amonyum Sigma Proteinlerin ¢dzlinmesinde
bikarbonat & ¢
Tripsin Sigma Proteinlerin par¢alanmasinda
. . S1vi kromatografisinde
Asetonitril Sigma hareketli faz olarak
. . S1v1 kromatografisinde
Distile su Sigma hareketli faz olarak
Formik asit Sigma Hareketli faz icerisinde iyon ¢ifti ajani
olarak
Sizir Serum Sigma Proteomik calismalarda

Standart protein olarak
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Tablo 3.3. Proteomik ¢alismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Firma Kullanim Amaci

Yiiksek b 1 i
tiksek basinglt Agilent 1290 Peptit karigimlarinin

s1v1 kromatografisi ayrilmasinda
Kiitle spektroskopisi (QTOF) Agilent 6530 Peptitlerin analizinde
Amonyum
Vakumlu santrifiij Labconco bikarbonatin
uzaklastirilmasinda

Yiiksek hizls Proteinlerin hiicre

Santrifii Hermle Lizatindan
) uzaklastirilmasinda
inkiibator Grant bio Proteinlerin peptitlerine
par¢alanmasinda

Homojenazitor Schiitt homgen | Hiicre homojenizasyonunda
Tablo 3.4. Proteomik ¢aligsmalarda kullanilan programlar

Program Kullanim Amaci
Agilent Mass Hunter Kromatogramlarin incelenmesinde
Maxquant Proteinlerin tanimlanmasi ve nicel analizinde
Perseus Maxquant sonuglarinin istatistiksel agidan incelenmesinde
Panther Gen ontoloji analizinde
String Protein-protein etkilesimi analizinde
Reactome Yolak analizinde
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3.2. Sigir Serum Albiimin Analizi
3.2.1. Sigir Serum Albiimininin Peptitlerine Parcalanmasi

Ticari olarak temin edilen s1gir serum albiimin %20 oraninda metanol igeren
(h/h) 100 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi (pH: 8.5) icerisinde 4000 ppm olacak
sekilde ¢oziilmiistiir. 25 pL sigir serum albiimin ¢dzeltisine 5 pL, 200 mM DTT
eklenerek 56 °C de inkiibe edilmistir. Bu siire¢ igerisinde disiilfit baglar1 kirilmastir.
Bu islem sonrasinda 20 pL, 100 mM iyodo asetamid eklenerek karisim 30 dk
boyunca oda sicakliginda ve karanlik bir yerde tutulmustur. Boylelikle sigir serum
albtimin alkillenmistir. Sigir serum albiiminin peptitlerine parcalanma iglemi ise
tripsin enzimi ile gergeklestirilmistir. Sigir serum albiimin ¢ozeltisine 1:100
oraninda (a/a) tripsin eklenmistir. Proteinin parcalanmasi ic¢in tripsin ile
inkiibasyonu 16 saat siirmiistiir. Inkiibasyon sicaklig1 ise 37 °C olarak ayarlanmuistir.
Inkiibasyon sonrasinda elde edilen peptit karisimi, amonyum bikarbonatin
uzaklastirilmasi i¢in vakum santrifiij icerisinde yaklasik 1 saat kadar santrifiij
edilmistir. Santrifiij esnasinda sicaklik 4 °C’ye ayarlanarak tripsin aktivitesi inhibe
edilmistir. Ayrica tripsin inhibisyonu i¢in formik asit eklenerek ortamin pH degeri
3.5’¢ kadar diigiirtilmiistiir. Amonyum bikarbonat ortamdan uzaklastirildiktan sonra
peptitler % 0.1 formik asit iceren (h/h) asetonitril icerisinde ¢Oziinmiis ve ultra
basingli sivi kromatografisinde (UPLC) uygulanmak iizere enjeksiyona hazir hale

getirilmistir.
3.2.2. Sigir Serum Albiimine ait Peptitlerin UPLC/QTOF ile Analizi

Karisim halinde bulunan peptitler UPLC ile C18 (Agilent, Zorbax, 2.1 mm
x 100 mm, 1.8 um, 300A) kolon igerisinde polaritelerine gore ayrilmustir. Sistem
igerisinde hareketli faz olarak asetonitril (%0.1 formik asit (h/h)) ve su (%0.1
formik asit h/h)) kullanilmistir. UPLC kolonun dengeye gelmesi igin yaklagik 50
kolon hacmi kadar hareketli faz sistemden gecirilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0.2
mL/dk olarak belirlenmistir. Sigir serum albliminin analizi i¢in 45 ve 70 dk olmak
iizere iki farkli gradient kullanilmistir (Tablo 3.5. ve Tablo 3.6.). Gozlemlenen
peptit sayilart goz Oniine alinarak hangi gradient sisteminin daha avantajli oldugu

arastirilmistir.



Tablo 3.5. Gradient sistemi 1

0 3 97
25 45 55
27 &5 15
29 &5 15
31 3 97
45 3 97

Tablo 3.6. Gradient sistemi 2

0 3 97
45 45 55
50 85 15
51 85 15
54 3 97
70 3 97

UPLC’den ¢ikan peptitler iyonlagsmalar1 i¢in elektrosprey iyonizasyon (ESI)
iinitesine gonderilerek burada Tablo 3.7. igerisinde gosterilen sartlar altinda
iyonlagmalar1 saglanmistir. Sistemde formik asit kullanilmasi ile birlikte peptitler
pozitif yliklenmistir. Tablo 3.7.de verildigi gibi elektrosprey iyonlasma kaynagi
icerisinde gaz halinde iyonik peptit tiirlerin elde etmek ic¢in sicaklik 350 °C ye
¢ikarilmig kapiler potansiyeli 4000 volt olarak belirlenmigtir. Diizgiin bir sprey

olusumu i¢in nebulizer basinci 45 psig olarak ayarlanmistir.
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Tablo 3.7. Elektrosprey iyonizasyon parametreleri

Iyon polaritesi Pozitif
Sicaklik 350 °C
Kurutucu gaz 10 L/dk
Nebulizer 45 psig
Kapiler potansiyeli 4000 V

Gaz halinde ki pozitif yiiklii peptitler daha sonra kiitle analizériine (QTOF)
dogru hareket etmislerdir. Tek boyutlu kiitle spektroskopisi (MS) analizi ile
proteinlere ait peptitlerin m/z degerleri bulunmustur. Birinci asama da MS

analizinde taranan m/z aralig1 100 ile 1700 arasinda sec¢ilmistir (Tablo 3.8.).

Tablo 3.8. MS parametleri

Kiitle aralig1 100-1700 m/z
Veri toplama hizi 2 spektra/sn
Veri toplama dongiisii 500 ms/spektrum

Daha sonra peptitlerin ikinci boyut kiitle spektroskopisi analizi olan tandem
MS degerleri (MS/MS) incelenmistir. Deneylerde MS/MS analizleri i¢in 300-1400
m/z aralig1 se¢ilmistir. Peptitlerin carpigsma indiiklii pargalanmasi i¢in ayarlanan
potansiyel 45 volt olarak belirlenmistir. Her bir MS/MS dongiisiinde minimum iyon
yogunlugu 1500 birim olarak belirlenmistir. Analizlerde her bir MS/MS
dongiisiinde yogunlugu en yiiksek 3 iyon incelenmis ve buna bagl olarak MS/MS

dongiisii 3,63 sn olarak gozlemlenmistir. Peptitlerde yiik araligi ise +2 ile +5
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arasinda se¢ilmistir. Bu parametreler dogrultusunda analiz edilen peptitler i¢in ham

MS/MS verileri elde edilmistir (Tablo 3.9.)

Tablo 3.9. MS/MS parametreleri

Tarama aralig1 300-1400 m/z
Parcalama enerjisi 45V
Maksimum iyon sayisi 3
Dongii zamani 3,63 sn
Haberci iyon yogunlugu alt sinir1 1500 birim

3.2.3. UPLC/QTOF Verilerinin Maxquant Programinda Analiz

Edilmesi

Sigir serum albliminin analizinde veri degerlendirme islemleri Maxquant
programi igerisinde yapilmigtir. Bu analizlerde Maxquant programina uygun
parametreler girilerek nitel analiz yapilmasi saglanmistir. Maxquant programi ile
elde edilen ham MS/MS degerleri veri bankalarinda bulunan teorik degerler ile
karsilastirilmistir.  Bu  karsilastirma isleminde deneysel sonuglarin secilen
parametrelere gore veri tabanindaki sonuglara ne kadar yakin oldugu
gozlemlenmistir.

Maxquant programiyla analizlerinde belirlenen ilk parametre parcalayici
enzim se¢imi olmustur. Parcalayici enzim olarak tripsin se¢ilmistir. Modifikasyon
parametreleri peptitler iizerinde sabit ve degisken olmak iizere iki baslik altinda
verilmigtir. Sabit modifikasyon olarak sistein iizerinde karboamidometilasyon,
degisen modifikasyon olarak metionin {lizerindeki oksidasyon ve proteinlerin —N
birimleri {lizerindeki asetilasyon secilmistir. Peptitlerin tanimlanmasi sirasinda en
kiigtik olas1 peptit uzunlugu 6, en uzun peptit uzunlugu ise 40 aminoasit olarak
belirlenmistir. Ayrica sistem 4600 Daltondan daha agir peptitleri elimine edecek
sekilde programlanmistir. Peptitlerin ve proteinleri nitel analizlerinde FDR degeri

0.01 olarak sec¢ilmistir. Modifikasyonlara ugramis peptitler icin skor 10 ve
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iizerindekiler kabul edilmistir. Sigir serum alblimin i¢in Bostaurus.FASTA veri
bankasi1 kullanilmistir.

MS ve MS/MS analizlerinde 20 ppm hata payr ile tarama yapilmustir.
Sonuglar veri bankalar ile karsilastirilmistir.

Ayrica Maxquant programi ile birlikte sigir serum alblimin 6rneklerine ait

peptitlerin ve proteinin yogunluklar1 hesaplanmistir.
3.2.4. Sistem Optimizasyonu ve Validasyon Calismalari

Sigir serum albiimin analizlerinde gelistirilen yontemin gecerliligi cesitli
parametrelerle test edilmistir. Yapilan ¢calismalarda 6zgiinliik, dogruluk, kesinlik ve

dogrusallik parametreleri incelenmistir (226).
Ozgiinliik

Tez c¢aligmasi kapsaminda sistemin 6zgiinliigii ile ilgili olarak sigir serum
albiimin icermeyen analiz ¢dzeltisi tripsin ve diger biitiin deneysel kimyasallar
icerecek sekilde hazirlanan kor c¢ozeltilerle analiz edilmistir. Ayni deneysel
kosullarda MS/MS verileri elde edilmeye calisilmigtir. Analiz verileri maxquant
programinda degerlendirilmistir. Boylelikle matriks ortamindan peptit analizini
etkileyen herhangi bir girisim kaynagi olup olmadig1 gézlemlenmistir. Caligmalar 6

tekrarli olacak sekilde yapilmustir.
Dogruluk

Nitel analizlerin yapilmasinda peptitlerin kiitlelerinin dogru bir sekilde
belirlenmesi gerekmektedir. Peptit kiitleleri Maxquant programi igerisinde
monoizotopik m/z degerlerinden faydalanarak belirlenmektedir. Belirlenen kiitleler
veri bankalarinda bulunan gercek degerleri ile Maxquant programi igerinde
karsilastirilmaktadir.

Calismalar kapsaminda farkl eslesme skorlarina sahip
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK, LGEYGFQNALIVR peptitlerinin kiitleleri
analizlerde takip edilmistir. 11 giin boyunca yapilan analizlerde deneysel olarak
hesaplanan peptit kiitleleri veri bankasinda bulunan gercek kiitle degerleri ile

karsilagtirtlmis ve yiizde bagil hata (% BH) degerleri hesaplanmistir. Boylelikle
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sistemin peptit kiitlelerini ne kadar dogrulukta verdigi belirlenmistir.
Kesinlik

(Calismalarda kesinlik parametresi 10 pg sigir serum albiimin ile 3 farklh
acidan incelenmistir.

Kesinlik analizlerinde ilk olarak 11 giin boyunca analizi yapilan 10 ug sigir
serum albiiminin peptitleri incelenmistir. 11 giinlilk verilerden peptitlerin nitel
analizlerinde degisimlerin olup olmadig1 ve nitel analizin tekrarlanabilirligi kontrol
edilmistir.

Bir baska kesinlik analizinde ise = GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK,
LGEYGFQNALIVR peptitlerinin 11 giin boyunca degisen alikonma zamanlari,
peptit yogunluklar1 ve eslesme skorlar1 incelenmistir. Yiizde bagil standart sapma
(%BSS) degerleri hesaplanmis ve sonuglar incelenmistir. Bdylelikle peptitlerin
kromatogram igerisindeki yerleri, yogunluklari ve nitel analizlerinde veri bankalari
ile karsilagtirma sonuglarinin tekrarlanabilirligi incelenmistir.

Kesinlik testleri protein seviyesinde de yapilmistir. Maxquant programinda
hesaplanan protein yogunlugu sonuclar1 11 giin boyunca takip edilmistir. Yiizde
BSS degerleri incelenerek sonuglarin tekrarlanabilirligine bakilmistir.

Elde edilen sonuglar kaynaklarda belirtilen nano LC yontemi sonuglari ile

karsilastirilmistir.
Dogrusalhk

Bu ¢alisma kapsaminda 0.5, 1, 5, 10 ve 20 pg sigir serum albiimin enjekte
edilmis ve Maxquant programinda hesaplanan peptit ve protein yogunluklarmin
enjeksiyon miktar1 ile degisimi incelenmistir. Peptit diizeyinde yapilan ¢aligmalarda
diger  parametrelerde  de  kullanilan =~ GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK,
LGEYGFQNALIVR kullanilarak  dogrusallik  parametresi i¢in  deneyler
yapilmistir.  Elde  edilen  sonuglar  kaynaklarda  belirtilen  sonuglarla

karsilastirilmistir.
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3.3. CaCo2 Kolon Kanseri Hiicrelerinin Proteomik Acidan incelenmesi
3.3.1. CaCo2 Kolon Kanseri Hiicre Kiiltiirii Calismalari

CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogaltilmas: ve hiicre lizatlarin eldesi ve
deneylerde kullanilmadan once -80 °C saklanmas1 Hacettepe Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda Prof. Dr. Ozden Tacal ve Yrd.
Dog. Dr. Kevser Biberoglu tarafindan yapilmastir.

CaCo2 kolon kanseri hiicreleri dnce % 20 fotal sigir serumu, % 1 sodyum
piriivat, % 1 non-esansiyel amino asit, % 3 sodyum bikarbonat, % 1 Glutamin, % 1
penisilin-streptomisin igeren MEM-Eagle besi yerinde 75 cm®lik flasklarda
cogaltilmistir. Bu islemde proteomik analizler i¢in yeterli olacak hiicre sayisina

ulagincaya kadar devam edilmistir.
3.3.2. Numune Hazirlama

Hiicre kiiltiirii calismalar1 sonras1t CaCo2 kolon kanseri hiicre hatlart DPBS
(138 mM NaCl, 2.7 mM KCIl, 10 mM Na:HPOs4, pH : 7.4, ) ¢ozeltisi ile yikanarak
homojenizasyon tamponunda (10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 120 mM NaCl,
pH:7.4) ¢6zlilmiis ve homejenize edilmistir. Homojenat santrifiij edilmis(14.000 g x
14 dk, 4 °C’ de) ve santrifiij islemi sonrasinda olusan ¢okelti (niikleer fraksiyon ve
mitokondriyal fraksiyon) atilmistir. Kalan ¢ozelti ultrasantrifiij cihazinda tekrar
santrifiij (100.000 g x 1 saat, 4 °C’ de) edilmistir. Santrifugat (sitozolik fraksiyon)
alinarak kullanilacagi zamana kadar -80 °C’ de 500 pL’ lik fraksiyonlar halinde
saklanmistir. Elde edilen hiicre lizat1 proteomik deneyler i¢in saklanmigtir. Hiicre

lizatlar1 deney 6ncesi oda sicakliginda ¢ozdiiriilerek hazir hale getirilmistir.
3.3.3. Protein Miktar Analizi

Hiicre lizatlar1 igerisindeki proteinlerin miktar analizi Bio-Rad deterjan
uyumlu 6lgiim sistemi (Bio-Rad DC™) ile yapilmustir. Bu sistemin temeli
proteinlerin bakir ile kompleks olusturmasi ve sonrasinda Folin reaktifinin bu
kompleks tarafindan indirgenmesine dayanan kolorimetrik bir Olglime dayal
yontemdir. Bu sistem tiim ¢alismalarda standart olarak kullanilan ticari kit tirlinleri

ile yapilmaktadir.
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750 nm dalga boyunda Bio-Rad standart sigir serum albiimin ile
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Regresyon denklemi ve tanimlayicilik katsayisi

hesaplanarak regresyon denkleminden proteinlerin miktar tayini yapilmistir.
3.3.4. Proteinlerin Metanol, Kloroform, Su Karisim ile Coktiiriilmesi

Elde edilen hiicre lizatlarinda bulanan proteinlerin diger bilesenlerden
ayrilmasi i¢in son derece gilivenilir, hizli ve tekrar edilebilir bir yontem olan
metanol, kloroform, su karigimi kullanilmigtir. 100 pL hiicre lizat1 iizerine 400 pL
metanol eklenerek 2 dk vortekslenmistir. Bu karisimin iizerine 100 pL. kloroform
eklenerek yine 2 dk vortekslenmistir. Son olarak sisteme 300 pL su eklenmigtir. 2
dk’lik vorteks sonrasinda 14000 g’de 5 dk’lik santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasinda 3 fazli bir sistem ortaya ¢ikmustir. Ilk olarak iistteki sulu faz igerisinde
polar metabolitler ayrilmigtir. Alttaki organik fazda ise lipidler bulunmaktadir. Bu
iki fazin ortasinda ise kati protein pelleti gdzlemlenmistir. Ustteki faz ortamdan
uzaklastirilarak 400 puL metanol eklenmistir. iki dk’lik vorteks sonrasinda 14000
g’de 5 dk’lik santrifiij yapilmistir ve proteinler tiipiin dibine ¢okmiistiir.
Santrifiigatin uzaklastirilmasindan sonra proteinler metanol ve kloroformun

tamamen sistemden uzaklagmasi i¢in 15 dk boyunca oda sicakliginda birakilmustir.
3.3.5. Protein Karisiminin Parcalanmasi

Hiicre lizatindan elde edilen protein pelleti 100 mM amonyum bikarbonat
(%20 metanol (h/h)) ¢ozeltisi igerisinde 4 mg/mL olacak sekilde ¢éziinmiistiir.
Cozlinme isleminde ornekler yaklasik 30 dk sonikatdrde birakilmistir. Sonrasinda
proteinlerin indirgenmesi i¢in 25 pL protein ¢ozeltisi tizerine 200 mM, 5 uLL DTT
eklenmistir. DTT ile inkiibasyonu 56 °C’ de 15 dk boyunca devam etmistir. Ug
boyutlu yapisi bozulan proteinlerin alkillenmesi i¢in 20 pL, 100 mM iyodoasetamid
eklenmistir. Karanlik ortamda, oda sicakliginda 30 dk boyunca Ornekler
inkiibasyona birakilmistir. Bu islemler sonrasinda tripsin enzimi 1:50 (a/a) oraninda
eklenerek CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait proteinlerin pargalanmalari
saglannmugtir. Bu islem esnasinda sicaklik 37 °C’ ye ayarlanmistir. Inkiibasyon
stiresi 18 saat olarak belirlenmistir. 18 saat sonra elde edilen peptit karisimi1 vakum

santrifiijde birakilarak amonyum bikarbonatin ugurulmasi saglanmistir. Vakum
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santrifiij sonras1 peptit karisgmi 50 pL, %0.1 formik asit iceren (h/h) asetonitril
icerisinde ¢oziilmiistiir. Islem sonucunda protein konsantrastonu 4 mg/mL protein
konsantrasyonu olacak sekilde ¢ozelti elde edilmistir. Bdoylelikle elde edilen peptit
karisimlart UPLC/MS analizleri i¢in hazir hale getirilmistir.

3.3.6. Peptitlerin UPLC/MS ile Analizi

CaCo2 kolon kanseri hiicreleri igerisinde bulunan peptitlerinin UPLC ile
analizinde kullanilan kromatografik sartlar sigir serum alblimin i¢in belirtilen
sartlarla hemen hemen aynidir (Boliim 3.2.2.). CaCo2 kolon kanseri hiicre hatti
ylizlerce protein igermektedir. Bu proteinlerin tripsin ile par¢alanmasi ile birlikte
binlerce peptit olugsmustur. Bu peptitlerin bazilar1 yiiksek konsantrasyonda
bulunuyorken bazi peptitler eser miktarda bulunmaktadir. Konsantrasyon farkliligi
oldukga fazla olan bu binlerce peptidin UPLC ile ayrilmasi i¢in daha uzun gradient
stiresine gereksinim duyulmustur. Kaynaklarda belirtilen gradient siireleri
g0zoniline alinarak 150 dk’lik gradient sistemi kullanilmistir (Tablo 3.10.).
Boylelikle daha etkin ayirim yapilarak elektrosprey iyonlasma kaynaginda daha
fazla peptidin iyonlagmasi saglanmistir.

Si1g1r serum alblimin analizlerinde oldugu gibi, hacim olarak % 0.1 formik
asit iceren (h/h) asetonitril ve sudan olusan hareketli faz kullanilmistir. Gradient
sistemi icerisinde kompleks peptit karisimi % 3-% 45 asetonitril araliginda

ayrilmistir. Sonrasinda sistem yikama ve yeniden baslangic kosullarina donmiistiir.

Tablo 3.10. CaCo2 Hiicre proteinlerinin analizi i¢in kullanilan gradient sistemi

0 3 97
130 45 55
135 85 15
136 85 15
138 3 97
150 3 97
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UPLC ile ayrilan peptitlerin daha sonra elektrosprey iyonlasma kaynaginda
iyonlagmalar1 saglanmistir. Peptitlerin iyonlagsmasi i¢in Tablo 3.7. igerisinde
kullanilan parametreler aynen kullanilmistir.

Iyonlasan peptitlerin MS ve MS/MS analizleri QTOF analizérii icerisinde
yapilmigtir. QTOF analizlerinde MS ve MS/MS verileri elde etmek i¢in kullanilan
deneysel parametreler sigir serum alblimin i¢in kullanilan paremetrelerle aynidir
(Tablo 3.8., Tablo3.9.). Sigir serum albiiminden farkli olarak sistemde 150 dk
gradient kullanilmistir (Tablo 3.10.). Bu nedenle MS/MS verileri 130 dk boyunca
sistemden elde edilmis, sonrasinda sistem yikama ve yeniden baglangi¢ kosullarina
doniilmiistiir.

CaCo2 kolon kanseri hiicresindeki proteinlerin analizleri icin 20, 40 ve 80 ng

miktarinda enjekte edilmistir. Her bir miktar i¢in 3’er defa analiz yapilmistir.
3.3.7. Verilerin Maxquant Programinda Degerlendirilmesi

Elde edilen MS/MS deney sonuglar1 Maxquant programinda veri bankasi
olarak uniprot HUMAN kullanilarak degerlendirilmistir.

Nitel analizde ilk olarak MS peptit kiitleleri taranarak olas1 peptitler
belirlenmistir. Sonrasinda ise belirlenen peptitlerin MS/MS verileri teorik
sonuclarla karsilastirilmistir. MS ve MS/MS verilerinin teorik sonuglarla
karsilastirilmasinda 20 ppm hata limiti belirlenmistir.

Sabit modifikasyon olarak sistein {izerinde karboamidometilasyon ve
degisen modifikasyon olarak metionin {izerindeki oksidasyon ve proteinlerin —N
birimleri {izerindeki asetilasyon secilmistir. Peptitlerin tanimlanmasi sirasinda en
kiigiik olas1 peptit uzunlugu 6, en uzun peptit uzunlugu ise 40 aminoasitten
meydana gelecek sekilde diisiiniilmiistiir. Ayrica sistem 4600 Daltondan daha agir
peptitleri elimine edecek sekilde programlanmistir. Peptitlerin nitel analizlerinde
FDR degeri 0.01 olarak secilmistir. Proteinler i¢cin FDR degeri 0.01 olarak
belirlenmistir. Modifikasyonlara ugramis peptitler i¢in skor 10 ve iizerindekiler
kabul edilmistir. Proteinlerin tanimlanmasi ic¢in bir proteinlerin en az 10 skor
puanina sahip olmasi istenmistir.

20, 40 ve 80 pg protein analizlerinde her bir miktar i¢cin 1ii¢ enjeksiyon

yapilmistir. Maxquant programi ile analizlerde yapilan biitiin enjeksiyonlardan elde
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edilen sonuglar incelenmistir. En az 2 enjeksiyonda gozlemlenen proteinlerin nitel
analizi kabul edilmistir.

Nicel analiz ¢aligmalarinda maxquant programi igerisinde isaretsiz nicel
analiz algoritmasi (MLFQ algoritmasi1) kullanilmigtir. Proteinlere ait peptitlerden
yola ¢ikarak proteinlerin yogunluklar1 hesaplanmistir. Bir proteinin yogunlugunun
belirlenebilmesi i¢in o proteine ait en az iki peptit yogunlugunun sistem igerisinde
olmas1 gerektigi belirlenmistir. Elde edilen protein yogunluklar1 toplam protein
yogunluklarina gore normalize edilmis bdylelikle deneysel hatalarin pay1 en aza

indirilmistir.

3.3.8. Maxquant Sonuclarinin Perseus Istatistik Programinda

Degerlendirilmesi

Perseus ile analizlerde oncelikle kontaminasyon olabilecek proteinler ve
tuzak veri bankasi ile eslesen yanlis proteinler verilerde elimine edilmistir. Analiz
edilen proteinlere ait yogunluklar daha rahat islem yapilabilmesi maksadiyla Log 2
tiirline ¢evrilmistir.

80 png protein miktar1 icin yapilan 3’er enjeksiyondan elde edilen veriler
Maxquant programinda degerlendirildikten sonra Perseus programi ile analiz
edilmistir. Perseus programinda 3 enjeksiyondan elde edilen protein yogunluklar

incelenmistir.
Sonuclarin Hiicre Biyoloji Icerisinde Degerlendirilmesi

Gelistirilen UPLC/MS yontemi ile analiz edilen proteinler hiicre icerisinde
bulunduklar1 yere, sinifa ve molekiiler 6zelliklerine gore gen ontoloji analizi ile
incelenmistir.

Nitel analizi yapilan proteinlerin hiicrenin hangi kisimlarindan geldigi,
hiicre igerisindeki islevlerinin ne oldugunu anlamak i¢in elde edilen proteinler gen
ontoloji analizi ile incelenmistir. Boylece Panther programu ile yapilan gen ontoloji
analizleri ile Proteinleri hiicre igerisinde hangi biyolojik siire¢lerde bulunduklari,
hangi protein smifina ait olduklari, hiicrenin hangi parcasinda olduklari

saptanmigtir.
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Proteinlerin bagli olduklar1 gen isimleri girilerek proteinlerin sistemde

tanimlanmas1 saglanmistir. Ornek i¢in taksonomik birim homo sapiens secilmistir.

3.4. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanin CaCo2 Kolon Kanseri

Hiicreleri Uzerindeki Etkisinin Proteomik Acidan Incelenmesi
3.4.1. Ornek Hazirlama

CaCo2 kolon kanseri hiicreleri daha onceki bdliimlerde anlatildigi gibi
hiicre kiiltiirii icerisinde ¢ogaltilmistir (Boliim 3.3.1.). Kolon kanseri hiicrelerinin
cogaltilmasindan sonar bitkisel temelli hemuistatik ajan ile muamele edilmesi islemi
Hacettepe {iiniversitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda Prof. Dr. Ozden Tacal ve Yrd. Dog. Dr. Kevser Biberoglu
tarafindan yapilmigtir. Hiicreler daha sonra 2 gruba ayrilmistir. Birinci gruba 8
uL/mLlik bitkisel temelli hemostatik ajan eklenmistir. Hemostatik ajanin
eklenmesinden sonra 48 saatlik bir inkiibasyon siiresi beklenmistir. Bu gruba T
grubu denilmistir. Diger hiicre grubana ise hemostatik ajan eklenmemis ve kontrol
grubu olarak ayni kosullarda 48 saat bekletilmistir. Bu gruba K grubu denilmistir.

Liziz prosediirleri, proteinlerin ¢oktiiriilmesi, proteinlerin miktarinin
belirlenmesi, proteinlerin peptitlerine pargcalanmasi kisimlart Boliim 3.3. icerisinde

belirtilen sekilde yapilmistir.
3.4.2. Proteinlerin UPLC/MS Yontemi ile Analizi

Proteinler Tablo 3.10°da kullanilan gradient sistemi ile UPLC yontemi ile
analiz edilmistir. Analiz sirasinda kullanilan MS ve MS/MS parametreleri daha

once belirlenen parametrelerle olacak sekilde ayarlanmistir (Boliim 3.2.2.).
3.4.3. UPLC/MS verilerinin Maxquant Programi ile Degerlendirilmesi

Maxquant programui ile yapilan analizler Bolim 3.3.7°de belirlenen sartlar

altinda yapilmistir.

3.4.3. Maxquant Programi ile Elde Edilen Sonuclarin Perseus Programi

ile Degerlendirilmesi
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Maxquant programi ile elde edilen veriler Perseus programinda
incelenmistir. Elde edilen protein yogunluklari K ve T gruplari arasinda ¢ift yonlii t
testi yapilarak karsilagtirnlmistir. Bu test sonucunda farkliligi istatistiksel olarak
anlamli olan proteinlerin degisim oranlar1 bulunmustur (p<0.05).

Elde edilen protein analizleri iki tiirlii degerlendirilmistir. {1k olarak bitkisel
hemostatik ajan etkisi ile azalan proteinler, ikinci kisimda ise bitkisel hemostatik

ajan etkisi ile artan proteinler belirlenmis ve degerlendirilmistir.
3.4.5. Verilerin Hiicre Biyolojisi I¢erisinde Degerlendirilmesi

Elde edilen sonuclar String programi ile degerlendirilmistir. Bu program ile
miktar1 artan veya azalan proteinlerin aralarindaki iliskiler incelenmistir. Ayrica
bulunan sonuglar kaynaklardaki sonuglarla karsilastirilarak bitkisel hemostatik
ajanin hiicre igerisinde hangi 6nemli yolak ve hedefleri etkiledigi arastirilmistir.

Calismalarda taksonomik birim olarak homo sapiens belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Gelistirilen UPLC/MS yo6nteminden elde edilen verilerin incelenmesi ve bu
verilerin  protein diizeyinde degerlendirilebilir hale gelmesi Maxquant

biyoinformatik sistemi kullanilarak gerceklesmistir.
4.1. Sigir Serum Albiiminin Nitel Analizi

Sig1ir serum albiimin proteini referans standart madde olarak ele alinmustir.
Tez kapsaminda gelistirilen UPLC/MS ydnteminin Maxquant programi ile uyumlu

ve glivenilir sonuglar verip vermedigi arastirilmistir.
4.1.1. Gradient Siiresinin Optimizasyonu

Sigir serum albiiminin UPLC ile analizinde iki farkli gradient sistemi
kullanilmistir. Toplamda 70 (gradient 1) ve 45 (gradient 2) dk bu iki gradient
(Bolim 3.2.2. Tablo 3.5 ve Tablo 3.6) sistemi nitel analiz sonuglari ile
karsilastirilmistir.

Sekil 4.1 ve 4.2°de gradient 1 ve gradient 2’den elde edilen sigir serum

albiimin kromatogramlar1 gosterilmistir.

108 [¢ESI TIC MS{al)Frage200.0V 10BSAdScolTrduze3.d
! "

yogunluk

T23 4567 890N RBUBBTB000RBUB57R0NUYDWURRT WL 442434 454 47 4849 50 5152 53 54 55 5 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69
Dakika

Sekil 4.1. S1g1r serum albiiminin 70 dk’lik gradient kromatogrami
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Sekil 4.2. S1g1r serum albiiminin 45 dk’lik gradient kromatogrami

4.1.2. Proteinlerin Nitel Analizinde Enjeksiyon Miktariin

Optimizasyonu

Sigir serum albiiminin analizinde degisik miktarlarda proteinler (0,5, 1, 5,
10 ve 20 pg) enjekte edilmistir. Her bir miktar i¢in 3 tekrar yapilmis ve en az iki
enjeksiyonda gozlemlenen peptitler incelenmistir.

Bu enjeksiyon miktarlar1 i¢in elde edilen kromatogramlar Sekil 4.3.°te her
bir enjeksiyon miktar1 i¢in Maxquant programi ile yapilan analizlerde elde edilen
peptit sayilar1 ve sigir serum albiiminin yiizde olarak protein icerikleri Tablo 4.1.’de
verilmistir.

Tablo 4.2.”de her bir enjeksiyonda nitel analizi yapilan peptitlerin amino asit
dizileri verilmistir.

Artan enjeksiyon miktart ile birlikte artan peptit sayilar1 ve nitel analizi

yapilan sigir serum alblimin ylizde olarak protein igerikleri Sekil 4.4.’de verilmistir.
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Sekil 4.3. a2) 0,5,b) 1, ¢) 5, d) 10, e) 20 pg sigir serum albiimine ait kromatogramlar

Tablo 4.1. 0.5, 1, 5, 10, 20 pg s1gir serum albiimine ait peptit sayilari ve

tanimlanabilen protein ylizdesi

BSA miktar1 (ng) Peptit sayilan Protein icerigi %
0.5 14 28
1 21 42
5 26 48
10 34 58
20 38 63




Tablo 4.2. 0,5, 1, 5, 10, 20 pg si1gir serum albiimine ait peptitler
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Peptit
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70 -

60 -

50 1 u BSA miktan
(1g)

40 - -Peptit
sayilari

30 - Protein

20 icerigi %

1 2 3 4 5

Sekil 4.4. Enjeksiyon miktari ile birlikte nitel analizi yapilan peptit sayisinin ve
ylizde protein igeriginin degisimi
4.2. Maxquant ile Ornek Peptit Nitel Analizi
Sekil 4.5.”de ayristirilmis iyon kromatografisi igerisinde pik goriilmektedir.
Goriilen pikin alikonma zamani 36,8 dk olarak belirtilmistir. Pikin izotop kiimeleri

Sekil 4.6.°da verilmistir. Elde edilen monizotop pikinin MPCTEDTLSLINR
peptidine ait teorik MS/MS verileri ile eslesmesi Sekil 4.7.’de verilmistir.

o

+ESI EIC(863.1952) Scan Frag=200.0v 10BSAT0gduzelft.d

I T T T R I I Y I
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.5. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait ayrigtiritlmis iyon kromatografisi
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Sekil 4.6. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait izotop pikler
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Sekil 4.7. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait MS/MS verileri ve eslesen fragment

iyonlart.
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On tarama sonras1 monoizotopik pike ait MS/MS verisi olas1 peptide ait
MS/MS verisi ile karsilastirilmasi ile yapilan fragment iyon eslesmesi ve Tablo

4.3.’de eslesme hata paylar1 verilmistir.

Tablo 4.3. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait fragment iyonlar1 ve eslesmede

gbzlemlenen kiitle hatalari.

Iyon Olciim hatasi (ppm)
vl 12.9547
V2 142285
y3 10.6168
va 7.45017
Vs 53912
V6 5.6604
V8 0.6500
V9 203534
Vil 20.5625
y12 3.4685
NE 278013
y1-NH: 18.7195
y2-NH; 15.0451
y3-NH3 10.7929
v4-NH: 0.5628
v6-H20 16.1725
y8-NH3 -9.3102
y11-H:0 33,1103
y12-H20 4.9824
y13-H20 49974
a2 -11.4955
b2 -5.6915
b3 13.0506
b4 -2.8241
b4-H20O 0.4906
b5 9.9068
b5-H20 11.8860

Tez c¢aligmasinda standart sigir serum albiimin ve CaCo2 kolon kanseri
hiicrelerine ait peptitlerin nitel analizleri bu ornekteki gibi yapilmistir. Nitel
analizleri yapilan Peptitlerden yola c¢ikarak proteinlerin de nitel analizleri

yapilmistir.



69

4.3. Sigir Serum Albumin Analizlerinde Validasyon Calismalari

Validasyon c¢alismalarinda bazi parametreler hem protein hem de peptit
diizeyinde calisilmistir. Analizler ICH klavuzuna gore yapildigi icin 6zglinliik
parametresi ile caligmalara baglanilmistir (226); daha sonraki calismalarda

dogruluk, kesinlik ve dogrusallik parametreleri de ¢alisilmustir.

Ozgiinliik

Ozgiinliik deneyleri i¢in 10 pg si@ir serum albiimin olan ve sigir serum
albiimin proteini olmayan kor ¢ozeltiler analiz edilmistir. Bu orneklerin analizine

ait kromatogramlar Sekil 4.8.’de verilmistir.

yogunluk
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Sekil 4.8. a) Igerisinde Si181r serum albiimin olmayan ortamda (kor ¢ozelti ) elde

edilen kromatogram, b) S1g1r serum albliminli ortamda elde edilen

kromatogram,

Dogruluk

Peptitlerin nitel analiz sonucglarinda Maxquant programi ile hesaplanan

peptit kiitlesi gercek degerler ile karsilastirilmistir. 11 giin boyunca yapilan
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Olctimlerden elde edilen peptit kiitleleri very bankalarinda bulunan gercek degerler
ile karsilagtirilmis ve %BH degerleri hesaplanmustir.
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK, LGEYGFQNALIVR peptitleri  dogruluk
analizlerinde kullanilmistir. Bu peptitlere ait MS/MS verisi ve amino asit dizilimi
Sekil 4.9. ve 4.10.’da verilmistir. Tablo 4.4."de  GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK
peptidi ve Tablo 4.5.’de LGEYGFQNALIVR peptidi i¢in 11 giinde elde edilen

sonuclar verilmistir.
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Sekil 4.9. GLVLIAPSQYLQQCPFDEHVK peptidine ait MS/MS spektrumu ile

birlikte nitel analizde tespit edilen fragment iyonlar ve amino asit dizileri
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Aminoasit dizisi

Sekil 4.10. LGEYGFQNALIVR peptidine ait MS/MS spektrumu ile birlikte nitel

analizde tespit edilen fragment iyonlar ve amino asit dizileri

Tablo 4.4. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidine ait deneysel ve gergek

kiitlelerin karsilagtirilmasi

Deneysel peptit kiitlesi (Da) | C¢T¢eK Iz]e)l;t)‘t kutlesi |y i de bagl hata
2491, 2562 24912569 2.83x10°
24912587 2491,2569 722107
2491,2560 2491,2569 3,61 x107
24912572 2491,2569 21,20 x107
2491,2571 2491,2569 -8,02 x10°¢
24912543 2491,2569 1,04 x107
24912577 24912569 321 x10°
24912531 2491,2569 1,52 x10°
24912582 2491,2569 521 x107
24912567 2491,2569 8,02 x10°
24912578 24912569 33,61 x10°7
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Tablo 4.5. LGEYGFQNALIVR peptidine ait deneysel ve teorik degerlerin

karsilastirilmasi
Deneysel peptit kiitlesi Gerg¢ek peptit kiitlesi Yiizde bagil
(Da) (Da) Hata

1478,7884 1478,7881 -1,62 x107°
1478,7888 1478,7881 -4,32x107
1478,7869 1478,7881 8,52 x107
1478,7879 1478,7881 1,75 x10°°
1478,7887 1478,7881 -3,65 x10°°
1478,7883 1478,7881 -9,46 x10°¢
1478,7867 1478,7881 9,87 x10°°
1478,7892 1478,7881 -7,03 x10°
1478,7884 1478,7881 -1,62 x107
1478,7876 1478,7881 3,78 x10°°
1478,7881 1478,7881 4,05 x10°¢

verilmistir.

1479,5895
1479,0895
N
E 1478,5895

1478,0895

Peptitlerin m/z degerlerinin 11 giin boyunca degisimleri Sekil 4.11.’de

1477,5895

2492,252
2491,752
N
E 2491,252

2490,752

10

12

2490,252 -
0

10

12

Sekil 4.11. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK (a), LGEYGFQNALIVR (b)

peptitlerine ait MS degerlerinin 11 giin boyunca degisimi
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Kesinlik

Sistemin kesinligi ile ilgili olarak ii¢ farkli yontem kullanildigi deneysel
kisimda belirtilmistir (Boliim 3.2.4). Yapilan analizlerle her giin yeni hazirlanan 10
ug sigir serum albiiminlerle birlikte 11 giin boyunca devam edilmistir ve her giin 3
enjeksiyon yapilmistir (n=3).

Ik kisimda s1g1r serum albiimininin nitel analizinin verimini incelemek igin
11 giin boyunca elde edilen veriler Maxquant programinda incelenmistir. Elde dilen
sonuclarda 11 gilin boyunca her giin Tablo 4.6. icerisinde gosterilen 27 peptit nitel
analizde saptanmistir. CCTESLVNR, ECCHGDLLECADDR,
DDPHACYSTVFDK,VPQVSTPTLVEVSR,TVMENFVAFVDKCCAADDKEAC
FAVEGPK.ETYGDMADCCEKQEPER,SHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAED
KDVCK peptitleri ise 11 giinliik caligmada 10 giin boyunca; EACFAVEGPK,
KQTALVELLK, VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK, HPYFYAPELLYYANK,
MPCTEDYLSLILNR peptitleri ise 9 glin boyunca gozlemlenmistir.

Tablo 4.6. 11giin siiresince yapilan deneylerde bulunan ortak peptitler

Peptitler

KVPQVSTPTLVEVSR

LFTFHADICTLPDTEK

MPCTEDYLSLILNR

SLHTLFGDELCK

ETYGDMADCCEK

RHPYFYAPELLYYANK

SHCIAEVEK

DAFLGSFLYEYSR

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK

VLDQYIFELSR

YNGVFQECCQAEDK

YICDNQDTISSK

RHPEYAVSVLLR

ECCHGDLLECADDR

TCVADESHAGCEK

LGEYGFQNALIVR

NECFLSHKDDSPDLPK
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EYEATLEECCAK

VHKECCHGDLLECADDR

TVMENFVAFVDK

DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK

YLYEIAR

RPCFSALTPDETYVPK

VHKECCHGDLLECADDRADLAK

HLVDEPQNLIK

LKPDPNTLCDEFKADEK

QTALVELLK

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitleri
tekrarlanabilirlik ~ calismalarinda  kullanilmistir.  Sekil 4.12.°de  alikonma
zamanlarinin giinler arasl degisimi verilmis, %BSS degeri
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi i¢in % 0.19 ve LGEYGFQNALIVR
peptidi i¢in % 0.17 olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.12. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR

peptitlerinalikonma zamanlarinin giinler aras1 degisimi
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Maxquant programi ile peptitlerin  yogunluklari 11 giin boyunca
hesaplanmistir (Sekil 4.13). GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi i¢in %BSS
degeri % 11,24, LGEYGFQNALIVR peptidi i¢in ise %BSS degeri % 14,58 olarak

bulunmustur.
50000000 -~
40000000 - M
<4
jem)
= 30000000 -~
jem)
P&
S 20000000 -
10000000 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
GUN
30000000 -
B \o—o-—/\/
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jem)
ol
4
=]
'8 10000000 -
S
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
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Sekil 4.13. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine

ait yogunluklarimin 11 giin boyunca degisimi

Calismalarda eslesme skorlar1 da kullanilmistir. Bunun igin MS/MS verileri
elde edilen peptitlerin teorik sonuglar ile ne kadar eslestigi incelenmistir. Burada
yapilan Ol¢iimlerde GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR
peptitleri i¢in skorlardaki gelen %BSS degerleri 6l¢iilmiis ve % 12.29 ile % 15.75
degeri olarak hesaplanmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine

ait eselesme skorlarmin 11 giin boyuca gosterdigi degisimi

Protein boyutunda da tekrarlanabilirlik analizleri yapilmistir. Sigir serum

albiimin ile yapilan ¢aligmalar Sekil 4.15‘e verilmistir. Protein yogunlugunun %

BSS degeri %14.27 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.15. Sigir serum alblimin proteinine ait yogunluklarin 11 giin boyunca

degisim grafigi
Dogrusalhk

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait
yogunluklar Maxquant programi ile hesaplandiktan sonra enjeksiyon miktarina
gore grafige ge¢irilmis ve dogrusallik denklemleri Sekil 4.16. ve Sekil 4.17.°de
verilmistir. Yapilan analizlerdeki GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi i¢in R?
degeri 0.976 olarak gozlemlenirken LGEYGFQNALIVR peptidi i¢in 0.992 olarak

belirlenmistir.
60000000 - y = 2x106% + 1x107
50000000 - R?=0,9760
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1
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Sekil 4.16. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidine ait yogunlugun enjeksiyon

miktari ile degisimi
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Sekil 4.17. LGEYGFQNALIVR peptidine ait yogunlugun enjeksiyon miktari ile

degisimi

Peptitler i¢in yapilan analizler protein boyutunda da sigir serum albiimin ile
yapilmistir. Maxquant programi ile hesaplanan protein yogunlugu enjeksiyon
miktarina gore grafige gecirilmis ve  dogrusallik denklemi Sekil 4.18.’de

verilmistir. Protein igin yapilan analizlerde R? degeri 0.9749 olarak bulunmustur.

350000000 - y = 1x107x + 7x107
300000000 - R* = 0,9749
2 250000000 -

= 200000000 -
& 150000000 -
> 100000000 -
50000000 -

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Protein enjeksiyon miktar1 (pg)

Sekil 4.18. Protein yogunlugunun enjeksiyon miktari ile degisimi
4.4. CaCo2 Kolon Kanseri Hiicrelerinin Proteomik Ac¢idan Nitel Analizi

Protein miktar analizlerinde ilk olarak kit igerisinde bulunan sigir serum
alblimin ile kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir (Sekil 4.19). Elde edilen kalibrasyon
dogrusu sonrasinda hazirlanan CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin konsantrasyonu

1.106 mg mL! olarak hesaplanmustr.
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Sekil 4.19. S18ir serum albiimin standart proteini ile kalibrasyon dogrusu
4.4.1. CaCo2 Hiicrelerinin LC/MS ve Maxquant Programi ile Analizleri

Proteomik analizler i¢in ilk 6nce analiz edilecek optimum protein miktari
20, 40 ve 80 pg enjeksiyon miktar1 kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Sekil
4.20.’de gortildiigii gibi 20, 40 ve 80 pg proteinleri enjekte edilmistir ve her bir
enjeksiyon sonrasi elde edilen MS/MS verilerinden faydalanarak proteinlerin nitel
analizi yapilmistir. Elde edilen MS ve MS/MS verileri Maxquant programinda
analiz edilmistir. Analizler sonucunda 3 farkli enjeksiyondan 20 pg icin Sekil
4.21.’de gosterilen Venn semasi elde edilmistir. Sekil 4.22. ve 4.23.°de ise 40 ve 80

ug protein miktarlari i¢in elde edilen Venn semalar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.20. 20, 40 ve 80 ng protein enjeksiyon miktarlarina gore elde edilen

kromatogramlar

E1l

A E2

Sekil 4.21. 20 pg CaCo2 kolon kanseri hiicresi i¢inde bulunan ve 3 farklh

enjeksiyonda elde edilen protein sayilari
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El E2

[ “53.3%%6)

31

E3
Sekil 4.22. 40 ng CaCo2 kolon kanseri hiicresi i¢inde bulunan ve 3 farkh

enjeksiyonda elde edilen protein sayilari

El E2
S
E3

Sekil 4.23. 80 ug CaCo2 kolon kanseri hiicresi i¢inde bulunan ve 3 farkli

enjeksiyonda elde edilen protein sayilar

Maxquant programinin kullanilmasi ile birlikte elde edilen peptitlerin nitel
analizine 0rnek olarak bir kag peptit secilmistir. Burada gosterilen eslesmeler diger

peptit eslesmelerinde de kullanilmistir (Sekil 4.24- Sekil 4.25).
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Peptit yogunluklar1 ile ilgili olarak Sekil 4.26.’de elde edilen sonuglar
gosterilmistir. Tablo 4.7.’de enjeksiyonlarin karsilastirilmasi sonucu R? ve Pearson

korelasyon katsayilar1 (r) hesaplanarak verilmistir.

jynjungoA 13
\‘
%
E3 yogunluk
A

E3 yogunluk E2 yogunluk

E1 yogunluk

E2 yogunluk

Sekil 4.26. 80 ug CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait peptitlerin yogunluklarinin 3
farkli enjeksiyonda karsilastirilmasi. A) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 2
(E1-E3), B) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 3 (E3-E2), Enjeksiyon 2-
Enjeksiyon 3 (E1-E2). (mavi diisiik yogunlugu , kirmizilar yiiksek
yogunlugu gostermkedir)

Tablo 4.7. 80 ug CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait peptitlerin yogunluklarinin 3

farkli enjeksiyonda karsilagtirilmasi

E1-E2 E1-E3 E2-E3

R2 0.9382 0.9390 0.9162

Pearson Korelasyon 0.9683 0.9691 0.9572
katsayisi (r)
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Protein diizeyinde ise yapilan analizlerde Maxquant programi igerisinde

kullanilan isaretsiz nicel analiz algoritmasi ile hesaplanan normalize edilmis

protein yogunluklar1 yine 3 enjeksiyon i¢in karsilagtirnllmistir. Sekil 4.27 ve Tablo

4.8’de 80 pg CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait proteinlerin yogunluklarmin 3

farkli enjeksiyonda karsilastirilmalar: yapilarak R? ve r degerleri hesaplanmustir.

E2 yogunluk
\

E1 yogunluk

E2 yogunluk

E3 yogunluk

E1 yogunluk

E3 yogunluk

Sekil 4.27. 80 ug CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait proteinlerin yogunluklariin

3 farkli enjeksiyonda karsilagtirilmasi. A) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 2
(E1-E2), B) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 3 (E1-E3), Enjeksiyon 2-

Enjeksiyon 3 (E2-E3). mavi diisiik yogunlugu , kirmizilar yiiksek

yogunlugu gostermkedir)

Tablo 4.8. 80 ug CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait protein yogunluklarinin 3

farkli enjeksiyonda karsilastiriimasi

E1-E2 E1-E3 E2-E3

R2 0.9934 0.9914 0.9878

Pearson korelasyon 0.9947 0.9929 0.9914
katsayist (r)




85

4.4.2. Proteinlerin Gen Ontoloji Analizleri

80 pg icin elde edilen proteinlerin ait olduklar1 gen isimleri kullanilarak
Panther programinda gen ontoloji analizi yapilmustir. Ik olarak protein smiflari
analiz edilmistir. Sekil 4.28’de verilen analiz sonucunda nitel analizi yapilan
proteinlerin bulunduklari siniflar gosterilmistir.

M Kalsiyum bagli proteinleri % 1.8
] Hiicre adezyon proteinleri % 2.6

[] Hiicre baglanti proteinleri % 2.1
P Hiicre kaperon proteinleri % 3.4

[ ] Sitoskeletal proteinleri % 11.5
[ Savunma proteinleri % 1.2
B Enzim modilatorleri % 10.6
[ | Hiicre digi ortam proteinleri % 2.5
[] Hidrolaz proteinleri % 8.8
B izomeraz proteinleri % 1
[] Ligaz proteinleri % 3.2
M Liyaz proteinleri % 0.8

[ Membran trafik proteinleri % 1.9
M Nukleik asit bagh proteinleri %15.4

[ ] Oksireduktaz proteinleri % 4.5
[] Reseptdr proteinleri %4.7
B Sinyalizasyon proteinleri % 3.8
] Yapisal proteinler % 0.2
[ ] Yuzey proteinleri % 0.2

g Transkripsiyon faktorleri % 5.7
[ ] Transfer tagiyici proteinler  %1.4

[ ] Transferaz proteinleri % 8.1
P Transmembran proteinlei % 0.4
W Tasiyic proteinler % 4.2

Sekil 4.28. Nitel analizi yapilan proteinlerin bulunduklar1 protein siniflari

Sekil 4.29’da proteinlerin gosterdikleri molekiiler fonksiyonlara gore

dagilimlar1 verilmistir.

[ Antioksidan aktivitesi % 0.5
B Baglanma aktivitesi % 33.9
[ Katalitik aktivite % 39.5
B Reseptor aktivitesi % 4.9
W Sinyal degistirme aktivitesi % 0.9
[] Translasyon dlzenleyici aktivitesi % 1.8
[] Tagima aktivitesi %5.1
B Yapisal molekil aktivitesi %13.9

Sekil 4.29. Nitel analizi yapilan proteinlerin gosterdikleri molekiiler fonksiyonlar
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Proteinlerin hiicre igerisinde hangi biyolojik siiregte yer aldigina iliskin

dagilim Sekil 4.30.” da gosterilmistir.

[ Biyolojik adezyon % 1.9
= Biyolojik regiilasyon % 4.5
[] Biyogenesis % 10.9
M Hicresel siirecler % 29
B Gelisim suregleri % 6.7
[ Hucre blytmesi % 0.2
B immiin sistem siiregleri % 2.8
M Lokalizasyon % 9.1
I Lokomosyon % 0.2
M Metabolik siiregler % 23.3
[ Cokhiicreli organizma siireci % 4.9
L] Yeniden tretim sureci % 1.7
|:| Uyaricilara cevap sireci % 5.0
@ Ritmik slrecler % 0.2

Sekil 4.30. Nitel analizi yapilan proteinlerin bulunduklar1 biyolojik siirecler

Gen ontolojisi analizlerinde son olarak nitel analizinin yapilabilen
proteinlerin hiicre igerisinde bulundugu yerlere gore dagilimi arastirilmigtir.

Proteinlerin hiicre i¢erisindeki dagilimi ve yiizdeleri Sekil 4.31.’de gosterilmistir.

[ Baglant proteinleri %21
mm Hucre pargasi % 42.3
[] Hicre disi matrik % 1.8
[] Hucre disi bolge % 3.8
[] Makromolekiiler kompleks % 13.9
[] Membran % 7.7
[] Organel % 28.1
B Sinaps % 2.1

Sekil 4.31. Nitel analizi yapilan proteinlerin hiicre igerisinde dagilimlari
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4.5. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajamin CaCo2 kolon kanser Hiicre

Hatti1 Uzerinde Etkisinin Proteomik Yaklasim ile incelenmesi
4.5.1. LC/MS, Maxquant, Perseus ve String Analizleri

Bitkisel temelli hemostatik ajanin antikanserojen etkisi gelistirilen
UPLC/MS teknigi ile incelenmistir. K (kontrol grubu) ve T (hemostatik ajan
eklenmis grup) gruplarindan elde edilen hiicre lizatlar1 Sekil 4.19.’da elde edilen
kalibrasyon dogrusu kullanilarak protein konsantrasyonlar1 K hiicrelerinde elde
edilen lizat icerisinde 1.106 mg mL! ve T hiicrelerinden elde edilen lizat igerisinde
0.856 mg mL"! olarak bulunmustur. Her bir grup i¢in 3’er tekrarli analizler
yapilmistir. K ve T gruplant i¢in elde edilen kromatogram Sekil 4.32.°de

gosterilmistir.

x10 & | +ESI TIC MS(all) Frag=200.0V 230316cacoci d
2241 1[2

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6

0.4

0.2

Yogunluk

x10 8 +ESI TIC MS(all) Frag=200.0V 240316cacocontrol.d
2241 12

1.8
1.6
1.44
1.2

0.8
0.6

0.4+
0.2

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145

Alikonma zamani

Sekil 4.32. K (alt) ve T (iist) gruplaria ait LC/MS kromatogramlari

Elde edilen protein sayilar1 bakimindan sonuclar Sekil 4.33’de Venn semasi
ile verilmistir. Sonuglar incelendiginde kontrol grubunda elde edilen protein sayisi

724 iken T gruplarinda 727 tane protein bulunmustur.
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E1l E2
43 87 25
467
89 81
K gruplari
7 grup
E3
E1l E2
21 86 62
481
82 78 T gruplari
33
E3

Sekil 4.33. K ve T gruplarinda nitel analizi yapilan protein sayisinin Venn

semasinda gosterimi

Maxquant programi ile nitel analizi yapilan proteinlerin normalize edilmis
protein yogunluklart hesaplanmistir. Elde edilen proteinlerin  yogunluklarini
karsilastirmak ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulmak i¢in Perseus
programi kullanilmistir. Perseus programi igerisinde K ve T gruplar1 arasinda g¢ift
yonlil t-testi yapilmistir (p<0.05). Tablo 4.9.’da hemostatik ajan ile miktar1 azalan

proteinler verilmistir.
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Tablo 4.9. Hemostatik ajan ile miktar1 K grubuna gore azalan proteinler

goriilmektedir.
Say1 Protein ad1 Gen ad1 Azahs
miktari
1 |Zinc finger protein 518B ZNF518B 163.58
2 |Titin TTN 51.35
3 |Collagen alpha-1(XII) chain COLI12A1 46.81
4 |R-spondin-2 RSPO2 39.39
5  |High mobility group protein Bl HMGBI 29.91
6 |Islet cell autoantigen 1 ICAI 22.20
7  |Myosin-7B MYH7B 14.31
8 |Elongation factor 1-beta EEF1B2 12.64
9 |Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 9.78
10 |Chondroitin sulfate synthase 2 CHPF 8.65
11 |E3 ubiquitin-protein ligase RNF169 RNF169 8.11
12 |Guanine nucleotide-binding protein subunit beta- (GNB2L1 5.68
2-like 1
13 |Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa |PPP2R5D 5.65
regulatory subunit delta isoform
14 |Importin subunit alpha-1 KPNA2 4.02
15 |Guanine nucleotide exchange factor for Rab-3A |RAB3ILI 3.97
16 |Coiled-coil domain-containing protein 93 CCDC93 3.44
17 |Elongation factor 1-delta EEF1D 2.97
18 |Coatomer subunit beta COPBI 2.68
19 |Transgelin TAGLN 2.22
20 |[Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK 2.16
21 |Elongation factor 1-gamma EEF1G 2.09
22 |Misl8-binding protein 1 MIS18BP1 1.83
23 |Eukaryotic translation initiation factor SA-1 EIF5A 1.72
24 |Staphylococcal nuclease domain-containing SND1 1.67
protein 1
25 |Elongation factor 1-alpha 1 EEF1AIl 1.60
26 |Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |EIF3M 1.54
M
27 |Protein 4.1 EPB41 1.53
28 |Fatty acid synthase FASN 1.51
29 |Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N UBE2N 1.50
30 |Phosphoribosylformylglycinamidine synthase PFAS 1.46
31 [Meckel syndrome type 1 protein MKS1 1.41
32 |dCTP pyrophosphatase 1 DCTPP1 1.40
33 |T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A 1.35
34 |Exportin-2 CSEIL 1.35
35 |ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet |PFKP 1.34
type




90

Tablo 4.9. (devami) Hemostatik ajan ile miktar1 K grubuna gére azalan proteinler

gorlilmektedir.
36 |40S ribosomal protein S12 RPS12 1.34
37 |Zinc finger protein 133 ZNF133 1.32
38 |Protein FAM208B FAM208B 1.32
39 |Phosphoglycerate mutase 1 PGAMI1 1.30
40 |Importin-5 IPOS5 1.29
41 |Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 1.29
42 |Profilin-1 PFNI 1.29
43 |Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1 1.29
44 |Inhibitor of Bruton tyrosine kinase IBTK 1.28
45 |Myosin light polypeptide 6; MYL6 1.28
46 |Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 1.24
47 |Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1 1.24
48 |Myosin regulatory light chain 12B MYLI2B 1.21
49 |Elongation factor 2 EEF2 1.18
50 [Myosin-9 MYH9 1.18
51 |Tubulin alpha-4A chain TUBA4A 1.14
52 |X-ray repair cross-complementing protein XRCC5 1.14
53 |Importin-7 IPO7 1.13
54 |T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 1.12
55 |T-complex protein 1 subunit epsilon CCTS5 1.12
56 |Vinculin VCL 1.11
57 |Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS 1.08

Sekil 4.34’de proteinlerin birbirleri ile olan iliskileri string programi ile

gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Hemostatik etkisi ile miktar1 azalan proteinlerin birbirleri ile iliskileri

Tablo 4.10.’da bitkisel temelli hemostatik ajan ile birlikte miktar1 artan

proteinler verilmistir.



Tablo 4.10. Hemostatik ajan ile miktar1 K grubuna gore artan proteinler
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No |protein Ad1 Gen Ad1 Artis
miktari
1  |Glutathione S-transferase Al GSTA1 65.95
2 |Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH?2 17.86
3 |Aldo-keto reductase family 1 member C3 AKRIC3 6.80
4  |Prosaposin PSAP 5.58
5 |Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRNPF 5.36
6 |10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPEI 4.14
7 |60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 4.09
8 |78 kDa glucose-regulated protein HSPAS 3.74
9 |Endoplasmin HSPI90BI1 3.41
10 |[Protein disulfide-isomerase P4HB 3.38
11 |Neutral alpha-glucosidase AB GANAB 3.32
12 |Centrosomal protein of 290 kDa CEP290 3.30
13 |Pleckstrin homology domain-containing family G |PLEKHG4B 2.48
member 4B
14 |Dynein heavy chain 14, axonemal DNAH14 2.38
15 |Protein-glutamate O-methyltransferase ARMT1 2.19
16 |Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6 2.07
17 |Anterior gradient protein 2 homolog AGR2 2.06
18 [Calreticulin CALR 1.97
19 |Retinal dehydrogenase 1 ALDHI1A1 1.96
20 |D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH 1.95
21 |[Netrin-5 NTNS 1.94
22 |Glycine--tRNA ligase GARS 1.91
23 |Xaa-Pro dipeptidase PEPD 1.83
24 |Annexin A5 ANXAS 1.81
25 |Histidine triad nucleotide-binding protein 1 HINTI 1.79
26 |Alpha-actinin-1 ACTNI1 1.75
27 |Transketolase TKT 1.74
28 |Protein deglycase DJ-1 PARK?7 1.71
29 |Clathrin heavy chain 1 CLTC 1.68
30 |Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase |GFPT1 1.65
[isomerizing] 1

31 |Heat shock 70 kDa protein 1B; HSPAIB 1.64
32 |14-3-3 protein gamma YWHAG 1.64
33 |Alpha-actinin-4 ACTN4 1.63
34 |Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBA1 1.63
35 |Thioredoxin TXN 1.62
36 |Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 1.62
37 |Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic AARS 1.61




Tablo 4.10.(devami) Hemostatik ajan ile K grubuna gore miktar1 artan proteinler
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38 |NADP-dependent malic enzyme ME1 1.59
39 |Glucose-6-phosphate isomerase GPI 1.56
40 |Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic IDH1 1.56
41 |Tumor protein D54 TPD521.2 1.54
42 |[UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH 1.54
43 |Ubiquitin-fold modifier 1 UFM1 1.52
44 |14-3-3 protein beta/alpha;14-3-3 protein beta/alpha, N- |YWHAB 1.52
terminally processed
45 |Transaldolase TALDOI1 1.49
46 |Filamin-A FLNA 1.48
47 |Plastin-3 PLS3 1.45
Reticulon-4 RTN4 1.44
48 |Copine-1 CPNEI1 1.42
49 |Costars family protein ABRACL ABRACL 1.42
50 ([Serpin H1 SERPINH1 1.41
51 |Bifunctional purine biosynthesis protein PURH ATIC 1.40
52 |Pyridoxal kinase PDXK 1.40
53 [Heat shock 70 kDa protein 4 HSPA4 1.38
54 [Nucleoside diphosphate kinase A NME1 1.37
55 |Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP 1.34
56 |Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family |ANP32B 1.34
member B
57 |Nucleosome assembly protein 1-like 4 NAPI1L4 1.31
58 [Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAPILI 1.31
59 |Triosephosphate isomerase TPI1 1.31
60 |ADP-ribosylation factor 4 ARF4 1.30
61 |Malate dehydrogenase, cytoplasmic MDHI1 1.29
62 |Protein SET;Protein SETSIP SET 1.29
63 |Glutathione S-transferase P GSTPI 1.29
64 |Alpha-enolase ENOI1 1.29
65 |Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 1.29
66 |Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic ACAT2 1.28
67 |Rab GDP dissociation inhibitor beta GDI2 1.26
68 [PDZ and LIM domain protein 1 PDLIM1 1.26
69 |Filamin-B FLNB 1.25
70 |Peroxiredoxin-6 PRDX6 1.23
71 |14-3-3 protein epsilon YWHAE 1.22
72 1408 ribosomal protein SA RPSA 1.21
73 |Adenine phosphoribosyltransferase APRT 1.20
74 |Adenosylhomocysteinase AHCY 1.20
75 |Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 USP5 1.19
76 |14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 1.19
77 |Creatine kinase B-type CKB 1.19
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Tablo 4.10 (devami). Hemostatik ajan ile K grubuna goére miktar1 artan proteinler

78 |Annexin A3 ANXA3 1.18
79 |Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 IQGAPI 1.17
80 |L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 1.15
81 |Pyruvate kinase PKM PKM 1.14
82 |Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA 1.14
83 |Proliferating cell nuclear antigen PCNA 1.13
84 |Tubulin beta chain TUBB 1.11
85 |ATP-citrate synthase ACLY 1.10
86 |Transgelin-2 TAGLN2 1.09
87 |Protein S100-A11 S100A11 1.08
88 |Talin-1 TLNI 1.08
89 |6-phosphogluconate dehydrogenase, PGD 1.07
decarboxylating
90 |Actin, cytoplasmic 2 ACTGI1 1.06
91 |Tubulin beta-4B chain TUBB4B 1.06
92 |Multifunctional protein ADE2 PAICS 1.06
Hemostatik ajan ile artan proteinlerin birbirleri ile olan iligkileri string

programu ile analiz edilmistir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35. Hemostatik ajan ile miktar1 artan proteinlerin birbirleri ile olan iligkileri
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Elde edilen sonuglar neticesinde artan ve azalan proteinler kaynaklar ile
karsilastirilmistir. Proteomik verilerin daha giivenilir bir sekilde yorumlanmasini
saglamak amaciyla degisim miktar1 1.5’in altinda olan proteinler elimine edilmistir.
Degisim miktar1 1.5 ve iizeri olan proteinler ise kaynaklarda ve yolak analiz
programlarinda incelenerek  kanser {izerinde Onemli proteinler belirlenmeye

calisilmistir

Kolon kanseri ile ilgili olabilecek miktar1 azalan proteinler

Zinc Finger 518 B (ZNF518B)

Zinc finger proteinleri genel olarak kanser olusumunda ve gelisiminde etkin
transkripsiyon faktorleridir (236). Yapilan calismalarda bu proteinlerin inhibe
edilmesi ile birlikte kanser iizerinde hiicre proliferasyon siireci gozlemlenmistir
(237). Zinc finger proteinlerinin  ¢esitli kanser tiirlerinde farkli etkileri
gozlemlenmistir. Farkli kanser tiirlerinde farkli  ozellikler sergiledikleri
gozlemlenmistir. Yapilan ¢calismalarda zinc finger proteinlerinin kanser tedavisinde
olas1 hedefler olabilecegi belirtilmistir (238). Bitksel temelli hemostatik ajanin
etkisi ile ZNF 518 B proteini yaklasitk 163 kat azalmistir. Bitkisel temelli

hemostatik ajanin bu proteini inhibe ettigi gozlemlenmistir.
R spondin-2 (RSPO2)

R-spondin sinyal transdiiksiyonu igerisinde c¢esitli yolaklarda gorev
yapmaktadir. Bu proteinin kanser hiicreleri {izerindeki etkisi hala tartigmalidir.
Pankreas kanseri hiicreleri ile yapilan calismalarda R-spondin 2 proteinin
miktarinin kanser ile birlikte arttif1 saptanmistir (239). Kolon kanseri ile yapilan
bazi calismalarda bu proteinin Wnt yolaginin ve buna baglh olarak timor
gelisiminin olusumunda rol aldig1 saptanmistir (240). Yapilan bir baska ¢aligmada
ise bu proteinin tiimor baskilayict 6zelliginin oldugu saptanmistir (241). Bizim
yaptigimiz ¢alismada 48 saatlik inkiibasyon siireci i¢erisinde miktar1 en ¢ok azalan
proteinlerin basinda bu protein gelmektedir. Tez ¢alismasi1 kapsaminda hemostatik
ajan ile K gruplarmma goére T gruplarinda bu proteinin miktar1 yaklasik 40 kat

azalmustr.
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Yiiksek Hareketli Grup Proteini B1 (HMGBI1)

HMGBI proteini kaynaklarda ¢eliskili olmakla birlikte hiicrenin 6limi ve
yasamasinda son derece etkili bir proteindir. HMGBI1 ¢ok fazla yolak igerisinde
gorev yapmaktadir. Kolon kanseri ile yapilan ¢alismalar HMGBI in kolon kanseri
gelisiminde etkin rol oynadigini ve kanser tedavisinde olast bir hedef olabilecegi
saptanmistir (242, 243). Yapilan ¢alismalarda HMGBI1’in kolon kanserinde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir(244). Yapilan calismalarda
HMGBI1 in miktarinin artmasi ile birlikte hiicrelerin antikanser ilaglara direncinin
arttigi saptanmistir (245). HMGBI in susturulmasi ile birlikte bu direncin azaldigi
gozlemlenmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda ise HMGB1 in otofajiyi tetikledigi ve
apoptozu inhibe ettigi saptanmistir. Calismalarda HMGBI ile p53 tiimor baskilayict
proteinin birbirlerine zit hareket ettigi gézlemlenmistir (246). Bizim ¢alismamizda
bitkisel karisimin T gruplarinda HMGB1 miktarini azalttigi baska bir deyisle inhibe
ettigi saptanmistir. Tez ¢alismasinda hemostatik ajan ile birlikte yaklasik olarak 30

katlik bir azalis meydana gelmistir.
Uzama Faktorleri ( EEF1A1, EEF1B1, EEF1G, EEF1D)

Uzama faktorleri hiicre dongiisii icerisinde protein sentezinde gorev yapan
bir dizi proteinin genel adidir. Uzama faktorleri genel olarak kanser olusumu ile
birlikte artmaktadirlar. Yapilan calismalarda EEF1A1l, EEF1B2, EEFID ve
EEF1G’nin ifadelerinde degisiklikler oldugu saptanmustir.

Kaynaklar EEF1A1’in kolon, pankreas, akciger, prostat ve meme kanseri
timorlerinde yiiksek seviyede bulundugunu gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda
EEF1A1 in kanser hiicrelerinde apoptoza karsi etki gosterdigini ve hiicrelerin
kemoterapiye karsi diren¢ kazanmasinda etkin rol oynadigini gdstermektedir.
Yapilan ¢aligmalarda EEF1A1 in inhibisyonu ile kanser hiicrelerin apoptoz siirecine
girdigi saptanmistir. Ayrica yapilan caligmalarda EEF1A1 in inhibe edilmesiyle
birlikte kemoterapiye karsi kazanilan direncin kirildig1r gézlemlenmistir (247). Tez
calismasinda EEF1A1 in hemostatik ajan ile birlikte T gruplarinda 1.6 kat azaldig1
saptanmigtir.

EEF1D proteinlerin sentezi sirasinda aminoagil TRNA’ larin ribozoma

enzimatik salimlariyla ilgilenmektedir. Skilamoéz hiicreli kanser ile yapilan
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caligmada kanser hiicrelerinde yiliksek seviyede EEF1D miktar1 bulunmustur.
Genetik susturma ile yapilan analizlerde hiicrelerin yayilmadigi ve g¢ogalmay1
durdurucu bir etkinin gozlemlendigi belirtilmistir (248). Kolon kanseri iizerine
yapilan caligmalarda ise bu proteinin miktarinin arttig1 tespit edilmistir (249). Tez
calismasinda hemostatik ajan ile birlikte proteinin miktar1 3 kat azalmaktadir.

EEF1G proteini aynen uzama faktorii 1 deltaya benzer bir sekilde
proteinlerin sentezinde aminoasil tRNA y1 ribozomlara tasimaktadir. Yapilan
aragtirmalarda kolon, mide, gogiis ve pankreas kanserlerinde yiiksek seviyede
uzama EEF1G godzlemlenmistir (250). Caligmalarda artan protein miktariyla
birlikte metastaz ve ileri seviye kanser olusumu artmaktadir (251). Tez
calismasinda hemostatik ajan ile uzama faktorii 1 gamma proteinin miktarinin 2.1
kat azaldig tespit edilmistir.

EEF1B2 proteini ile ilgili olarak kanser icerisinde nasil bir rolii oldugu hala
belirli degildir. Ancak kaynaklarda kanser hiicrelerinde fazla miktarda bulundugu
saptanmistir. Akciger kanseri ile yapilan ¢aligmalarda metilselenik asit ile apoptoza
ugrayan kanser hiicrelerinde bu proteinin inhibe oldugu saptanmistir (252). Tez
calismasinda bu protein hemostatik ajan ile etkisi ile birlikte 12 katlik bir azalig

olmustur.
Prostaglandin E ( p23)

Prostaglandin E synthase 3 bilinen ismiyle p23, HSP90 saperonuna baglh
yolaklarda yardimci saperondur. HSP 90 kamperonu diger proteinlerin diizgiin bir
sekilde yapisal 6zelliklerini kazanmasinmi ve aktif hale gelmelerini saglamaktadir.
P23 gorev olarak ATPaz’1 inhibe ederek HSP 90 nin diger proteinlerle stabil bir
baglanti kurmasin1 saglamaktadir. Ayrica HSP90 proteinleri stres kosullarinda
stabil hale getirmekle gorevlidir. Yapilan caligsmalar igerisinde p23 iin kanser
olusumunda ve gelisiminde Onemli noktalardan biri oldugu goriilmistir. P23
miktariin normal hiicrelere gore kanser hiicrelerinde ¢ok daha yiiksek seviyelerde
oldugu saptanmistir. Prostat kanserinde p23 iin androjen reseptdr aktivitesinin
bilesenlerinden biri olarak kanserin gelisiminde rol aldigi saptanmistir. Bu
etkinliginin ise HSP90 ile baglantili ve baglantisiz bir sekilde ortaya c¢iktig

gozlemlenmistir (253). Yapilan ¢aligmalar p23 ‘iin meme kanserinde metastaz



98

doneminde ve antikanser ilaglara karsi diren¢ olusumunda etkili oldugunu
gostermektedir (254). Yapilan caligmalarda yeni gelistirilen gedunin adli {iriiniin
p23’e baglandigi ve aktivitesini inhibe ederek kanser hiicrelerini apoptoza
gotiirdligli belirlenmistir. Gedunin kolon kanserine karsida kullanilan oldukga etkili
bir inhbitordiir. Ayrica yine yapilan ¢alismalarda p23 iin susturulmasi ile ayni
sonuglarin gerceklestigi gozlemlenmistir (255). Tez ¢alismalarinda hemostatik ajan

ile bu proteinin miktarinin yaklasik 9.8 kat azaldig1 saptanmustir.
Ubiquitin E3 ligaz ( RNF169)

RNF 169 proteini DNA nin onarilmasinda RNF8/RNF168 yolaklarinda
diizenleyici olarak rol almaktadir. Normal kosullarda miktar1 diisiik olan protein
gelebilecek stres kosullar1 ile birlikte miktar1 artarak DNA nin zarar gormesini
engellemektedir. RNF169 hakkinda yapilan caligmalar olduk¢a enteresandir.
Proteinin ana goérevi DNA hasarini1 onarmak ile birlikte bir siire sonunda bu onarim
mekanizmasi igerisinde bazi bilesenleri inhibe etmektedir (256). Protein hakkinda
calismalar devam etmektedir. Tez ¢alismasinda hemostatik ajan ile bu protein 8.1

kat azalmigtir.
Karyoferin alfa 2 (KPNA2)

KPNAZ2 bir ¢ok kanser tiiriinde ilerleyen kanser ile birlikte miktar1 artan ve
bir ¢ok kanser tiirli i¢in biyobelirte¢ gorevi yiirtitmektedir (257). Kolon kanseri ile
yapilan ¢aligmalarda KNPA2 miktarinin kolon kanseri hiicrelerinde ve dokularinda
normal hiicre ve dokulara gore arttigini gostermistir. Ayrica artan KNPA2 ile
birlikte klinik ¢alismalarda patolojik parametrelerle korelasyon igerisinde oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan caligmalar KNPA2 nin inhibisyonu sonrasi kanser
hiicrelerinde biiyimenin durdugu goézlemlenmistir (258). Tez ¢alismasinda

hemostatik ajan ile KPNA2 proteini yaklasik olarak 4 kat azalmistir.
Coatomer Subunit beta (COBP1)

COPBI ile yapilan deneylerde kanser hiicreleri iizerinde yasayabilirlik ve
otofogazom etkisinin oldugu gézlemlenmistir. COPBI in susturulmasi ile birlikte

kanser hiicrelerinin biiyiimesinin azaldig1 gézlemlenmistir(259). Yapilan bir bagka
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calisma igerisinde ise COPBI1 in susturulmasi ile birlikte kanser hiicrelerinin
antikanser ilaglara duyarlhiliklarinin daha da arttigi saptanmistir (260). Tez
calismasinda COPB1 miktar1 hemostatik ajan ile T grubu hiicrelerde yaklasik 2.7

kat azalmigtir.
Heterojen Cekirdek Riboniikleikprotein K (HNRNPK)

HNRNPK proteini ¢ekirdegin i¢inde ve sitoplozmada bulunmakta ve birden
cok gorevi yapmaktadir. Gen ekspreyonu, sinyalleme, alternatif RNA ucbirlestirme
ve translasyon icerisinde diizenleyici gorevlerde bulunmaktadir (261). Yapilan
caligmalar HNRNPK’ nin kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda bulundugunu
gostermistir. Bazi  kanser tiirlerinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
saptanmistir (262) Akciger kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda HNRNPK’ nin
inhibe edilmesinin kanser hiicrelerinde c¢ogalmayr durdurucu etkisi oldugu
saptanmistir (263). Kolon kanseri igerisinde de HNRNPK yiiksek miktarlarda
saptanmistir (264). Tez c¢alismasinda hemostatik ajan etkisiyle bu proteinin

miktarinda 2.2 kat azalma tespit edilmistir.
Eukaryotic translation initiation factor SA-1 (EIF5A1)

EIF5A1 hiicre igerisinde protein sentezinde gorev almakla birlikte mRNA
bagl farkli fonksiyonlara da sahiptir. EIF5AT1 proteini aralarinda kolon kanseri de
olmak iizere baz1 kanser hiicresinde yiiksek miktarda bulunmaktadir (265-267).
Yapilan c¢aligmalarda  bu proteinin kanser gelisiminde etkin rol aldigini
gostermektedir (268, 269). Ozellikle kolon kanseri ile yapilan ¢alismalarda bu
proteinin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Tez ¢alismasinda

hemostatik ajan ile bu proteinin miktar1 1.7 kat azalmistir.
Siklin Bagh Kinaz 1 (CDK1)

Bu proteinler icerisinde CDK1 hiicre dongiisii i¢erisinde diizenleyici olarak
gorev yapan serin/treonin kinaz olarak gorev yapmaktadir. Hiicre dongiistinde
mitotik evrede ve kontrol noktalarinda islev gérmektedir. Ayrica DNA onarimu,
kok hiicre yenilenmesi ve epigenetik diizenleyici olarakta gorev yapmaktadir.

Kanser hiicrelerinde bir ¢gok CDK inhibitorii tedavi amagli olarak kullanilmaktadir.
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Bunlar igerisinde biitrolakton CDK1’ e kars1 inhibitor etki gdstermistir kolon ve
akciger kanser hiicreleri iizerinde yapilan calismada bu inhibitoriin yiiksek anti
kanserojen etkiye sahip oldugu saptanmistir. Kolon kanseri hiicreleri ile yapilan bir
baska caligmada ise kanser ilaglari ile birlikte CDKI1 inhibitorleri kullanilmis ve
CDKI1 inhibitorlerinin hiicreleri kanser ilaglarina daha duyarli hale getirdigi
saptanmistir. Tez caligmasinda hemostatik ajan ile yaklasik olarak 1.4 katlik bir

azalis gbzlemlenmektedir.
Ubiquitin-conjugating enzim E2 N (UBE2N)

Bu yolaklarda bulunan proteinlerden UBE2N proteini hiicre dongiisii
icerisine kontrol noktalarinda gorev almaktadir. Protein meme, kolon, prostat gibi
bir ¢ok kanser tiiriinde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Proteinin en 6nemli 6zelligi
pS3 tiimor bastirict proteinin transkripsiyonunda aktif rol almasidir. Cesitli kanser
tirleriyle yapilan ¢alismalarda UBE2N inhibitorlerinin  kanser hiicrelerinde
cogalmay1 durdugunu ve p53 yolakli apoptozun meydana geldigini gostermektedir
(270-272). Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalarda hemostatik ajan ile UBE2N

proteinin 1.5 oraninda azaldig1 tespit edilmistir.
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M (EIF3M)

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda hem kolon kanseri hiicrelerinde hem
de dokularda EIF3M ‘in miktarinin kanser gelisimi ile birlikte arttig1 saptanmistir.
HTC-116 hiicreleri ile yapilan c¢aligmalarda EIF3M in tiimdr olusumu ve
gelisimiyle ilgili bazi1 genler iizerinde etkin oldugu saptanmistir. Proteinin
susturulmasinin hiicre proliferasyonu etki yaptigi ve ayrica kanser hiicrelerini
apoptoza gotiirdiigii belirlenmistir (273). Tez kapsaminda yapilan g¢aligmalarda

hemostatik ajan ile EIF3M’in 1.4 kat azaldig1 tespit edilmistir.
Yag Asidi Sentaz (FASN)

Yag asidi Sentez hiicre biyolojisinde uzun zincirli yag asitleri olusumundan
ve lipogenesisten sorumlu olan biyo sentetik bir enzimdir. Normal hiicrelerde diisiik
seviyede  bulunmaktadir.  Kanser  hiicreleri  hizli  ¢ogaldiklart  igin

metabolizmalarinda FASN e ihtiyaglart bulunmaktadir bu nedenle FASN miktari
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kanser hiicrelerinde oldukga yiiksektir. Yapilan ¢alismalarda FASN’ nin kanser
gelisiminde c¢ok 0©zel bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (274-276).
Kaynaklarda FASN’ nin kolon kanseri iizerinde ¢ok etkili bir belirte¢ oldugunu
gosteren calismalar yapilmistir (277, 278). Kanser hiicrelerinin  gelisiminde bu
kadar 6nemli bir protein kanser tedavisinde dogan bir hedef haline gelmistir (279).
Cesitli inhibitor maddeler bu yolla kansere karsi kullanilmigtir (280-282). Tez
kapsaminda yapilan deneylerde hemostatik ajan ile birlikte FASN miktarinda 1.5

katlik azalma saptanmigtir.
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 (SND1)

SND1 bir ¢ok kanser tiirtinde tiimor olusumunun desteklemektedir (283,
284). Yapilan calismalar kolon kanseri hiicrelerinde bu proteinin yiiksek miktarda
bulundugunu gostermistir (285). SNDI ile yapilan ¢aligmalarda 6zellikle kanserin
erken safhalarinda etkili oldugu ve timdr gelisimini saglayan bir ¢cok Onemli
proteinin translasyon sonrast  kontroliinii yaptigim1 gostermistir (286). Tez
calismasinda hemostatik ajan ile birlikte bu protein miktarinda 1.7 kat azalma

gbzlemlenmistir.
Kolon kanseri ile ilgili olabilecek miktar1 artan proteinler

Hemostatik ajan ile birlikte azalan proteinlerden sonra bu etki ile artan
proteinler de incelenmistir. Tablo 4.10’da hemostatik ajan ile birlikte miktar1 artan
proteinler degisim miktarlari ile birlikte verilmistir.

Artig olan proteinlerin birbirleri ile ne kadar baglantili oldugunu gérmek
icin proteinler string yolak analiz programi ile incelenmistir ve Sekil 4.33” de
goriildiigli gibi hangi proteinlerin arasinda iligski oldugu gosterilmistir. Proteinler
icerisinde sadece 7 tanesinin diger poteinlerle baglantili olmadig1 saptanmistir. Bu

sonug azalan proteinlere gore daha iyidir.
Glutatyon S-Transferaz (GSTA1)

Bu protein genellikle hiicre igerisindeki detoks faaliyetlerinde gorev
almaktadir. Hiicre icerisindeki tedavi amagh ilaglarin, disardan gelebilecek toksik

maddelerin ve igeride olusan stres {irlinlerinin temizlenmesinde gorev yapmaktadir
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(287). GSTA1 ile yapilan ¢alismalarda kanser olusumunda ve gelisiminde etkin
olabilecegi saptanmistir (288). Kanser hiicrelerine disardan gelebilecek stres
unsurlarina ve kemoterapik ajanlara kars1 koruyucu ve direng arttiric1 fonksiyona
sahip oldugu belirtilmistir (289). CaCo2 hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda GSTALI
miktarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Caco 2 hiicrelerinde oksidatif stres
artmastyla GSTAI1 artmaktadir. Ancak bazi calismalarda GSTA1’ in yiiksek
miktarda olmasinin apoptoza yol a¢tigin1 gostermistir (290). Bir baska ¢alismada
ise GSTAI in artmasiyla birlikte UV 1simasina bagh olarak olusan hidrojen
peroksit kaynakli apoptozu CaCo2 hiicrelerinde engelledigi gézlemlenmistir (291).

Tez caligmasinda hemostatik ajan ile bu protein 65.9 kat artis gdstermistir.
Maleat Dehidrogenaz 2 (MDH2)

MDH2 hiicre igerisinde trikarboksilik asit dongiistinde bulunan 6nemli bir
enzimdir. MDH2 malat ve oksaloasetat in donilisiimiinii saglamakla goérevlidir. Bu
siire¢ igerisinde NAD/NADH koenzim sistemini kullanmaktadir (292). Kanser
hiicreleri icerisinde bu enzim genellikle yiiksek miktarda bulundugu saptanmistir.
Yapilan caligmalarda ¢esitli kanser tiirlerinde MDH2 nin kemoterapi ajanlarina
karg1 diren¢ kazanilmasinda etkin oldugu saptanmistir (293). Tez g¢alismasinda
hemostatik ajan ile muamele edilen hiicrelerde bu proteinin 17.9 kat arttig1 tespit

edilmistir.
Aldo keto reduktaz ailel iiye 3 ( AKR1C3)

AKRI1C3 proteinin hiicre igerisindeki gorevi aldehit ve ketonlart NAD ve
NADPH sistemini kullanarak alkollere ¢evirmek olarak belirlenmistir. Bir ¢ok
kanser tiiriinde bu protein yiiksek miktarlarda bulundugu saptanmistir (294).
AKRI1C3 proteinin yapilan caligmalarda kolon kanseri icin biyobelirte¢ olarak
kullanabilecegi belirtilmistir (295). Ayrica yapilan calismalar bir c¢ok kanser
tiirlinde bu proteinin ila¢ direncini ve olusan oksidatif stres direncini arttirdigini
gostermistir. Kaynaklarda genellikle bu proteinin ila¢ direnci ile etkinligi g6z dniine
alinarak potansiyel kanser tedavisi i¢in yeni bir hedef olarak goriilmiistiir (296-
298). Tez calismalarinda hemostatik ajan ile 6.80 kat artig bu protein igin

gozlemlenmistir.
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Is1 sok proteinleri

Is1 sok proteinleri hiicre biyolojisi icerisinde onemli fonksiyonlara sahip
protein grubudur. En Onemli 0&zellikleri hiicrenin stres kosullarina direng
kazanmasini saglamalaridir. Hiicre igerisinde bir ¢ok fonksiyona sahip bu proteinler
hiicre yasaminin vazgegilmezleri arasinda bulunmaktadirlar. Is1 sok proteinleri bir
cok kanser tiiriinde yiiksek miktarlarda bulunmaktadirlar (299, 300). Is1 sok
proteinleri kanser hiicreleri hakkinda oldukga fazla bilgi sunmaktadirlar 6zellikle
kemoterapiye karsi direng kazanilmasi ve yasam siireci tahminlerinde 6nemli bir
belirte¢ olarak diisiiniilmislerdir (301, 302). HSP proteinlerinin miktarindaki
degisim hiicrelerin apoptoza kars1 gosterebilecegi direncin bir gdstergesi kabul
edilebilir(303). Yapilan ¢aligmalarda kanser hiicrelerinin kemotorapatik ilaclara
kars1 diren¢ kazanmasinda ve apoptozun inhibe edilmesinde bu 1s1 sok proteinleri
son derece etkin olarak rol almaktadirlar (304).

Tez calismasinda HSPE1 ve HSPDI proteinleri CaCo2 hiicrelerinde
hemostatik ajan ile yaklagik 4.1 kat artmistir. HSPAS proteini 3.74 kat artarken,
HSP90B1 3.40 kat artmistir. HSP1B proteini ise yaklagik olarak 1.7 kat artis

gostermistir.
Protein Disiilfid izomeraz proteinleri

Protein disiilfit izomeraz proteinleri hiicreler icerisinde proteinlerin ii¢
boyutlu yapisinin kazanilmasinda olusan distilfit baglarinin olusumundan gorevli
proteinler olarak tanimlanmistir. PDI grubu proteinleri, yapisal olarak yanlis olusan
proteinlerin hiicre igerisinde birikmesini engellemektedir (305). Bu proteinler
kanser hiicrelerinde yiiksek miktarda ekspresyona ugradigi saptanmistir (306, 307).
Yapilan caligmalar PDI proteinlerinin kanser hiicrelerinde uygulanan kemoterapiye
kars1 diren¢ kazanmada etkili oldugunu gostermistir ve kanser tedavisinde 6nemli
bir hedef olarak ele alinmistir (308, 309).

Protein  disiilfid izomeraz (P4HB) proteini translasyon sonrasi
modifikasyonlarda goérev alan Onemli bir enzimdir. Ayrica hiicre igerisinde
antioksidayon ve detoks yolaklarinda gorev aldigi ve kanser hiicrelerinde
miktarinin arttig1 saptanmistir (310). Yapilan ¢alismalarda bu proteinin akciger

kanserinde yiiksek miktarda bulundugunu gostermistir. Akciger kanser hiicrelerinde
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kullanilan bazi tedavi yontemlerinde hiicre proliferasyonu etki gozlemlenirken
P4HB miktarinda diisiis tespit edilmistir (311). Beyin tiimorleri ile yapilan
caligmalarda bu proteininin susturulmasi ile birlikte kanser hiicrelerinin kemoterapi
ajanlarina daha duyarli hale geldigi saptanmistir (312). Tez ¢alismasinda
hemostatik ajan ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda protein seviyesinde 3.38
katlik bir artig tespit edilmistir.

Protein disiilfid izomeraz 6A (PDI6A) ile yapilan calismalarda bu proteinin
kanser tiirlerinde yiiksek miktarda bulundugu saptanmistir (306, 313-315). Yapilan
caligmalarda PDIA6 nin kanser tedavisinde kemoterapétik ajanlarina karsi direng
olusumunda etkili oldugu ve hiicrelerin apoptozlarini inhibe ettigi saptanmistir
(316, 317). Tez calismasinda hemostatik ajan ile 48 saat siiren inkiibasyon
sonrasinda PDIAG6 protein seviyesinde 2.07 kat artig gdzlemlenmistir.

Anterior gradient protein 2 homolog (AGR2) bir bagka disiilfit izomeraz
proteinidir. AGR2 proteini bir ¢ok kanser tiiriinde yiiksek miktarda bulunmaktadir
(318-320). Kanser gelisimi ile son derece ilgili olan protein hiicrenin canliligi,
cogalmast ve metastaz evrelerinde etkin rol almaktadir (321-324). Yapilan
calismalarda AGR2’ nin kemoterapi ajanlarina karsi direng kazanma siirecinde ¢ok
etkili oldugu saptanmistir (325, 326). Tez calismasinda bu proteinin hemostatik

ajan ile 48 saat sonunda kontrol grubuna goére 2.06 kat arttig1 saptanmustir.
Calretucilin (CALR)

Calretucilin proteini endoplasmik retikulum igerisinde yer almaktadir.
Hiicre igerisinde gesitli siireglerde gorev almaktadir. Ozellikle CALR’ nin protein
saperonu ve kalsiyum homeostaz silirecinde denetleyici olarak goérev yaptigi
saptanmistir (327). CALR iizerine yapilan yogun c¢aligsmalarda bu proteinin kanser
hiicrelerinde normal hiicrelere gore olduk¢a fazla miktarda oldugu saptanmistir
(328). CALR ile yapilan analizlerde proteinin kanserin olusum, gelisim, adezyonu
ve metastazinda etkin rol aldig1 saptanmistir. CALR inhibisyonun kanser iizerinde
apoptoz ve cogalmay1r durudurucu etki yaptigi saptanmustir (329, 330). Tez
caligmasinda hemostatik ajan ile CALR’nin T grubu hiicrelerinde 1.97 kat arttig1

saptanmistir.
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Retinal denidrogenaz 1(ALDH1A1)

ALDH proteinleri hiicre igerisinde peroksit zararin1 engellemesi agisindan
onemli bir koruyucu gorevi gordiigii saptanmistir (331). Birgok kanser tiiriinde bu
proteinin miktar1 oldukg¢a yiiksek miktarda bulunmaktadir (332). Proteinin 6zellikle
ilaglara kars1 diren¢ kazanilmasinda etkili oldugu saptanmistir (333, 334). Bu
proteine ait genin susturulmasi ile yapilan c¢alismalarda kemoterapotik ajanlara
kars1 kanser hiicresindeki direncin azaldigi bulunmustur (335). Tez ¢alismasinda

hemostatik ajan ile T gruplarinda 1.96 katlik bir artis gézlemlenmistir.
Anneksin A5 (ANXAS)

ANXA 5 proteini bir ¢ok kanser tiiriinde biyobelirteg olarak
kullanilmaktadir. Kanser gelisiminin bir ¢ok kisminda ¢esitli yolaklarla etkinlik
gosterdigi belirlenmistir ANXAS’in ilaglara karsi gelisen hiicre direncinde etkin
oldugu saptanmigtir (336). Kolon kanseri ile yapilan c¢aligmalarda ANXA 5
miktarinin timorlerde ¢ok yiiksek oldugu gozlemlenmistir (337). Tez ¢alismasinda
hemostatik ajan ile 48 saat sonunda hiicrelerde ANXA 5 miktar1 kontrol grubuna

oranla yaklasik olarak 1.8 kat artmustir.
Histidine triad nucleotide-binding protein 1 (HINT1)

HINT1 proteini ile yapilan g¢alismalarda kolonkanseri hiicreleri SW480
iizerinde tiimoér baskilayict 6zelliginin  oldugu gdzlemlenmistir. Kanser
hiicrelerinde olduk¢a az miktarda bulunan proteinin artmasi ile hiicrelerde
cogalmay1 durdurucu bir etki yapmistir. HINT1 in bu baskilayici 6zellgininde JAK
yolagina etki etmesinden kaynaklandigi saptanmistir (338). Kanser baskilayici
ozellik sadece kolon kanserinde degil diger kanser tiirlerinde de gosterilmistir (339,
340). Tez caligmasinda hemostatik ajan ile HINT1 proteinin miktarinin 1.79 kat

arttig1 gozlemlenmistir.
Transketolaz (TNK)

Transketolase proteini bir ¢ok kanser tiirlinde oksidatif strese karsi hiicreyi

korumaktadir. Transketolaz oksidatif strese kars1 etkinligi NADPH*1 kullanmasiyla
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meydana geldigi saptanmistir. Boylelikle hiicredeki antioksidan kapasite arttirilarak
olusan oksidatif strese karsi savunma gerceklesmektedir (341). Transketolazin
kanser olusumunda etkin oldugu belirtilmis ve transketolazin susturulmasinin
kanser hiicreleri lizerinde ¢ogalmay1 durdurucu etki yaptigi gézlemlenmistir (342).
Tez calismasinda hemostatik ajan ile bu proteinin miktar1 T gruplarinda 48 saat

sonrasinda 1.74 kat artmustir.
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5. TARTISMA

Viicudumuz binlerce hiicreden olugsmaktadir. Proteinler ise hiicre icerisinde
yasamsal fonksiyonlarin devamai i¢in gerekli yapi taglaridir.

Organizmalarin  fenotipinin  belirlenmesinde  proteinler o6nemli bir
parametredir. Proteinler organizma igerisinde kromozomun belirli bir kismini
olusturan gen adi verilen kisimlardan kodlanarak sentezlenmektedirler. Genler
organizmanin yoneticileridir. Belirli bir zaman igerisinde genler tarafindan
kodlanan biitiin proteinler proteom adi verilen yapiyr olusturur. Proteom
icerisindeki proteinler proteomik ¢aligmalar ile incelenmektedir.

Saglikli viicut hiicreleri (kas ve sinir hiicreleri hari¢) yasamsal
fonksiyonlarin devami i¢in bdliinebilme yetenegine sahiptir. Bu yeteneklerini
zamanla Olen hiicrelerin yenilenmesi ve ¢esitli yaralanmalara ugrayan dokularin
onarilmasinda kullanmaktadirlar. Hiicrelerin sinirli sayida boliinme siiregleri vardir.
Hi¢ bir hiicre saglikli bir sekilde sonsuza kadar boliinmeye devam edemez
(apoptoz). Ancak kanser hiicreleri boliinme siirecinde kontrolii kaybederek
kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye baglar. Kontrolsiiz ¢ogalan kanser hiicreleri
birikerek tiimorleri (kitleleri) olustururlar. Kanser tiimorleri normal dokulara gesitli
sekillerde zarar vermekte ve tahrip etmektedirler.

Kanser giliniimiiz diinyasinit sosyal ve ekonomik a¢idan tehdit eden en
tehlikeli  Oliimciil hastaliklardan biridir. Farkli kanser tiirlerinin gelisimleri ve
biyolojik siiregleri birbirinden farklidir. Bu nedenle kanser hastaliklarinin
tedavisinde kanser tiirline gore uygulanan tedaviler farkliliklar gostermektedir.
Kolon kanseri ise diinya capinda en yaygin 3. kanser tliriidiir. Yasam siiresi
boyunca her 50 kisiden birinde kolon kanserine rastlanmaktadir. Kolon kanseri,
ozellikle teshisi erken safhalarda oldukga gli¢ olan sinsi bir hastalik olup, sindirim
sisteminde ince bagirsaklardan sonra gelen yaklasik 1,5-2 m uzunlugundaki kalin
bagirsak kisminda rastlanmaktadir. Kolon kanserinin teshisinin konulabilmesi ve
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in omik teknolojiler son yillarda
kullanilarak klinik ¢alismalara destek vermektedirler. Bu tekniklerden proteomik
caligmalar hastalig1 protein seviyesinde inceleyerek erken teshis ve etkin tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olmaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, proteomik agidan; CaCo2 kolon kanseri
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hiicreleri  iizerinde, bitkisel temelli hemostatik ajan kullanilarak, hiicre
proliferasyonu etki mekanizmasi in vitro sonrasi olarak UPLC/ MS yontemi ile
incelenmistir.

Yapilan analizler dogrultusunda elde edilen sonuglari siralayacak olursak;

1) Proteomik analizleri icin UPLC/MS yontemi gelistirilmis ve
Maxquant programi ile uyumlu bir sekilde analiz yapilmustir.

2) Gelistirilen bu yontem CaCo2 kolon kanseri hiicreleri igerisinde
bulunan tiim proteinlerin yani hiicre proteomunun nitel analizinde kullanilmistir.

3) Gelistirilen bu yontemle proteomik ¢alismalar devam etmis, CaCo2
kolon kanseri hiicrelerine bitkisel temelli hemostatik ajan ilave edilmis (T grubu)
ve ilave edilmemis (K grubu) CaCo2 kolon kanseri hiicreleri iizerinde
antikanserojen etkileri incelenmistir.

4) Elde edilen bu proteomik sonuglar ayr1 ayri degerlendirildikten
sonra kaynaklarda ve reactome programi ile belirtilen bulgularla karsilastirilarak
antiproliferasyon (¢ogalmay1 durdurucu etki) mekanizmasi1 molekiiler diizeyde
aciklanmaya calisilmustir.

5) Yapilan calismalarda  bitkisel temelli hemostatik  ajanin
antikanserojen etkisine karsi hiicrenin hangi savunma yolagimin kullanildig1 ve bu
ajana kars1 nasil direng¢ kazandig1 saptanmaistir.

6) Proteomik c¢alismalarla CaCo2 kolon kanseri hiicre hatt1 i¢in gen
ontoloji analizleri ile Panther programinda protein profillemesi yapilmistir.
Boylelikle analizleri yapilan proteinlerin hiicrede hangi biyolojik siliregte ve
hiicrenin hangi kisminda olduklar1 belirlenmistir.

7) Bu calismalarda elde edilen sonuglar hem kaynaklarda belirtilen
sinirlarla  hem de kullanilan UPLC/MS yonteminden elde edilen verilerle
karsilastirilarak degerlendirilmeye c¢alisilmistir.

Proteomik caligmalarda analiz edilecek ornek ve yapilacak calismanin
tiirtine gore kullanilan, pek ¢ok kimyasal, cihaz ve veri degerlendirme programi
mevcuttur. Kullanilan bu farkli kimyasal ve cihazlarla degisik proteomik yontemler
gelistirilmistir (Bolim 2.7.2.). NMR bazli yontemler fonksiyonel proteomik
calismalarda siklikla kullanilirken, tarama (array) bazli sistemler proteinlerin yari

nicel analizlerinde kullanilmaktadir. Son yillarda gelisen ayirma teknikleri ve
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biyoinformatik teknolojilerle birlikte kiitle spektroskopisi proteomik caligmalarda
en ¢ok kullanilan sistem haline gelmistir. Ozellikle gelisen yiiksek ayiricilik, kiitle
dogrulugu, duyarlilik ve tarama hizi ile birlikte proteomik caligmalar kiitle
spektroskopisi bazli yontemlerle giivenilir bir sekilde gerceklestirilmektedir.

Tez kapsaminda yapilan proteomik ¢aligmalarda dedektor olarak kuadrupol
ucus zamanh (QTOF) analizoriin kullanildig1 ters faz  UPLC/MS yontemi ile
calisilmustir.

MS bazli proteomik ¢alismalarda iki yaklasim bulunmasina karsin agsagidan
yukar1 yaklasimli LC/MS sistemleri genis analiz aralifi saglamasi nedeni ile
oldukca sik kullanilmaktadir. Tez calismasinda LC/MS ile asagidan yukari
yaklasim kullanilmistir. Proteinler MS analizinden once tripsin ile kii¢ilik peptitlere
parcalanmistir. Proteinlerin par¢alanmasi ile olusan peptit karisimlar: LC sistemi ile
ayrildiktan sonra MS ile analiz edilerek peptit profillemesi ve daha sonra da buna
bagli olarak protein profillemesi yapilmistir. Elde edilen MS ve MS/MS sonuglar1
Maxquant programi ile degerlendirilmistir.

Gilinlimiizde nano boyutta LC yontemi tiim diinyada proteomik ¢aligmalarda
siklikla kullanilmaktadir. Ancak nano LC yontemi disiik tekrarlanabilirlik ve
cihazin dogasindan kaynakli olarak olii hacim ve tikanma riski gibi problemler
icermektedir. Bu nedenle bu calisma kapsaminda nano LC yontemine alternatif
olabilecek UPLC yontemi gelistirilmeye ¢alisiimistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda proteinlerin LC/MS bazli asagidan
yukar1 proteomik caligmalar1 birbirini takip eden Ornek hazirlama, LC/MS
yontemi ile sigir serum albiimin ve CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin protein ve
peptitlerin analizi ve LC/MS verilerinin biyoinformatik sistemlerle degerlendirmesi
seklinde yapilmstir.

CaCo2 kolon kanseri hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismalarda, 6rnek hazirlama
basamagi hiicrelerin mekanik liziz teknikleri ile parcalanmasiyla baglamistir.
Parcalanan hiicrelerin icerisinde bulunan proteinlerin diger molekiillerden ve hiicre
ile yapilan deneylerde, digardan gelen kimyasallardan ayrilmasi isleminde tim
diinyada siklikla kullanilan metanol, kloroform ve su karisimi kullanilmistir. 3 fazlh
bu sistemin en biiylik avantaji; polar metabolitlerin sulu faz i¢ersinde, lipidlerin de

organik faz igerisinde etkin bir sekilde proteinlerden ayrilmasidir. Organik ve sulu
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fazin ortasinda ise kat1 protein peleti olugsmaktadir ( Boliim 3.3.4).

Elde edilen protein peleti daha sonra amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile
coziinmiistiir. Cozlinme islemi oldukca giic bir islemdir. Cdzlinen proteinler,
distilfid baglarinin koparilmasi ve tekrar olusumunun engellenmesi amaciyla en sik
kullanilan ajanlardan DTT ve iyodoasetamid secilerek denatiire hale getirilmistir.
Ornek hazirlama isleminin son basamag: ise proteinlerin peptitlere parcalanmasi
islemidir. Denatiire hale gelerek 3 boyutlu yapisim1 kaybeden proteinlerin
par¢alanmasinda proteaz enzimi olan tripsin enzimi kullanilmistir. Tripsin ile
par¢alanmasindan sonra peptit karisimi elde edilmistir (Bolim 3.3.5). Cozelti
icerisinde enzimlerle proteinleri parcalama islemi i¢in optimum sartlarin
saglanmasi gerekmektedir. Enzimin maksimum aktiflik gosterdigi sicaklik ve pH
degeri ve enzim/protein orani optimize hale getirilmelidir. Yapilan ¢aligmalarda
tripsin enziminin optimum verim verdigi sicaklik 37 °C, en aktif oldugu pH degeri
8.5 ve enzim/protein orani 1/50 ile 1/100 (a/a) olarak se¢ilmistir. Ayrica tripsin ile
proteinin inkiibasyon siiresi 18 saat olarak uygulanmistir. Parcalama islemi
sonrasinda olusan peptit karisiminin tripsin enziminden zarar gérmemesi i¢in ortam
sartlart degistirilerek tripsin inhibe edilmistir. Bunun i¢in ortamin sicakligi 4 °C’ ye
digtriilmiis  ve formik asit kullanilarak ortamin pH degeri 3.5 olarak
degistirilmistir (Boliim 3.3.5).

Elde edilen peptit karisimi daha sonra UPLC yontemi ile analiz edilebilecek
sekilde hareketli faz ile seyreltilmistir. Ornek hazirlama ile elde edilen peptit
karigiminin direkt MS yontemi ile analizi, bazi problemler icermektedir. Kompleks
peptit karisimlarinda miktar1 diisiik olan peptitler diger peptitler tarafindan
baskilanacagi i¢in MS yontemi ile analizi olduk¢a zordur. Bunun i¢in MS yontemi
ile uygulama oncesinde peptit karisimlarinin daha basit hale getirilerek analiz
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla giiniimiizde en sik kullanilan ayirma teknigi LC
yontemidir. LC yontemi igersinde peptitler hareketli ve sabit faz ile farkli oranlarda
etkileserek ayrilmaktadirlar.

Tablo 2.1°’de LC yontemi ile ilgili olarak verilen bilgilerde proteomik
caligmalarda en sik kullanilan LC ydnteminin son derece yiiksek duyarhiliga sahip

nano LC yontemi oldugu goriilmektedir. Nano LC yonteminde genellikle 75 um



111

capl kolonlar ve buna uygun olarak hareketli faz akis hiz1 ortalama 300 nL/dk
olarak kullanilmaktadir.

Analizlerde UPLC kolonu olarak 1.8 pm g¢apa sahip parcaciklarin
bulundugu apolar sabit faz olan Cis (2.1 mm x 100 mm, 1.8 um, 300 A) kolon
secilmistir. Calismada peptitlerin iyi bir sekilde ayrilmasi i¢in gdzenek boyutu 300
A olan bir kolon kullanilmistir.

Proteomik caligmalarda hidrofilik etkilesim kromatografisi, iyon degistirme
kromatografisi gibi ayirim yontemler kullanilmasina karsin diinya ¢apinda siklikla
kullanildig: i¢in ¢aligmalarda ters faz LC yontemi kullanilmistir. Bunun en 6nemli
nedeni, bu sisteme uygun hareketli faz ve iyon ¢ifti ajanlarinin kiitle spektrometresi
ile uygun bir sekilde calismasidir.

Kaynaklarda en ¢ok kullanilan asetonitril (% 0.1 formik asit (h/h)) ve su (%
0.1 formik asit (h/h)) karisimi hareketli faz olarak segilmistir. UPLC’de
tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesi icin analizlerden once kolonun dengeye
gelmesi gerekmektedir. Bunun i¢in yaklasik 50 kolon hacmi kadar hareketli faz
sistemden gecirilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0.2 mL/dk olarak belirlenmistir.

UPLC yontemi ile ayrilan peptitler daha sonra analiz igin kiitle
spektrometresine gelmektedir. Sekil 2.9.’da goriildiigii gibi kiitle spektrometresi
iyonlagma kaynagi, kiitle analizorii ve detektdrden olugmaktadir. Sistem vakum
altinda calismaktadir. Kiitle spektrometresine gelen peptitler ilk olarak gaz halinde
peptit iyonlarin elde edildigi iyonlasma kaynagina gelmektedir. Proteomik
calismalarda MALDI ve ESI olmak iizere iki iyonlasma kaynagi kullanilmasima
ragmen LC/MS bazli proteomik g¢aligmalarda ESI sistemi kullanilmaktadir. Bu
nedenle tez calismasinda ESI sistemi kullanilmistir. ESI icerisinde gaz halinde
iyonik peptit tiirlerini elde etmek icin sicaklik 350 °C ye cikarilmigtir. Kapiler
potansiyeli 4000 volt olarak belirlenmistir. Diizgiin bir sprey olusumu igin
nebulizer basinci 45 psig olarak ayarlanmigtir (Tablo 3.7). Analizlerde hareketli
fazdan kaynaklanan her hangi baskilayici tiirlere rastlanmamustir.

Gaz haline getirilen peptit iyonlarinin analizi kiitle analizdriinde
gerceklestirilmistir. Caligmalar kapsaminda kuadrupol ugus zamanli (QTOF) kiitle
analizorii kulanilmistir. QTOF sisteminin ¢ok hizli tarama yapabilmesi yasam

stiresi kisa olan tiirlerin analizlerinde biiyiik bir avantaj saglamakta, ayrica iyon
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tuzakl sistemlerde siklikla gézlemlenen bos yiikler (space charge) TOF igerisinde
gozlemlenmemesi sisteme bir baska avantaj katmaktadir. QTOF sisteminde gaz
halindeki iyonik peptitler kuadrupol sistemine ge¢mektedir. Kuadrapol filtresinden
gecen iyonlar, parcalanmanin yapildigi ve MS/MS verilerinin elde edildigi
par¢alanma tiinitesine gelmekte iyonlarin agirliklarina gére ayrilan pozitif yiikli
iyonlarin bulunma miktarlar1 ile orantili olarak tespit edilerek MS ve MS/MS
verileri elde edilmistir (Tablo 3.8 ve 3.9).

Elde edilen bu MS ve MS/MS verileri biyoinformatik sistemlerde
degerlendirilmistir. LC/MS bazli proteomik ¢aligmalarda ylizlerce proteinin nitel
analizi ayn1 anda yapilmaktadir. De novo ve peptit dizileme islemleri sadece bir
tek protein veya basit bir protein karisimlar i¢in uygulanabilmektedir. Bu yiizden
bu kadar fazla proteinin nitel analizi biyoinformatik sistemlerde de novo ve peptit
dizileme ¢aligmalari ile yapilamamaktir. Tez kapsaminda yiizlerce proteinin analizi
icin peptitlerden elde edilen MS ve MS/MS spektrumlari veri tabanlari ile
karsilastirilarak analizleri yapilmistir. Veri tabanlar ile karsilagtirma c¢aligsmalari
Boliim 2.7.5°te verildigi gibi iki basamaktan meydana gelmistir. Ilk olarak
peptitlere ait olan m/z degerleri, teorik m/z degerleri ile karsilastirilmis ve olasi
peptitler belirlenmistir. ilk kisimdan sonra m/z degeri deneysel olarak bulunan
precursor iyon par¢alanma tnitesi (CID) i¢inde par¢alanmistir. Boylelikle MS/MS
verileri elde edilmistir. Elde edilen MS/MS verileri, veri bankalari igerisinde
bulunan teorik MS/MS sonuglari ile kargilastirilmistir. Deneysel MS/MS sonuglari
elde edilirken spektrumlarda peptidin pargalanmasi ile birlikte N-merkezli ve C-
merkezli iyonlar olusmaktadir. Olusan N merkezli iyonlar a, b ve ¢ iyonlar1 olarak
gosterilmistir. C-merkezli iyonlar ise x, y ve z iyonlar1 olarak gosterilmistir (Sekil
2.14). Eslestirme isleminde olusan deneysel iyonlar teorik iyonlarla
karsilastirilmistir. Bu eslesmelerde amino asit dizileri belirlenmeye c¢alisilmistir.
Bu karsilagtirma ile birlikte eslesme saglandigi zaman peptidin nitel analizinin
yapilabildigi kabul edilmistir. Eslesmenin derecesini belirlemek icin eslesme
skorlar1 kullanilmistir. Boylelikle peptitlerin ve buna bagl olarak proteinlerin veri
bankalarinda bulunan peptit ve proteinlere olan yakinlhig1 gézlemlenmistir. Tez
kapsaminda yapilan bu caligmalarda proteinlerin nitel analizleri Andromeda ve

Maxquant programlar ile birlikte entegre bir sekilde kullanilmistir. Andromeda
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(Maxquant) programi  hem kolay bir arayiize sahiptir hem de basta Mascot
programi olmak iizere diger programlara karsi yapilan ¢alismalarda daha yiiksek
verim saglamaktadir.

Maxquant ve Andromeda programi ile yapilan analizlerde ilk olarak
calisilan Ornek tiiriine uygun bir sekilde veri bankasi se¢ilmelidir. Yapilan sigir
serum alblimin ¢aligsmalarinda diinyada c¢ok sik kullanilan Uniprot veri bankasi
icerisinde BosTaurus.fasta taksonomik birimi kullanilirken, CaCo2 kolon kanseri
hiicreleri icin HUMAN.Fasta taksonomik birimi kullanilmistir. Bu veri bankasi
icerisinde insan i¢in validasyonu yapilmis yaklasik 20000 protein mevcut iken
bilgisayar simiilasyonlar1 ile belirlenen yaklasik 130000 tiirde mevcuttur. Sistem
her ay kendini yenilemekte ve yeni proteinler eklemektedir. Veri bankalarmin
secilmesinden sonra sira bu bankalarda bulunan proteinlerin deneysel kosullarla
ayni olacak sekilde sanal ortamda peptitlerine pargalanmasi islemine gegilmis ve
tripsin enzimi secilmistir. Pargalayic1 enzim ve veri bankasinin belirlenmesinden
sonra proteinler {izerinde deneysel olarak meydana gelebilecek olasi
modifikasyonlar sanal ortamda belirlenmelidir. Boylelikle modifikasyonlardan
dolay1 meydana gelebilecek kiitlesel farkliliklar sistemde tanimli hale getirilmelidir.

Deneysel calismalarda olusabilecek en kisa ve en uzun amino asit dizileri
sisteme girilerek arastirilacak peptitlerde bir filtre yaratilmastir.

Belirlenen deneysel parametrelerle birlikte teorik peptitler olusturulmustur.
Olusturulan teorik peptitler ile deneysel sonuglar iki basamakli bir eslestirme
islemine sokulmustur. Birinci basamakta deneysel olarak belirlenen peptitlere ait
m/z degerleri teorik sonuglarla karsilastirilmistir. Burada kullanilan kiitle
spektrometresinin tlirline gore eslesmede olast hata paylar1 20 ppm olarak
belirlenmistir. Burada eslesen olas1 peptitlerin MS/MS verileri teorik sonuglarla
karsilastirilmis ve ikinci basamakta eslestirme islemi yapilmistir. Yapilan
analizlerde giivenilirligi arttirmak i¢in ¢esitli yontemler uygulanmistir. Bunlarin
basinda tiim diinyada kullanilan FDR filtresi uygulanmigtir. MS/MS verileri hedef
veri bankasi ile analiz sonrasinda Maxquant programi tarafindan yapilan tuzak veri
bankasi ile de karsilastirilmistir. Bu eslesmede hedef/tuzak orani hesaplanmistir. Bu
karsilastirilma islemlerinde FDR degeri maksimum 0.01 olarak belirlenmistir. Bu

degerin altinda bulunan proteinler nitel analiz calismalarinda kullanilirken FDR
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degeri 0.01°’den biiyiik olanlar elimine edilmistir. FDR filtresinden sonra skor
filtresi uygulanmistir. Nitel analizi yapilan proteinler i¢in 10 ve altindakiler elimine
edilmistir. Son olarak sigir serum albiiminde yapilan 3 enjeksiyondan en az 2
tanesinde gozlemlenen peptitler nitel analiz i¢in se¢ilmistir. CaCo2 kolon kanseri
hiicreleri i¢in ayn1 islem protein seviyesinde uygulanmistir. CaCo2 kolon kanseri
hiicrelerinde bir proteinin nitel analizinin yapilabilmesi i¢in o proteine ait en az 2
peptidin nitel analizinin yapilabilmesi sart1 konmustur.

Yapilan caligmalarda proteinlere ait nitel analizin yani sira iki farkli kosul
altinda bulunan proteinlerin karsilagtirilmali analizleri (yar1 nicel) yapilmistir. Bu
islem i¢in yine Maxquant programi kullanilmistir.

LC/MS bazli protemik ¢aligmalarda yar1 nicel analiz ¢alismalar isaretli
(labelled) ve isaretsiz (label free) olmak iizere iki farkli yontem uygulanarak
yapilmaktadir. Isaretsiz nicel analiz yontemi klinik ¢alismalarda ¢ok iyi sonugclar
vermektedir. Ozellikle biyobelirteglerin belirlenmesinde bir ¢ok ¢alismada
kullanilmaktadir. Tez kapsaminda proteinlerin nicel analizleri, isaretsiz olarak pik
yogunluklarmin karsilagtirilmast ile yapilmistir. Bu sistemin en 6nemli avantaji
uygulanabilirliginin kolay olmasi ve ¢ok fazla kosulun birbiri ile kiyaslanmasinin
yapilabilmesi olarak belirtilmistir. Bu amacla kullanilan bilgisayar programi
glinlimiizde diinya c¢apinda kullanilan Maxquant programi olmustur. Maxquant
programi igerisinde yapilan nicel analizlerde sistemde kullanilacak yontem yani
isaretli veya isaretsiz nicel analiz ile yapilacagi mutlaka belirtilmelidir. Sekil
2.17°de isaretsiz nicel analiz metodu i¢in 6rnek hazirlama basamaklar1 verilmistir.
Isaretsiz yontemlerde oOrnekler birbirinden tamamen ayr1 bir sekilde analiz
edilmekte ve elde edilen LC/MS verilerinin karsilastirilmasi ile goéreceli bir miktar
tayini gergeklestirilmektedir.

Proteinlere ait yari nicel  analizlerinde proteinlerin yogunluklarinin
karsilastirilmast ile de yar1 nicel analizler yapilmistir. Pik yogunluklarinin
karsilastirilmasinda kullanilan yontem, peptitler i¢in elde edilen tek boyutlu MS
verilerinde peptit piklerinin yogunluklarinin belirlenmesi ve iki farkli kosul i¢in bu
yogunluklarin karsilastirilmasi ile yapilmistir. Bu sistem ilk gelistirildiginde iki
temel sorun ile karsilasilmistir. Bunlar ayn1 6rnegin farkli enjeksiyonlarinda farkl

peptit yogunluklarinin  gézlemlenmesi ve iki farkli kosul i¢in yapilan
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enjeksiyonlarda ayni peptitlerin farkli alikonma zamanlarinda bulunmus
olmalaridir. Son yillarda gelistirilen yeni algoritmalarla birlikte giivenilir
normalizasyon yontemleri gelistirilmis ve enjeksiyonlar arasinda gozlemlenen pik
yogunlugundaki sapmalar biiyiik 6l¢iide dnlenmistir.

Maxquant programi ile yart nicel analizleri yapilan proteinlerin
degisimlerinin anlamli olup olmdig1 Perseus istatistik programi ile incelenmistir.
Kolay arayiizii ve Maxquant programi ile uyumlu olmasi nedeniyle Perseus
programi proteomik analizlerde kullanilmigtir. Perseus analizlerinde 6ncelikle her
iki kosulda yogunlugu hesaplanmis proteinler belirlenmistir. Daha sonra protein
yogunluklar1 her bir kosulun 3’er enjeksiyonu hesaba katilarak cift yonlii t-testi ile
analiz edilmistir. Boylelikle farkli kosullarda miktarlar: istatistiksel olarak anlamli

degisen proteinler belirlenmistir.
5.1. Sigir Serum Albiiminin Maxquant Programu ile Nitel Analizi

Tez kapsaminda yapilan analizlerde siir serum albiimin proteini referans
standart madde olarak secilmistir. Gelistirilen UPLC/MS metodu sigir serum
albliminin analizinde kullanilmis ve maxquant programi ile birlikte uyumlu ve
giivenilir sonuglar verip vermedigi arastirilmistir. Oncelikle standart sigir serum
alblimin proteini analiz edilmistir. Bu nedenle proteomik c¢alismalarda sikca
kullanilan si@ir serum albiimin standart proteini hem analitik yOntemin
gelistirilmesinde hemde biyoinformatik sistemlerde kullanilmistir.

Sigir serum alblimine ait ¢ok sayida peptidin nitel analizi yapilabilmistir.
Ayrica elde edilen peptitlerin sigir serum albiiminin %50 den fazlasini gosterdigi
tespit edilmistir. Verilerin maxquant programi icerisinde bu sonuglar1 vermesi bize
UPLC verilerinin biyoinformatik sistemlerle de uyumlu oldugu sonucunu vermistir.

Bu amagla gelistirilen UPLC/MS bazli yontem birbirini takip eden {ig
basamaktan meydana gelmistir. Bu basamaklar 6rneklerin analiz i¢in hazirlanmasi
(Bolim 3.2.1), orneklerin UPLC/MS ile analizi (Boliim 3.2.2) ve son olarak elde
edilen MS/MS verilerinin Maxquant programu igerisinde incelenmesidir.

Caligmalarda UPLC yontemi sigir serum albiimine ait peptit karigiminin
ayrilmasinda kiitle spektrometresi ise ayrilan peptitlerin analizinde kullanilmstir.

Mass hunter programi ile birlikte UPLC/MS ile analiz sonucunda elde edilen
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kromatogram incelenmistir. Calismada hareketli faz olarak kaynaklarda sikca
kullanilan su ve asetonitril ¢ozeltileri secilmistir. Hareketli faz igerisine iyon ¢ifti
ajan1 olarak formik asit eklenmistir. Formik asit kullanimi ile birlikte peptitler
pozitif olarak yiiklenmistir. Kiitle spektrometresinde analiz modu pozitif olarak
secilmistir.

Sigir serum albiiminin UPLC ile analizinde iki farkli gradient sistemi
kullanilmistir. Toplamda 70 (Gradient 1) ve 45 (Gradient 2) dk gradient sistemi
uygulanmistir (Tablo 3.5. ve3.6.).

Peptitlerin ters faz UPLC yontemi ile analizinde asetonitrilin % 3 ile % 45
arasinda degisim gosterdigi kisimlarda peptitlerin kolonda polaritelerine gore
ayrimi1 gerceklestirilmistir. Bu ayrim sirasinda MS/MS verileri de alinmustir.
Gradient 1 igerisinde peptitler asetonitrilin hareketli fazdaki yiizdesiyle orantili
olacak sekilde ilk 45 dk’da yogun bir sekilde gozlemlenmistir Sekil 4.1.’de 45 ile
70 dk arasinda ise kolonun yikanmasi ve yeniden baslangi¢c kosullarina donmesi
saglanmistir.

Gradient 2 sisteminde yine asetonitril yiizdesi % 3-45 araliginda degistigi
ilk 25 dk kisimda peptitler kolon icerisinde polaritelerine gore ayrilmistir (Sekil
4.2.). 25 ile 45 dk arasinda kolonun yikanmasi ve yeniden baslangi¢ kosullarina
donmesi saglanmustir .

Her iki gradient sisteminde 10 pg sigir serum alblimin proteini enjekte
edilerek 3’er tekrarli analizler yapilmistir.

Bu calismada sistemin verimi, sigir serum alblimine ait peptit sayilar1 ve
bulunan peptitlerin proteinin ne kadarlik bir kismini gdsterdigi yoniinden
incelenmigtir. Peptitlerin MS/MS verilerinden nitel analizlerini yapmak ig¢in
Maxquant programi kullanilmistir. Deneysel kisimda anlatilan parametreler
girilerek nitel analiz islemi gergeklestirilmistir.

UPLC/MS yontemi ile elde edilen sonuglarin 45 dk gradient sistemi ile 26
peptit gdzlemlenirken bu peptitler sigir serum alblimin proteinin %41°lik kismin;
70 dk gradient sisteminde ise 36 peptidin nitel analiz yapilmis ve sigir serum
albiiminin %56’lik kismini gostermistir.

Elde edilen sonuglar neticesinde daha fazla peptit goézlemlenen 70 dk

gradient sistemi s1g1r serum alblimin ile yapilan diger ¢aligmalarda kullanilmistir.
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Sigir serum albiimin analizlerinde degisik miktarlarda (0,5, 1, 5, 10 ve 20
ug) protein enjekte edilerek optimum enjeksiyon miktar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.
Her bir miktar i¢in 3 enjeksiyon yapilmis ve en az 2 enjeksiyonda nitel analizi
yapilabilen peptitler se¢ilmistir. Sekil 4.3.’de verildigi gibi enjeksiyon miktari
arttik¢a peptitlere ait piklerin siddetleri de artmaktadir.

Tablo 4.1°de goriildiigii gibi en az enjeksiyon miktar1 0.5 pg olarak
uygulanmigtir. 0.5 pg icin sadece 14 peptit gdozlemlenmis ve gézlemlenen peptitler
sigir serum albiiminin % 28’sini igermistir. 1 pg enjekte edildiginde ise
gbzlemlenen peptit sayist 29’ a ¢ikmistir. Burada gozlemlenen peptitler proteinin
% 42 sini kapsamistir. 5 pg protein enjeksiyonunda ise % 48 lik bir protein igerigi
ile 26 peptit gozlenmistir. 10 pg enjeksiyonda 36 peptit proteinin %58 lik kismini
ve son olarak 20 pg enjeksiyon proteinin % 63’liikk kismin1 icermistir. Tablo 4.2° de
biitlin enjeksiyon miktarlar1 i¢in gozlemlenen peptitlerin aminoasit dizilimleri
verilmistir. Sonuglar Sekil 4.4.” de grafikte de gosterilmistir.

Sonuglarda sadece 10 ve 20 ug protein miktarlar1 enjeksiyonu ile proteinin
% 50 den fazlasinin nitel analizinin yapilabildigi gozlenmistir. Bundan sonraki
deneysel siiregte hem ¢ok sayida peptit vermesi hem de ekonomik olmasi nedeniyle
10 pg s1g1r serum albiimin kullanilmastir.

Hem sigir serum alblimin analizleri hem de CaCo2 kolon kanseri
hiicrelerindeki peptit ve buna bagli olarak proteinlerin nitel analizlerinin nasil
yapildig1 sigir serum alblimine ait olan MPCTEDYLSLILNR peptidinin nitel
analizi ile gosterilmistir (Boliim 4.2.). MPCTEDYLSLILNR peptidine ait deneysel
olarak elde edilen MS ve MS/MS verileri Maxquant program igerisinde analiz
edilerek veri bankalarinda bulunan teorik peptit sonuglari ile karsilastirilmstir.

MPCTEDYLSLILNR peptidinin nitel analizi i¢in iki basamakli bir
eslestirme islemi yapilmistir. Eslestirme islemini ilk olarak peptidin MS
verilerinden elde edilen m/z alinarak yapilmistir.

Ikinci kisimda ise peptitlerin MS/MS verileri kullamilarak pargalanma
iiriinleri teorik sonuglarla karsilastirilmistir. Bu karsilastirma isleminde eslesen
iirtinlerden hareket ile aminoasit dizisi belirlenmistir.

MPCTEDYLSLILNR peptidi EIS de iyonlasarak +2 yiiklii iyon halinde
analiz edilmistir. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait ayrigtirllmig iyon
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kromatogrami Sekil 4.5.’de goriilmektedir. Peptidin alikonma zamani 36.8 dk
olarak saptanmistir. MPCTEDYLSLILNR peptidi biraz daha yakindan
incelendiginde peptide ait izotop kiimeleri gozlemlenmistir. Peptide ait
monoizotopik  pik  892.9152 m/z  degerine  sahiptir  (Sekil 4.6.).
MPCTEDYLSLILNR peptidinin +2 yiikli iyonunun gercek m/z degeri 892.9204
olarak veri bankasindan belirlenmistir.

MS/MS verilerinin teorik sonuglarla karsilastirilmasinda kullanilan en
onemli parametre eslesmede kullanilacak kiitle hata payidir. MS/MS verilerinin
karsilastirilmasinda kullanilacak hata payr maksimum 20 ppm olarak belirlenmistir.
Yukarida belirlenen peptitler i¢in eslestirme isleminde olusan hata paylar1 Tablo
4.3. igerisinde gosterilmigtir. MPCTEDYLSLILNR peptidinin deneysel MS/MS
sonuclarinin teorik sonuclarla karsilastirilmas: Sekil 4.7.’de verilmistir. Yapilan 6n
tarama sonrasi monoizotopik pike ait MS/MS wverileri olas1 peptitlerin teorik
MS/MS verileri ile karsilagtirilarak fragment iyonlarin eslesmesi yapilmistir. Bu
eslesmede deneysel MS/MS verileri MPCTEDYLSLILNR peptidine ait fragment
iyonlarla eslesmistir (Sekil 4.7). Sekilde goriildiigli gibi bu eslesme iiriinleri ; yl1,
v2, y3, y4, y5, y6, y8, y9, yl1, y12, y13, y1-NHs3, y2-NH3, y2-NH3s, y3-NHs, y4-
NH3, y6-H20, y8-NHs, Y11-H20, y12-H20, y13-H20, a2, b2, b3, b4-H:0, b5, b5-
H20 olarak belirlenmistir.

Yapilan bu analizle birlikte MS/MS verilerinden olusan eslesmelere gore
gelistirilen algoritmalarla birlikte peptidin nitel analiz eslesme skoru belirlenmistir.
MPCTEDYLSLILNR peptidi i¢in eslesme skoru 93.65 olarak belirlenmistir.

Tez kapsaminda yapilan biitiin caligmalarda peptitlerin nitel analizi bu
sekilde yapilmistir.

Sigir serum albiimin ile yapilan gradient ve enjeksiyon miktar
optimizasyonlarindan sonra gelistirilen yontem gercerliligi arastirilmistir. Gegerlilik

parametreleri kaynak olarak ICH klavuzuna gore degerlendirilmistir (226)
Ozgiinliik

ICH klavuzuna gore nitel analiz ¢alismalarinda yerine getirilmesi gereken
tek parametre  Ozglnlilk olarak belirtilmistir.  Buna bagli olarak sistem

gecerliliginde 6zgiinliik parametresi ¢alismalari igin sigir serum albiimin icermeyen
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fakat tripsinde dahil olmak {izere biitlin kimyasallar1 igeren kor c¢ozeltiler
hazirlanmistir (Boliim 3.2.4). Kor ¢ozeltiler 70 dk gradient sistemi ile 6 tekrarh
olacak sekilde analiz edilmistir. Elde edilen veriler Maxquant programi ile
degerlendirilmis, sonuclarda herhangi bir peptide rastlanmamistir. Bu sonug¢ bize
nitel analizi yapilan peptitlerin hepsinin sigir serum albliminden geldigini ve
caligma esnasinda disaridan gelebilecek protein kalintilarinin - bulunmadigin

gostermistir ( Sekil 4.8.).
Dogruluk

Yapilan 0Ozgiinliik parametresine ilaveten sistemin yar1 nicel analizde
kullanilacag: diisiiniilerek dogruluk ve kesinlik parametreleri de incelenmistir.

Gelistirilen UPLC/MS yonteminin dogrulugunu hesaplamak i¢in farkli
eslesme  skorlarma sahip 2  farkli  peptit secilmistir. Bu  peptitler
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR’dir. Bu 2 farkli peptit
Maxquant programinda analiz edilmis, ve m/z degerlerinden peptit kiitleleri
hesaplanmistir.  GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR
peptitlerine ait MS/MS spektrumlar1 ve aminoasit dizileri Sekil. 4.9. ve 4.10.’da
verilmistir.

Deneysel olarak hesaplanan sonuglar, teorik (gercek) sonuglarla
karsilastirilmistir.  Yapilan Ol¢iimler 11 giin boyunca devam etmistir ve
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi i¢in Tablo 4.4. ve#© LGEYGFQNALIVR
peptidi i¢in Tablo 4.5.” de gozlenen sonuglar elde edilmistir. 11 giin boyunca 2
peptit i¢in elde edilen %BH ortalamas1 alinmis, GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK
peptidi igin 1,05x10° ve LGEYGFQNALIVR peptidi igin 4,67 x10” olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar neticesinde peptit kiitlelerinin ¢ok yiiksek dogrulukta
bulundugu saptanmistir. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR
peptitlerinin 11 giinliik ¢alismasinda elde edilen m/z verilerinin degisimi Sekil

4.11.’de verilmistir.
Kesinlik

Proteomik ¢alismalarda, kesinlik parametresi 6zellikle yar1 nicel analizlerde

onem tagimaktadir. Yapilan c¢alismalarda kesinligi incelemek i¢in gesitli Olciitler
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kullanilmigtir. Sigir serum albiimin analizlerinde kesinlik c¢alismalar1 11 giin
boyunca yapilan analizlerle incelenmistir

(Caligmalarda oncelikle 11 giin boyunca kag¢ tane peptidin nitel analizi
yapildig1 ve hangi peptitlerin ka¢ giin boyunca nitel analizinin yapilabildigi takip
edilmistir. Her giin 10 pg sigir serum albiimin proteini 3 defa enjekte edilmis ve
her giin gozlemlenen peptitler Tablo 4.6’da verilmistir. Bunun yanisira
CCTESLVNR, ECCHGDLLECADDR, VPQVSTPTLVEVSR,
DDPHACYSTVFDK, ETYGDMADCCEKQEPER,
SHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCK,
TVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPK peptitleri 11 giinliik ¢alismada
10 giin boyunca gozlemlenmis sadece 1 giin gozlemlenememistir. EACFAVEGPK,
KQTALVELLK, VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK, HPYFYAPELLYYANK,
MPCTEDYLSLILNR peptitleri ise 9 glin boyunca gézlemlenmis sadece 2 giin
gozlemlenememistir. Boylelikle 10 pg sigir serum albiimin proteini i¢inde bulunan
peptitlerin nitel analizlerinin biliylik bir ¢ogunlugunda tekrarlanabilir oldugu
gbzlemlenmistir.

Yontemin kesinligini incelemek ic¢in kullanilan diger Olgiitler ise
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait
alikonma zamanlari, yogunluklar1 ve eslesme skorlaridir.

Sekil 4.12°de peptitlere ait alikonma zamanlarinin 11 giin boyunca nasil
degistigi verilmistir. Elde edilen veriler neticesinde alikonma zamanlarinin 11 giin
boyunca degismedigi ve tekrarlanabilir oldugu gézlemlenmistir. Bu siire boyunca
hesaplanan %BSS degerleri GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi i¢in %
0.1993 ve LGEYGFQNALIVR peptidi i¢in % 0.17703 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar kaynaklarda belirtilen nano LC yontemi ile karsilagtirilmistir (Nano
LC bagil standart sapma degeri 0.380 olarak verilmistir) ve nano LC yontemine
oranla tekrarlanabilirligin yiiksek oldugu bulunmustur (232).

Maxquant programi ile peptitlerin  yogunluklar1 11 giin boyunca
hesaplanmistir (Sekil 4.13). GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi igin %BSS
degeri % 11.24, LGEYGFQNALIVR peptidi i¢in ise % 14.58 olarak bulunmustur.

Peptitlerin yogunluklari ile 11 giin boyunca yapilan ¢aligmalar kaynaklarda

yapilan nano LC yontemi ¢alismalari ile karsilastirildiginda sonuglarin nano LC
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yontemine gore ¢ok daha iyi oldugu saptanmistir (nano LC caligmalarinda peptit
yogunluklarinda gézlemlenen b%BSS degerleri 11.54-63.5 arasinda degismektedir)
(233).

Kesinligin belirlenmesinde eslesme skorlarinin tekrarlanabilirliligine de
bakilmistir. Bunun i¢in MS/MS verileri elde edilen peptitlerin teorik sonuglar ile ne
kadar eslestigi yoniinden incelenmistir. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve
LGEYGFQNALIVR peptitleri igin 11 giin boyunca yapilan analizlerinde 6lgiilen
eslesme skorlar takip edilerek %BSS degerleri % 12,29 ile % 15,75 olarak
degerleri sirasiyla hesaplanistir (Sekil 4.14.).

Gelistirilen ~ yontemin  tekrarlanabilirligi  protein  seviyesinde de
incelenmistir. Si8ir serum albiimin ile yapilan ¢aligmalarda Sekil 4.15.°de protein
yogunlugunun 11 giin boyunca nasil degistigi gosterilmistir. Protein yogunlugunun
%BSS degeri %14.27 olarak hesaplanmustir.

Protein yogunlugu i¢in elde edilen sonuglar kaynaklarla karsilastirildiginda

elde edilen degerlerin nano LC ydntemine gore ¢ok daha iyi oldugu goriilmiistiir

(233).
Dogrusalhk

Dogrusallik parametresi i¢in enjeksiyon miktar1 ile yogunluklarin degisimi
incelenmistir. Boylelikle hem protein hemde peptit seviyesinde incelemeler
yapilmistir. Caligmalarda Maxquant programi icerisinde hem hesaplanan sigir
serum alblimin protein yogunlugu, hem de GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve
LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait yogunluklar kullanilmistir.

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait
yogunluklar Maxquant programi ile hesaplandiktan sonra enjeksiyon miktarina
gore grafige gecirilmistir. Sekil 4.16. ve 4.17.de peptitlere ait sonuglar
gosterilmistir. Buradaki grafiklerde 0.5 pg enjeksiyon miktart goéz Oniine
alimmamistir. Bunun nedeni goézlemlenen peptit yogunluklarinin oldukga diisiik
olmasidir. Yapilan analizlerde GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi igin
tammlayicilik katsayisi (R?) degeri 0.976, LGEYGFQNALIVR peptidi i¢in ise
0.9922 olarak belirlenmistir.
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Peptitler icin yapilan enjeksiyon miktar1 analizleri protein boyutunda sigir
serum albiimin ile de yapilmistir. Maxquant programi ile hesaplanan protein
yogunlugu enjeksiyon miktarina gore grafige gecirilmistir (Sekil 4.18.).

Elde edilen sonuglar kaynaklar ile karsilastirildiginda peptit ve protein
yogunluklariin enjeksiyon miktar1 ile degisiminin kabul edilebilir OSlgiitlerde
oldugu saptanmistir (234, 235).

Yapilan c¢aligmalar sonucunda gelistirilen UPLC/MS yonteminin Maxquant
programi ile birlikte sigir serum alblimin proteinin nitel analizinde yiiksek
ozglnlik, dogruluk ve tekrarlanabilir sonuglar verdigini gostermistir. Referans
standart madde sigir serum albiimin ile yapilan analizler sonrasinda gelistirilen
yontemin igerisinde binlerce protein bulunduran CaCo2 kolon kanseri hiicre hatti

iizerinde denenmesine karar verilmistir.
5.2. CaCo2 Hiicre Hatt1 Proteinlerinin Nitel Analizi

Sigir serum albiimin ile yapilan analizler sonrasinda CaCo2 kolon kanseri
hiicrelerinin nitel analizleri yapilmigtir. Analizlerde oncelikle hiicre icerisinde
bulunan protein konsantrasyonunun bilinmesine gerek duyulmustur. Bu nedenle
hiicrelerin liziz islemi sonrasinda elde edilen lizat icerisindeki protein
konsantrasyonu Bolim 3.3.3° de anlatildigir gibi Bio-Rad deterjan uyumlu (DC)
ticari kit ile protein konsantrasyonu belirlenmistir. Protein miktar analizlerinde ilk
olarak kit igerisinde bulunan si1gir serum albiimin ile kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir
(Sekil 4.19.). Elde edilen kalibrasyon dogrusu sonrasinda hazirlanan CaCo2 kolon
kanseri hiicresinden elde edilen lizat ¢ozeltisi Ol¢lilmiis ve 750 nm dalga boyunda
absorbans1 okunmustur. Kalibrasyon egrisinin regrasyon denklemi (y=0.379x +
0.017) kullanilarak CaCo2 hiicre lizatiin protein konsantrasyonu 1.106 mg mL"!
olarak hesaplanmistir.

Protein konsantrasyonu belli olan hiicre lizatlar1 igerisinden proteinlerin
izole edilmesi islemi ise metanol, kloroform ve su karisimi ile yapilmistir (Boliim
3.3.4).

Coken proteinler sigir serum albiiminde oldugu gibi amonyum bikarbonat
ile ¢oziiliip DTT ve iyodo asetamid ile denatiire hale getirilmistir. Tripsin ile 18

saat inkiibasyon sonrasi proteinler peptitlerine pargalanmistir. Elde edilen peptit
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karigimlart vakum santrifiij ile u¢urma sonrast UPLC ile analize hazir hale
getirilmistir (Boliim 3.3.5.).

Elde edilen peptit karisiminin UPLC ile analizinde kullanilan gradient siiresi
degistirilmistir. Si1gir serum albiiminde tek bir protein analiz edilirken CaCo2
kolon kanseri hiicrelerinde binlerce protein analiz edilmeye caligilmistir. Bu
nedenle gradient siiresi daha uzun tutulmustur. Kaynaklarda gradient siiresi ile ilgili
olarak 120 dk ve iistiinde ¢aligmalar yapilmistir. Buna goére gradient sistemi 150 dk
olarak alinmistir (Tablo 3.10.).

CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin analizinde optimum enjeksiyon miktari
arastiritlmistir. Optimum protein miktar1 20, 40 ve 80 pg enjeksiyon miktari
kullanilarak goézlemlenen protein sayist ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Nano LC
proteomik c¢aligmalarda uygun miktarda protein miktar1 ile 500 ile 1000 arasinda
protein analiz edilebilmektedir. Bu degerler géz oniine alinarak protein miktarlar
arastirtlmistir.  Sekil 4.20’de 20, 40 ve 80 png enjekte edilmis proteinlerin
kromatogramlar1 verilmistir. Her bir enjeksiyon sonrasi elde edilen MS/MS
verilerinden faydalanarak proteinlerin nitel analizi yapilmistir. Her bir miktar i¢in
3’er tekrarlt analizler yapilmistir. Yapilan CaCo2 kolon kanseri hiicresi analizleri
sonrasinda 20 pg enjeksiyon miktar1 i¢in 420 protein (Sekil 4.21.). 40 ng
enjeksiyon miktar1 icin 599 protein (Sekil 4.22.) ve 80 pg enjeksiyon miktar: i¢in
741 protein tespit edilmistir (Sekil 4.23.). Sonugclar karsilastirildiginda beklenildigi
gibi enjeksiyon miktar1 arttik¢a nitel analizi yapilan protein sayist da artmistir.
Yapilan nitel analizlerde en uygun enjeksiyon miktarinin, 741 protein sayisi
gbzlemlenen 80 pg enjeksiyon miktari oldugu saptanmistir.

Proteinlerin tanimlanmasinin yani sira yapilan analizlerin birbirleri ile tutarl
olup olmadigin1 anlamak icin Perseus istatistik programi kullanarak veriler
degerlendirilmistir. Bu islem i¢in dnce peptit boyutunda karsilastirma yapilmastir.
Sekil 4.26.° da goriildigli gibi tanimlanan peptitlerin normalize olmamis
yogunluklar1 3 enjeksiyon arasinda karsilagtirllmigtir ve aralarindaki korelasyon
incelenmistir. Tablo 4.7.’de 80 pg CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait peptitlerin
yogunluklariin 3 farkli enjeksiyonda karsilastirilmali olarak verilmistir. Elde
edilen sonuglarda R? degeri 0.9382 ile 0.9162 arasinda degismistir. Bu sonuglar

bize analizlerin peptit diizeyinde tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.
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Protein diizeyinde ise yapilan analizlerde Maxquant programi igerisinde
kullanilan isaretsiz nicel analiz algoritmasi ile hesaplanan normalize edilmis
protein yogunluklar1 yine 3 enjeksiyon i¢in karsilastirilmistir. Sekil 4.27 ve Tablo
4.8.’de 80 pg CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait proteinlerin yogunluklarinin 3
farkli enjeksiyondaki karsilastirilmalar: verilmistir. Proteinler i¢in gézlemlenen R?
degeri 0.9934 ile 0.9878 arasinda hesaplanmstir. Proteinler icin hesaplanan R?
degerlerinin  yiikksek olmasinin sebebi peptit diizeyinde herhangi bir
normalizasyonun yapilmamasit ve sistemden gelecek belirsizliklerin sonuglari
etkilememesinden kaynaklanmistir. Yapilan nitel analiz ¢alismalar1 sonrasi bulunan
proteinler gen ontoloji yontemi ile analiz edilerek hiicre igerisindeki gorevleri,
fonksiyonlari, bulunduklar1 protein sinifi ve molekiiler 6zellikleri analiz edilmistir.
Elde edilen proteinlerin ait olduklar1 gen isimleri kullanilarak Panther programinda
gen ontoloji analizi yapilmistir. Ilk olarak proteinlerin ait olduklar1 siniflar
diistintilerek incelenmistir. Sekil 4.28.’da gdsterildigi gibi analiz sonucunda bir ¢ok
sinifa ait proteinin nitel analizinin yapilabildigi saptanmistir. Analizi yapilan
proteinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu sitoskeletal proteinler, enzim modiilatorleri ve
niikleik asite bagli proteinler olusturmaktadir.

Gen ontolojisi ile yapilan bir baska c¢alismada ise proteinlerin hiicre
icerisinde hangi molekiiler fonksiyonlara sahip oldugunun belirlenmesidir. Elde
edilen sonuglara bu acidan yaklasildiginda Sekil 4.29 “‘daki dagilim
gozlemlenmistir. Analiz edebilen proteinlerin % 39.5 kismu katalitik aktivitelerde
rol almustir.

Bu katalitik aktiviteyi gdsteren proteinler yine gen ontolojisi analizlerinin
Panther programi ile incelendiginde, enzim diizenleyici aktiviteler, helikaz,
hidrolaz, izomeraz, ligaz, liyaz, oksirediiktaz ve transferaz aktivitelerini sagladiklar
bulunmustur. Ayrica bu proteinlerin % 33.9’luk bir kistmi hiicre icerisinde
baglanma 6zelligine sahip olup, baglanma aktivitesi olarak goérev yapan proteinlerin
kalsiyum, kalsiyum bazl1 fosfolipid, kromatin, niikleik asit, niikleotid ve proteinlere
baglandigi bulunmustur.

Nitel analizi yapilan proteinleri bulunduklar1 protein sinifi ve molekiiler
aktivitelerine gore inceledikten sonra hangi biyolojik siireclerde yer aldiklarida yine

gen ontolojisi ile incelenmistir. Nitel analizi yapilan proteinlerin %29’luk kismi
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hiicresel siireclerde rol almaktadir. Bu hiicresel siirecler iletisim, hiicre dongiisii,
cogalma, hiicresel bilesenlerin hareketleri kromozom segregasyonu ve sitokinesis
olarak belirlenmistir. Nitel analizi yapilan proteinlerin ikinci olarak en ¢ok goérev
aldig1 biyolojik siire¢ ise metabolik siireclerdir. Bu proteinlerin =~ %23,3” i
metabolik siireglerde katabolik, biyosentez, koenzim metabolizmasi, azotlu
bilesikler metabolizmasi, fosfat iceren bilesiklerin metabolik siirecinde, birincil
metabolik siire¢lerde, ikincil metabolik siireclerde, siilfiir ve vitamin metabolik
stireclerinde gorev aldiklar1 saptanmistir.  Proteinlerin  biyolojik stireclerdeki
dagilimi Sekil 4.30.” da gosterilmistir.

Gen ontolojisi analizlerinde son olarak nitel analizi yapilabilen proteinlerin
hiicre icerisinde bulundugu yerlere gore dagilimi arastirilmistir. Proteinlerin %
42,3’lik bir kismi hiicre icerisinde sitoplazma ve plazma zarinda molekiiler
fonksiyonlarmi gostermektedirler. Proteinlerin % 7.7’ lik bir kismi membran
proteinleri oldugu saptanmistir. Analizi olduk¢a gii¢ olan membran proteinlerinin
analizinin yapilabilmesi 0Ozellikle ©6rnek hazirlama kisminin oldukg¢a basarili
oldugunu gostermistir. Proteinlerin hiicre icerisindeki dagilimi ve yiizdeleri Sekil
4.31.’de verilmistir.

Gen ontoloji analizleri ile birlikte elde edilen sonuglar gelistirilen yontem ile
CaCo2 kolon kanseri hiicresi igerisinde bulunan pek ¢ok farkli smiftan, biyolojik
stirecten, molekiiler 6zelliklere sahip ve hiicrenin degisik kisimlarinda bulunan

proteinin analiz edilebilecegini gdstermistir.

5.3. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanin Antikanserojen Etkisinin

Proteomik Ac¢idan Incelenmesi

Tez calismalar1 kapsaminda Hacettepe  Universitesi  Hemotoloji
Anabilimdali Bagkanligindan elde edilen bitkisel temelli hemostatik ajan
kullanilmistir. Kaynaklarda hemostatik ajanlarin antikanserojen etkisi proteomik
calismalarla incelenmistir. Gelistirilen ve nitel analizde kullanilan analitik yontem,
bitkisel temelli hemostatik ajanin in vitro ¢aligmalar sonrasinda CaCo2 kolon
kanseri hiicreleri iizerindeki hiicre proliferasyonu etkisini kiyaslamali proteomik
calismalarda incelemek i¢in kullanilmistir. CaCo2 kolon kanseri hiicre hatlarindan

bir kismina hemostatik ajan eklenerek (T grubu) 48 saat inkiibasyon edilmistir.
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Hemostattik ajan eklenmeyen diger grup ise kontrol grubu (K grubu) olarak ayni
kosullarda inkiibasyon siirelerinde tutulmustur. K ve T gruplarinda proteomik
analiz yapilmadan dnce protein miktar tayini yapilmustir. Sekil 4.19°da elde edilen
kalibrasyon dogrusu ile birlikte K hiicrelerinde elde edilen CaCo2 hiicre lizati
icerisinde 1.106 mg mL™! ve T hiicrelerinden elde edilen lizat icerisinde 0.856 mg
mL™! protein konsantrasyonu elde edilmistir (Béliim 3.3.3).

Bolim 3.3.6’da anlatildign gibi LC/MS analizlerinde kullanilan aym
gradient sistemi kullanilmistir. Her bir grup i¢in 3 enjeksiyon yapilmistir. K ve T
gruplarina ait kromatogramlar Sekil 4.30.’da verilmistir.

Elde edilen bu kromatografik veriler maxquant programinda incelenmistir.
Maxquant programi ile proteinlerin dncelikle nitel analizleri yapilmistir. 48 saat
inkiibe edilmis K gruplarinda yapilan analizlerde enjeksiyon basina 4975 tane MS
verisi, 5501 tane MS/MS verisi elde edilmistir. Yapilan ii¢ enjeksiyonda 1739,
1846 ve 1711 tane peptidin nitel analizi gergeklestirilmistir. T gruplari i¢in yapilan
caligmalarda ise ortalama 4974 tane MS, 5499 tane MS/MS verisi elde edilmistir.
Yapilan {i¢ enjeksiyondan elde edilen sonuglarla 2217, 2017 ve 2116 tane peptidin
nitel analizi gergeklestirilmistir.

Elde edilen protein sayilar1 bakimindan sonuglar incelendiginde ise Sekil
4.33.” deki Venn semasinda sonuglar goriilmektedir. K grubunda elde dilen protein
sayist 724 iken T grubunda 727 tane protein bulunmustur. Bu sonug¢ beklenildigi
gibi CaCo2 kolon kanseri hiicrelerine ait proteinlerin nitel analiz sonuglar1 ile
benzerlik gostermistir.

Maxquant programi ile nitel analizi yapilan proteinlerin normalize edilmis
protein yogunluklar1 hesaplanmigtir. Protein yogunluklar1 hesaplanirken proteine ait
peptit yogunluklart kullanilmistir.

Elde edilen proteinlerin yogunluklarini karsilagtirmak ve istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar olup olmadigini bulmak i¢in Perseus programi kullanilmistir.
Perseus programu igerisinde K ve T gruplart arasinda ¢ift yonlii t testi yapilmigtir
(p<0.05). Istatistiksel olarak anlamli farkliliklara sahip proteinler belirlendikten
sonra bu proteinler iki kisimda incelenmistir. Birinci kisimda hemostatik ajan ile
miktar1 K grubununa goére azalan proteinler, ikinci kisimda ise hemostatik ajanin

etkisiyle K grubuna gore miktar1 artan proteinler saptanmistir. Hemostatik ajan ile
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birlikte miktar1 azalan proteinler Tablo 4.9.°da degisim miktarlar1 ile birlikte
verilmistir. Miktar1 azalan proteinlerin birbirleriyle olan iligkilerini gozlemlemek
maksadiyla string yolak analiz programi uygulanmistir. Sekil 4.32.’de goriildiigii
gibi proteinlerin biiyilik bir kisminin bir veya daha fazla yolak ile birbirlerine baglh
oldugu saptanmis ve azalan proteinlerin birbirleri ile iligkili oldugu belirlenmistir.

Proteomik verilerin daha giivenilir bir sekilde yorumlanmasini saglamak
amaciyla degisim miktar1 1.5’in altinda olan proteinler elimine edilmistir. Degisim
miktar1 1.5 ve {izeri olan proteinler ise kaynaklarda ve yolak analiz programlarinda
incelenerek kanser iizerinde 6nemli proteinler belirlenmeye ¢alisilmistir.

RSPO2, HMGB, uzaman faktorleri, p23, RNF169, KPNA2, COPBI,
HNRNPK, EIF5A1, CDKI1, UBE2N, EIF3M, FASN, SNDI1 proteinlerinin
kaynaklarda kanser olusumunda etkili oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
bu proteinlerin bitkisel temelli hemostatik ajan ile inhibe olduklart belirlenmistir.
Bitkisel temelli hemostatik ajanin bu hedefleri etkileryerek antiproliferatif etki
gosterdigi saptanmustir. Yapilan ¢aligmalrda ilk defa hemostatic ajanin Wnt, p53 ve
ubiquitin proteazom gibi programli hiicre Oliimiine goétiiren yolaklar: etkiledigi
belirlenmistir (253, 247).

Yapilan c¢alismalarda CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin bitkisel temelli
hemostatik ajana kars1 bazi1 diren¢ mekanizmalarina sahip oldugu saptanmistir.
Yapilan calismalarda GSTA1, MDH2, AKRIC3, 1s1 sok proteinleri, protein
disulfide izomeraz proteinleri, CALR, ALDHI1A1, ANXAS5ve TNK proteinlerinin
artt1g1 saptanmistir. Kaynaklarda bu proteinlerin hiicrenin antioksidan kapasitesini
arttirarak hiicrelerin stres kaynaklarina kars1 diren¢ kazanmalar1 sagladiklar
gosterilmistir

Elde edilen sonuglar kaynaklarda ilk defa bitkisel temelli hemostatik ajanin
degisik proteinleri kullanaral farkli antiproliferatif etki mekanizmalarinin varhigin

gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Proteomik c¢aligmalarla LC yontemi kullanilarak protein ve peptitlerin nitel
ve yart nicel analizleri ile ayrilmasi ve MS yontemi ile proteinlerin kiitlelerinin
yiiksek duyarlilikta belirlenmesi yapilmaktadir. Tez kapsaminda yapilan proteomik
caligmalarda ilk defa CaCo2 kolon kanseri hiicreleri igerisinde bulunan protein ve
peptitlerin nitel ve yar1 nicel analizleri i¢in gelistirilen UPLC/MS yo6nteminin nano
LC/MS yontemine alternatif olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Yapilan
calismalarda UPLC/MS yonteminin nano LC yontemine goére daha yiiksek
tekrarlanabilirlik gosterdigi saptanmistir. Ayrica Nano LC sisteminde karsilasilan
O0li hacim ve tikanma problemleri gibi dezavantajlar UPLC/MS yontemi
kullanilmasiyla ortadan kaldirilmistir.

UPLC yonteminde kullanilacak daha uzun ve ¢ap1 diisiik kolonlar hem
kullanilan Ornek miktarimi azaltacak hemde duyarliligi arttiracaktir. Kolonda
bulunan sabit fazda kullanilan partikiillerin gdzenek alanlarinin biiylik olmasi
kompleks peptit karisimlarinin ayrilmasinda daha etkin olacaktir ve daha fazla
peptit yapist aydinlatilabilecektir.

Yapilan analizlerde CaCo2 kolon kanser hiicresi igerisinde bulunan bir ¢ok
farkli siniftan protein analiz edilmistir. Gelecekte UPLC/MS yontemi ile yapilan
proteomik calismalarda, CaCo2 kolon kanser hiicrelerinden 6rnek hazirlama ile
ilgili olarak mevcut yontemlere ilaveten yeni yontemler gelistirilerek analiz edilen
protein sayisi arttirilarak klinik calismalara 1sik tutulabilir. Ornegin gelistirilen
UPLC/MS yonteminde analizler yapilirken kompleks protein karisimlari enzimatik
par¢alanmadan ©once SDS-PAGE veya jelsiz izoelektrik odaklama gibi 6n
saflagtirma sistemleri ile daha basit fraksiyonlara ayrilabilir ve analizi yapilan
protein sayis1 arttirilabilir. Ornek hazirlamada daha az basamak igeren ve madde
kaybini azaltan filtre destekli 6rnek hazirlama sistemleri kullanilabilir. Enzimatik
protein parcalama isleminde tripsin ile birlikte bir ka¢ farkli enzim kullanilarak
daha etkili par¢alama islemi ve bunun sonucunda daha fazla analiz edilebilecek
peptit elde edilebilir.

Gelistirilen ve valide edilen UPLC/MS yontemi proteomik c¢alismalarda
kullanima sunulmugtur. Bdylece bu c¢alisma SCI dergilerinde yayinlanmasi

sonrasinda kaynaklarda yerini alacaktir. Bundan sonraki proteomik ¢aligmalarda
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UPLC/MS yoéntemi kullanimu ile birlikte diinya ¢apinda daha fazla grup ve bilim
insan1 bu calismalarda yer alabilecektir. Gelistirilen yontemin biyolojik materyal
(viicut sivilar1 ve dokularda) analizlerine uygulanmasi dnerilmektedir. Boylelikle
klinik calismalara destek verilebilir hale gelecektir.

Yapilan g¢aligmalarda bitkisel temelli hemostatik ajanin bazi proteinlerin
ifedelerini hiicre icerisinde degistirdigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda kanser
olusumanda ve gelisiminde etkili olan RSPO2, HMGB, uzama faktorleri, p23,
RNF169, KPNA2, COPBI, HNRNPK, EIF5A1, CDK1, UBE2N, EIF3M,FASN,
SND1 gibi kanser hedefleri hemostatik ajan tarafindan inhibe edilmistir. Yapilan
gen ontoloji analizlerinde bu proteinlerin hiicreleri apoptoza gotiirdiigii bilinen
Wnt, p53, ubiquitin proteazom yolaklari tizerinde etkili oldugu saptanmistir. Ayrica
kanser hiicrelerinin gelisiminde ¢ok etkili olan FASN’nin inhibe edilmesi kanser
hiicreleri lizerinde proliferatif etki gostermektedir.

Kontrol gruplarina gore miktar1 artan proteinler igerisinde HINT 1 proteini
tespit edilmistir. Boylelikle bitkisel temelli hemostatik ajanin antiprolatif etkisi wnt
yolagi lizerinden etkili oldugu saptanmistir. Antiproliferatif etki yolaklar1 genetik
susturucularla analiz edilmelidir.

CaCo2 kolon kanseri hiicrelerinin hemostatik ajanin antiproliferatif etkisine
kars1 ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirdigi saptanmistir. Bu calismalarda
bitkisel temelli hemostatic ajanin etkisi ile artan GSTA1, MDH2, AKR1C3, 1s1 sok
proteinleri, protein disulfid izomeraz proteinleri, CALR, ALDH1A1, ANXAS ve
TNK proteinlerinin hemotatik ajana karst hiicrelerin  direncini  arttirdig
saptanmistir. Bu proteinler iizerindeki inhibe edici maddeler hemostatic ajan ile
kullanilarak sinerjik etki arastirilmalidir.

Bitkisel temelli hemostatik ajanin CaCo2 kolon kanseri lizerine etkisi
proteomik c¢aligmalarla incelenmistir. Elde edilen veriler transkriptomik ve
metabolomik verilerle birlikte bir biitliin halinde incelenmelidir. Boylelikle
hemostatik ajanin etki mekanizmalar1 molekiiler seviyede tamamen ¢oziilecektir.
Yapilan c¢alismalarda hemostatik ajanin etkiledigi onemli kanser hedefleri,
belirtegleri tek tek incelenerek hemostatik ajan ile hangi yolak iizerinde ne kadar
etkinlik gosterdigi belirlenmelidir. Hemostatik ajanin  uygulandigi in vitro

caligmalardan sonra in vivo ¢alismalar da arastirilmalidir. Hemostatik ajanin  tek
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basina gosterdigi ¢ogalmayr durdurucu etki yaninda antikanserojen ilaglarla
birlikte gosterebilecegi sinerjik etki incelenmelidir. Boylelikle olasi yeni kanser
tedavi kiirleri belirlenebilecek ve tedavi amacli olarak klinik calismalarda

kullanilabilecektir.
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EKLER

Ek 1. 80 ng CaCo2 kolon kanseri hiicresi ile yapilan analizlerde elde edilen

proteinleri
Protein Gen Peptit sayisi

Titin TTN 38
Heat shock protein HSP 90-beta HSP90ABI 36
Actin, cytoplasmic 2 ACTGI 28
Actin, cytoplasmic 1 ACTB 28
Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS 27
Elongation factor 2 EEF2 25
Heat shock protein HSP 90 HSPY0AA 25

-alpha
Tubulin beta-4B chain TUBB4B 24
Alpha-enolase ENO1 24
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH 23
Tubulin beta chain TUBB 22
Myosin-9 MYH9 22
Fatty acid synthase FASN 22
Tubulin alpha-1B chain TUBAIB 21
Pyruvate kinase PKM PKM 20
Transketolase TKT 20
Tubulin alpha-1C chain TUBAIC 20
Tubulin beta-2B chain TUBB2B 20
L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 18
Triosephosphate isomerase TPI1 17
L-lactate dehydrogenase A chain LDHA 17
Adenosylhomocysteinase AHCY 17
Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTCl1 17
Alpha-actinin-4 ACTN4 17
Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA 16
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 16
60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPDI1 16
14-3-3 protein beta/alpha YWHAB 15
Creatine kinase B-type CKB 15
Rab GDP dissociation inhibitor GDD2 15

Beta

Glucose-6-phosphate isomerase GPI 15
Exportin-2 CSE1L 15
Heat shock 70 kDa protein 4 HSPA4 15
Filamin-B FLNB 15
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 14




Annexin A2 ANXA2 14
14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ 14
Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic IDH1 13
Annexin A5 ANXAS 13
Importin subunit beta-1 KPNBI 13
Alpha-actinin-1 ACTNI1 13
78 kDa glucose-regulated protein HSPAS 13
Glutathione S-transferase P GSTPI 12
Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1 12
Bifunctional purine biosynthesis protein PURH ATIC 12
Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP 12
Peroxiredoxin-1 PRDX1 11
Heat shock 70 kDa protein 1B HSPAI1B 11
Nebulin NEB 11
Fibrous sheath-interacting protein 2 FSIP2 11
Nucleoside diphosphate kinase B NME2 10
14-3-3 protein epsilon YWHAE 10
Peroxiredoxin-6 PRDX6 10
Annexin A3 ANXA3 10
14-3-3 protein theta YWHAQ 10
Eukaryotic initiation factor 4A- EIF4A1 10
6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating PGD 10
Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic AARS 10
Filamin-A FLNA 10
Dystonin DST 10
Nesprin-1 SYNEI1 10
Cofilin-1 CFL1 9
Profilin-1 PFN1 9
Tubulin beta-8 chain TUBBS 9
Chloride intracellular channel proteinl CLIC1 9
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit PRKDC 9
Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 HSP90AB2P 9
Beta-actin-like protein 2 ACTBL2 9
Transgelin TAGLN 8
Transaldolase TALDOI1 8
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBAI 8
Myosin-7B MYH7B 8
ATP-citrate synthase ACLY 8
Microtubule-actin cross-linking factor 1 MACF1 8
Nesprin-2 SYNE2 8
Multifunctional protein ADE2; PAICS 8
Tubulin beta-6 chain TUBB6 8
TPR and ankyrin repeat-containing protein 1 TRANK1 8
UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH 8
Dynein heavy chain 5, axonemal DNAHS 8




Uncharacterized protein C20rf16 C2orf16 8
Thioredoxin TXN 7
Phosphoglycerate mutase 1 PGAMI1 7
Elongation factor 1-gamma EEFIG 7
Tropomyosin alpha-3 chain TPM3 7
Malate dehydrogenase, cytoplasmic MDHI1 7
Heat shock 70 kDa protein 6 HSPA6 7
Ras GTPase-activating-like protein IQGAPI IQGAPI1 7
Importin-5 IPO5 7
Protein FAM208B FAM208B 7
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A EIF3A 7
Unconventional myosin-XVIIIb MYOI18B 7
Desmoplakin DSP 7
Apolipoprotein B-100;Apolipoprotein B-48 APOB 7
Rho-associated protein kinase 1 ROCKI 7
Myosin-13 MYHI3 7
Protein piccolo PCLO 7
Alpha-actinin-3 ACTN3 7
E3 ubiquitin-protein ligase

HERC? HERC2 7
Protein sidekick-2 SDK?2 7
Ryanodine receptor 3 RYR3 7
Golgin subfamily B member 1 GOLGBI 7
Dynein heavy chain 7, axonemal DNAH7 7
Myosin-6 MYH6 7
GTP-binding nuclear protein Ran RAN 6
40S ribosomal protein SA RPSA 6
Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family ANP32B 6

member B
Nucleoside diphosphate kinase A NMEI 6
14-3-3 protein gamma YWHAG 6
Plastin-3 PLS3 6
Retinal dehydrogenase 1 ALDHI1A1 6
Ezrin EZR 6
Epiplakin EPPK1 6
Low-density lipoprotein receptor-related protein 1B LRPIB 6
X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5 6
NADP-dependent malic enzyme ME1 6
Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange ARFGEF2 6

protein 2

Down syndrome cell adhesion molecule-like protein 1 DSCAMLI1 6
Zinc finger protein 646 ZNF646 6
Synaptonemal complex protein 1 SYCP1 6
E3 ubiquitin-protein ligase UBR4 UBR4 6
Centrosomal protein of 152 kDa CEP152 6
Lysine-specific demethylase KDM2B 6




2B

Histone-lysine N-methyltransferase 2A KMT2A 6

Centrosomal protein of 290 kDa CEP290 6

Adenomatous polyposis coli protein APC 6

Myosin-10 MYHI0 6

Myosin-4 MYH4 6

Dynein heavy chain 6, axonemal DNAH6 6

Centromere protein F CENPF 6

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial GLUDI1 6

Endoplasmin HSPI90BI1 6

Protein disulfide-isomerase P4HB 6

Histone-lysine N-methyltransferase 2D KMT2D 6

Treslin TICRR 6

Dynein heavy chain 10, axonemal DNAHI10 6

Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3 6

Myosin-3 MYH3 6

High mobility group protein B1 HMGBI1 5

Protein SET;Protein SETSIP SET 5

Inorganic pyrophosphatase PPA1 5

Anterior gradient protein 2 homolog AGR2 5

Collagen alpha-1(XII) chain COL12A1 5

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK 5

Proliferating cell nuclear antigen PCNA 5

Msx2-interacting protein SPEN 5

Serpin H1 SERPINHI1 5

Zinc finger protein 792 ZNF792 5

Zinc finger CCCH domain-containing protein 13 ZC3H13 5

Glycine--tRNA ligase GARS 5

DNA ligase 4 LIG4 5

Calreticulin CALR 5

Zinc finger protein castor homolog 1 CASZ1 5

Flotillin-2 FLOT2 5

Arf-GAP with th—GAP dpmam, ANK repeat and PH ARAP? 5
domain-containing protein 2

Protein basson BSN 5

Glutamme——fmctoge—6—php§phate aminotransferase GFPT1 5

[isomerizing] 1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 USP5 5

Myosin-binding protein C, cardiac-type MYBPC3 5

Vinculin VCL 5

Villin-1 VILI 5

Cytoskeleton-associated protein 5 CKAPS5 5

Sorting nexin-2 SNX2 5

Cilia- and flagella-associated protein 54 CFAP54 5

CAP-Gly domain-containing linker protein 1 CLIP1 5

Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 SND1 5




Clathrin heavy chain 1 CLTC 5

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 SPTBNI1 5

RB1-inducible coiled-coil protein 1 RB1CCI1 5

E3 ubiquitin-protein ligase MYCBP2 MYCBP2 5

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DYNCIH1 5

Unconventional myosin-Va MYOS5A 5

Adenylyl cyclase-associated protein 1 CAP1 5

Talin-1 TLN1 5

Pericentrin PCNT 5

Abnormal spindle-like microcephaly-associated protein ASPM 5

CAP-Gly domain-containing linker protein 2 CLIP2 5

Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 LRP2 5

Intraflagellar transport protein 172 homolog IFT172 5

Polycystic kidney disease protein 1-like 1 PKDIL1 5

Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3 ASCC3 5

Dedicator of cytokinesis protein 2 DOCK2 5

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 5 CHDS5 5

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2 IQGAP2 5

Kinesin-like protein KIF20B KIF20B 5

Dynein heavy chain 9, axonemal DNAH9 5

Centrosomal protein of 170 kDa CEP170 5

Ribosome biogenesis protein BMS1 homolog BMSI 5

Sodium channel protein type 10 subunit alpha SCN10A 5

Xin actin-binding repeat-containing protein 2 XIRP2 5

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 CHD7 5

Ankyrin repeat domain-containing protein 12 ANKRDI12 5

Metabotropic glutamate receptor 4 GRM4 5

Polycystic kidney disease protein 1-like 3 PKDIL3 5

Coatomer subunit beta COPB1 5

Separin ESPL1 5

E3 ISG15--protein ligase HERCS HERCS 5

Protein SZT2 SZT2 5

Bloom syndrome protein BLM 5

Clathrin heavy chain 2 CLTCL1 5

Nucleolar transcription factor 1 UBTF 5

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family ANP32A 5

member A

Myotubularin-related protein 5 SBF1 5

Peroxisome prol}ferator-actlvated rgceptor gamma PPRCI 5
coactivator-related protein 1

MORC family CW-type zinc finger protein 1 MORCI1 5

Band 4.1-like protein 4A EPB41L4A 5

Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-Y USP9Y 5

Serine protease inhibitor Kazal-type 5 SPINKS 5

Hydrocephalus-inducing protein homolog HYDIN 5

G-protein coupled receptor family C group 6 member A GPRC6A 5




Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac

: PREX2 5

exchanger 2 protein
Zinc finger protein 224 ZNF224 5
Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3 5
Uncharacterized protein KIAA1551 KIAA1551 5
Protein S100-A11 S100A11 4
PR domain-containing protein 11 PRDM11 4
Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAPILI1 4
Eukaryotic translation initiation factor SA-1 EIF5A 4
Protein deglycase DJ-1 PARK7 4
Inhibitor of Bruton tyrosine kinase IBTK 4
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N UBE2N 4
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit beta | PAFAH1B2 4
Vascular endothelial growth factor receptor 1 FLTI 4
Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] QPRT 4
Ribonucleases P/MRP protein subunit POP1 POP1 4
PDZ and LIM domain protein 1 PDLIM1 4
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 ATPIA1 4
Microtubule-associated tumor suppressor candidate 2 MTUS2 4
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 1 SHANK 4
T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 4
Glycosyltransferase-like protein LARGE1 LARGE 4
Coiled-coil domain-containing protein 151 CCDCI151 4
Zinc finger protein 518A ZNF518A 4
Sushi, von Willebrand factor type A SVEP1 4
Proto-oncogene vav VAVI 4
Chromatin assembly factor 1 subunit A CHAF1A 4
Triadin TRDN 4
Putative zinc finger protein 833 ZNF833P 4
ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type PFKP 4
RIMS-binding protein 3B RIMBP3B 4
C-myc promoter-binding protein DENND4A 4
Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus ACINI 4
Glutathione S-transferase omega-1 GSTO1 4
Early endosome antigen 1 EEAI 4
General transcription factor II.—I repeat domain-containing GTF2IRD1 4

protein |

Polyamine-modulated factor 1-binding protein 1 PMFBP1 4
Transcription initiation factor TFIID subunit 1 TAF1 4
Coiled-coil domain-containing protein 177 CCDC177 4
Midasin MDNI1 4
Germinal-center associated nuclear protein MCM3AP 4
Adenylate cyclase type 10 ADCY10 4
Laminin subunit alpha-5 LAMAS 4
Dynein heavy chain 14, axonemal DNAHI14 4
Centrosome-associated protein CEP250 CEP250 4




DNA replication licensing factor MCM7 MCM7 4
Unconventional myosin-X MYOI10 4
Laminin subunit gamma-1 LAMCI 4
Cullin-4A CUL4A 4
Tubulin polyglutamylase TTLL6 TTLL6 4
Acylamino-acid-releasing enzyme APEH 4
Histone-lysine N-methyltransferase ASHIL ASHIL 4
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 1 MAST1 4
Insulin-degrading enzyme IDE 4
G-protein coupled receptor 98 GPR98 4
Helicase with zinc finger domain 2 HELZ2 4
Eukaryotic translation initiation factor 5B EIF5B 4
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2 SPTBN2 4
Neuronal cell adhesion molecule NRCAM 4
Uncharacterized protein KIAA0556 KIAAO0556 4
Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic TXNRDI1 4
Inactive phospholipase C-like protein 1 PLCL1 4
Unconventional myosin-1Xa MYO9%A 4
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated PRPSAPI 4
protein 1
Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC1 HERC1 4
Neurobeachin-like protein 1 NBEALI1 4
Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 CELSR2 4
Centrosomal protein of 120 kDa CEP120 4
Hexokinase-1 HK1 4
Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 and H4
; . NSDI 4
lysine-20 specific

Lysine-specific demethylase 3B KDM3B 4
Zinc finger and BTB domain-containing protein 11 ZBTBI11 4
Round spermatid basic protein 1-like protein RSBNIL 4
Palladin PALLD 4
Putative heat shock protein HSP 90-alpha A4 HSP90AA4P 4
Ras GTPase-activating-like protein IQGAP3 IQGAP3 4
Unconventional myosin-Vb MYOS5B 4
Pleckstrin homology domain-containing family G PLEKHGA4B 4

member 4B
Mucin-16 MUCI16 4
Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6 4
Centrosomal protein of 57 kDa CEPS57 4
cTAGE family member 5 CTAGES 4
Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X USP9X 4
Zinc finger and BTB domain-containing protein 38 ZBTB38 4
Caldesmon CALDI 4
Extracellular matrix protein FRAS1 FRASI 4
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase kappa PTPRK 4
Myotubularin-related protein 12 MTMRI12 4




Spectrin alpha chain, erythrocytic 1 SPTA1 4

Zinc finger protein 638 ZNF638 4

Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4 4

CAD protein CAD 4

Rho GTPase-activating protein 32 ARHGAP32 4

Zinc finger protein 836 ZNF836 4

DNA-directed RNA polymerase I subunit RPA1 POLRI1A 4

Zinc finger CCCH domain-containing protein 18 ZC3H18 4

Down syndrome cell adhesion molecule DSCAM 4

Prolyl endopeptidase-like PREPL 4

E3 ubiquitin-protein ligase RNF169 RNF169 4

Serine/threonine-protein kinase Nek5 NEKS 4

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 13 PTPN13 4

ELKS/Rab6-interacting/CAST family member 1 ERC1 4

Structural maintenance of chromosomes protein 1B SMCIB 4

Histone-lysine N-methyltransferase 2B KMT2B 4

Uncharacterized protein C6orf118 Cé6orf118 4

Thyroid receptor-interacting protein 11 TRIPI11 4

Myosin-14 MYHI14 4

Heat shock protein 105 kDa HSPH1 4

CUB and sushi domain-containing protein 2 CSMD2 4

Putative NPIP-like protein LOC729978 PNP 4

Histone deacetylase 9 HDAC9 4

Plexin-B2 PLXNB2 4

Laminin subunit alpha-2 LAMA?2 4

Collagen alpha-5(VI) chain COLG6AS 4

DNA damage-binding protein 1 DDB1 4

Coiled-coil domain-containing protein 178 CCDC178 4

G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1 GPRIN1 4

Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 LRP1 4

Myosin light polypeptide 6 MYL6 4

10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPEI1 4

Annexin A4 ANXA4 4

Multimerin-1 MMRN1 4

DNA polymerase epsilon catalytic subunit A POLE 4

Probable rRNA-processing protein EBP2 EBNA1BP2 4

Coiled-coil domain-containing protein 62 CCDC62 4

Unconventional myosin-VIIb MYQO7B 4

Cyclin-dependent kinase 13 CDK13 4

Vacuolar protein sorting-associated protein 13D VPS13D 4

Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange ARFGEF3 4
protein 3

Leucine zipper putative tumor suppressor 1 LZTS1 4

Zinc finger protein RIf RLF 4

EF-hand calcium-binding domain-containing protein 6 EFCABG6 4




40S ribosomal protein S9 RPS9 4

DmX-like protein 1 DMXL1 4

Pro-neuregulin-2, membran;—bound isoform;Neuregulin- NRG? 4

SPATS2-like protein SPATS2L 4

Collagen alpha-1(XI) chain COLI1A1 4

Histone acetyltransferase KAT6A KAT6A 4

RADS51-associated protein 2 RADS51AP2 4

Zinc finger homeobox protein 3 ZFHX3 4

Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5 4

Kinectin KTNI1 4

Dynein heavy chain 3, axonemal DNAH3 4

Adenylate cyclase type 3 ADCY3 4

Insulinoma-associated protein 2 INSM2 4

FERM, RhoGEF and plecl;strm domain-containing FARPI 4

protein 1

Protein SOGA1;N-terminal form; SOGAL 4

Triple functional domain protein TRIO 4

Protein PRR14L PRR14L 4

Basement membrane-specific hepgran sulfate HSPG? 4
proteoglycan core protein

Zinc finger transcription factor Trpsl TRPS1 4

Exophilin-5 EXPHS 4

RNA-binding protein 12B RBM12B 4

Dipeptidyl peptidase 9 DPP9 4

Thioredoxin reductase 2, mitochondrial TXNRD2 4

116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component EFTUD2 3

Zinc finger protein 518B ZNF518B 3

Glutaredoxin-3 GLRX3 3

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 UBAS2 3

Protein PTHB1 BBS9 3

Protein S100-A6 S100A6 3

40S ribosomal protein S12 RPS12 3

Probable ATP-dependent DNA helicase HFM1 HFM1 3

Costars family protein ABRACL ABRACL 3

Elongation factor 1-beta EEF1B2 3

Adenine phosphoribosyltransferase APRT 3

Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 3

Zinc finger and BTB domain-containing protein 46 ZBTB46 3

M-phase phosphoprotein 8 MPHOSPHS 3

ADNP homeobox protein 2 ADNP2 3

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 GNB2L1 3

ADP-ribosylation factor 1;ADP-ribosylation factor 3 ARF1 3

40S ribosomal protein S5 RPS5 3

Myosin regulatory light chain 12B MYL12B 3

Interleukin-17 receptor A IL17RA 3




Potassium voltage-gated channel subfamily KQT

member 3 KENQ3 3

Elongation factor 1-delta EEF1D 3

Immunoglobulin superfamily member 22 IGSF22 3

Serine/threonine-protein phosphgtase 2A 56 kDa PPPOR5D 3

regulatory subunit delta isoform

DNA annealing helicase and endonuclease ZRANB3 ZRANB3 3
Soluble scavenger receptor cysteine-rich domain-

containing protein SSC5D SSCSD 3

Melanopsin OPN4 3

Myosin-15 MYHI15 3

Sperm-associated antigen 17 SPAG17 3

Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1 PIEZO1 3

Guanine nucleotide exchange factor for Rab-3A RAB3ILI 3

Actin-related protein 3 ACTR3 3

Peroxiredoxin-2 PRDX2 3

Nuclear receptor-interacting protein 3 NRIP3 3

Obg-like ATPase 1 OLAl 3

Importin subunit alpha-1 KPNA2 3

Obscurin-like protein 1 OBSLI 3

Pyridoxal kinase PDXK 3

Protocadherin-15 PCDHI5 3

T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 3

ATP-dependent RNA helicase DQX1 DQXI1 3

Nascent polypept1de-assoc1at§:d complex subunit alpha, NACA 3

muscle-specific form

Coiled-coil domain-containing protein 124 CCDC124 3

Mis18-binding protein 1 MIS18BP1 3

Serlne/threonme-protelg phosphatgse 2A 65 kDa PPPORIA 3

regulatory subunit A alpha isoform

Centromere protein J CENPJ 3

Patched domain-containing protein 2 PTCHD2 3

Coatomer sull)umt gamma- COPG1 3

Importin-7 1PO7 3

Tudor domain-containing protein 15 TDRD15 3

Nuclear autoantigenic sperm protein NASP 3

Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic TARS 3

Adenylosuccinate lyase ADSL 3

Cadherin-17 CDHI17 3

Plectin PLEC 3

Poly(A) polymerase alpha PAPOLA 3

Extracellular calcium-sensing receptor CASR 3

Vacuolar protein sorting-associated protein 35 VPS35 3

Unconventional myosin-Ic MYOIC 3

Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase 3a SMPDL3A 3




Phosphoribosylformylglycinamidine synthase PFAS 3
Transmembrane protein 131 TMEM131 3
E3 ubiquitin-protein ligase CBL-B CBLB 3
Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains 1 ZKSCANI1 3
Spermatogenesis-associated protein 31E1 SPATA3IE] 3
WD repeat and FY VE domain-containing protein 3 WDFY3 3
Zinc finger protein 668 ZNF668 3
Sacsin SACS 3
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 USP7 3
40S ribosomal protein S21 RPS21 3
Mucin-2 MUC2 3
Aspartate aminotransferase, cytoplasmic GOTI1 3
Protein FAM160A1 FAMI160A1 3
WD repeat-containing protein 44 WDR44 3
Meckel syndrome type 1 protein MKSI 3
Disks large-associated protein 1 DLGAPI 3
Rabl11 family-interacting protein 5 RABI1FIP5 3
Kinase D-interacting substrate of 220 kDa KIDINS220 3
Collectin-12 COLECI12 3
Probable global transcription activator SNF2L.2 SMARCA2 3
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 CANDI1 3
Voltage-dependent T-type calcium channel subunit CACNAII 3
alpha-11
Protein FAMS83G FAMS3G 3
Gigaxonin GAN 3
Periplakin PPL 3
Zinc finger protein 43 ZNF43 3
PAB-dependent poly(A)-specific ribonuclease subunit PAN? 3
PAN2
Leucine-rich repeat and coﬂgd-coﬂ domain-containing LRRCC] 3
protein 1
NK-tumor recognition prot.em;Putatlve peptidyl-prolyl NKTR 3
cis-trans isomerase
Zinc finger protein 236 ZNF236 3
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2 ITPR2 3
cTAGE family member 6 CTAGE6 3
Dynein heavy chain 2, axonemal DNAH2 3
DIS3-like exonuclease 1 DIS3L 3
Uncharacterized protein CXorf22 CXorf22 3
Bromodomain and WD repeat-containing protein 1 BRWDI 3
Mdm?2-binding protein MTBP 3
Hephaestin HEPH 3
Ankyrin repeat domain-containing protein 30B ANKRD30B 3
TRPMBS channel-associated factor 1 TCAF1 3
Ankyrin-2 ANK2 3




Tau-tubulin kinase 2 TTBK2 3

A disintegrin and metalloprqtelnase with thrombospondin ADAMTS12 3
motifs 12

Elongator complex protein 2 ELP2 3

Outer dense fiber protein 2 ODF2 3

Guanine nucleotide-binding protein-like 3-like protein GNL3L 3

YTH domain-containing family protein 2 YTHDEF?2 3

Protein KIAA0100 KIAAO0100 3

Uridine-cytidine kinase 2 UCK2 3

Glypican-4;Secreted glypican-4 GPC4 3

Voltage-dependent P/Q-type calcium channel subunit CACNAILA 3
alpha-1A

Mitochondrial fission factor MFF 3

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 18 GALNTI18 3

Folliculin-interacting protein 2 FNIP2 3

Matrix metalloproteinase-14 MMP14 3

FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 3 FGD3 3

Protein FAM184B FAM184B 3

Telomerase reverse transcriptase TERT 3

RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase RAF1 3

F-box/WD repeat-containing protein 10 FBXWI0 3

Forkhead-associated domain-containing protein 1 FHADI 3

F-box/WD repeat-containing protein 11 FBXWI1 3

Protein Daple CCDC88C 3

Son of sevenless homolog 1;Son of sevenless homolog 2 | SOS1;SOS2 3

Thyroid hormone receptor-associated protein 3 THRAP3 3

Coiled-coil and C2 domain-containing protein 2A CC2D2A 3

Diacylglycerol kinase zeta DGKZ 3

Vacuolar protein sorting-associated protein 13A VPS13A 3

Protein furry homolog FRY 3

Serine-protein kinase ATM ATM 3

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 21 PTPN21 3

Zinc finger protein 721 ZNF721 3

DNA-directed RNA polymerase III subunit RPC7 POLR3G 3

Myosin-IIIb MYO3B 3

Methionine synthase reductase MTRR 3

SprT-like domain-containing protein Spartan SPRTN 3

Hexokinase-2 HK2 3

Zinc finger protein 708 ZNF708 3

Cation-independent mannose-6-phosphate receptor IGF2R 3

Coagulation factor VIII F8 3

Centrosomal protein of 78 kDa CEP78 3

Chromobox protein homolog 3 CBX3 3

Hsc70-interacting protein ST13 3

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 UCHLI1 3

Interferon-induced guanylate-binding protein 1 GBP1 3




Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 6 PIK3R6 3

RNA polymerase II transcription factor SIII subunit A3 LOC116051 930 3

DNA replication licensing factor MCM3 MCM3 3

Piwi-like protein 1 PIWILI 3

FERM and PDZ domain-containing protein 3 FRMPD3 3
Microtubule-associated protein 1B;MAP1B heavy

chain;MAPI light chain LC1 MAPIB 3

Cardiomyopathy-associated protein 5 CMYA5S 3

Prickle-like protein 2 PRICKLE2 3

Junction-mediating and -regulatory protein IMY 3

Stathmin STMNI 3

Importin-9 1PO9 3

Ankyrin-3 ANK3 3

Retinal-specific ATP-binding cassette transporter ABCA4 3

Rabl11 family-interacting protein 4 RABI1FIP4 3

THO complex subunit 2 THOC2 3

Peroxisomal NADH pyrophosphatase NUDT12 NUDTI12 3

Sterile alpha motif domain-containing protein 15 SAMDI5 3

E3 ubiquitin-protein ligase HECTD1 HECTDI1 3

MARVEL domain-containing protein 2 MAR;/ELD 3

Coiled-coil domain-containing protein 171 CCDC171 3

Cell division cycle 5-like protein CDCSL 3

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 EIF4G1 3

Liprin-beta-1 PPFIBP1 3

Biorientation of chromos?ﬁ?:sl in cell division protein 1- BODILI 3

DNA-binding protein SMUBP-2 IGHMBP2 3

Proteoglycan 4 PRG4 3

Zinc finger protein 567 ZNF567 3

Thyroglobulin TG 3

Kinesin-like protein KIF21A KIF21A 3

Fanconi anemia group I protein FANCI 3

Girdin CCDCS88A 3

Rho GTPase-activating protein 22 ARHGAP22 3

DNA topoisomerase 2-beta TOP2B 3

Protein PRRC2B PRRC2B 3

Protein FAM83H FAMS3H 3

Ryanodine receptor 2 RYR2 3

Laminin subunit alpha-3 LAMA3 3

FERM and PDZ domain-containing protein 1 FRMPDI1 3

Uncharacterized protein CXorf23 CXorf23 3

Potassium voltage-gated channel subfamily C member 1 KCNC1 3

Transient receptor potential cation channel subfamily M TRPM?2 3




member 2

Centromere-associated protein E CENPE 3

Obscurin OBSCN 3

FYVE and coiled-coil domain-containing protein 1 FYCO1 3

Protein tyrosine phosphatase domain-containing protein 1 PTPDCl1 3

Inactive serine/threonine-protein kinase TEX14 TEX14 3

Protein CASC5 CASCS 3

A-kinase anchor protein 9 AKAP9 3

Teneurin-4 TENM4 3

Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog B PDS5B 3

Mucin-5AC MUCSAC 3

Leucine-rich repeat and 1QQ domain-containing protein 3 LRRIQ3 3

Alpha-mannosidase 2 MAN2A1 3

Hemicentin-1 HMCNI1 3

Low-density lipoprotein receptor-related protein 8 LRP8 3

Stonin-1 STON1 3

Sucrase-isomaltase, intestinal;Sucrase SI 3

FH2 domain-containing protein 1 FHDC1 3

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34 USP34 3

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24 USP24 3

Nucleosome-remodeling factor subunit BPTF BPTF 3

tRNA (adenine(5 S)-N( 1 ))-rpethyltransferase, TRMT61B 3

mitochondrial

DBF4-type zinc finger-containing protein 2 ZDBF2 3

Dedicator of cytokinesis protein 11 DOCK11 3

ATP-dependent RNA helicase DDX54 DDX54 3

Nucleolar protein 8 NOLS 3

Zinc finger protein 777 ZNF777 3

Schlafen family member 12 SLFNI12 3

Rho GTPase-activating protein 4 ARHGAP4 3

Sialic acid-binding Ig-like lectin 11 SIGLECI11 3

Neural cell adhesion molecule L1 LICAM 3

Testis- and ovary-specific .PAZ domain-containing TOPAZ1 3
protein 1|

Rab5 GDP/GTP exchange factor RABGEF1 3

Nebulette NEBL 3

Golgin subfamily A member 8B subfam GOLGASB 3

T-box transcription factor TBX2 TBX2 3

Structural maintenance of chromosomes protein 1A SMCIA 3

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 4 SPTBN4 3

Mucin-4;Mucin-4 alpha chain;Mucin-4 beta chain MUC4 3

Fas-binding factor 1 FBF1 3

V(D)J recombination-activating protein 1;Endonuclease RAGI 3

RAGI
Fibrocystin PKHDI1 3
Spatacsin SPGI11 3




Regulator of nonsense transcripts 2 UPF2 3
Coiled-coil domain-containing protein 82 CCDCS82 3
PAX3- and PAX7-binding protein 1 PAXBPI 3
NADH dehydrogenase [ublqglnone] 1 beta subcomplex NDUFB7 3
subunit 7
Phosphat1dy11n051tol.4Tphosphat.e 3-kinase C2 domain- PIK3COA 3
containing subunit alpha
Transcription factor TFIIIB component B homolog BDP1 3
Coiled-coil domain-containing protein 73 CCDCT73 3
Putative RNAil;mdmg protein RBMI5 3
Transmembrane protein 131-like KIAA0922 3
Testis-specific gene 10 protein TSGA10 3
Ankyrin repeat dorglzlji-contammg protein ANKRD36 3
Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase
HGS 3
substrate
Ankyrin repeat domain-containing protein 13D ANKRDI13D 3
Guanylate-binding protein 6 GBP6 3
Striated muscle preferentially expressed protein kinase SPEG 3
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGP2 3
Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1A BAZI1A 3
Spermatogenesis-associated protein 31D1 SPATA31D
: : : 3
spermatogenesis-associated protein 31D3 1
Dynamin-3 DNM3 3
Zinc finger protein 133 ZNF133 3
Cysteine-rich protein 2-binding protein CSRP2BP 3
Glypican-1 ;Se_cireted glypican GPC1 3
Myomegalin PDE4DIP 3
Cytoskeleton-associated protein 2-like CKAP2L 3
Neurobeachin-like protein 2 NBEAL2 3
Copine-1 CPNEI1 3
Lanosterol synthase LSS 3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRNPF 3
Condensin-2 complex subunit G2 NCAPG2 3
Contactin-2 CNTN2 3
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 9 CHD9 3
HEAT r'epeat-contglmng protel‘n I;HEAT repeat- HEATR1 3
containing protein 1, N-terminally processed
Solute carrier family 12 member 5 SLCI2AS 3
Protein ZGRF1 ZGRF1 3
Integrator complex subunit 1 INTSI1 3
Nuclear pore complex-mter]g(;tmg protein family member NPIPB5 3
HEAT repeat-containing protein 4 HEATR4 3




Serine/arginine repetitive matrix protein 2 SRRM2 3

Integrin beta-4 ITGB4 3

Zinc finger ZZ-type and EE-hand domain-containing 77EF1 3

protein 1

Myotubularin-related protein 11 MTMRI11 3

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 PSMD3 3

Splicing factor 3A subunit 1 SF3Al 3

Zinc finger protein 707 ZNF707 3

Protein PAT1 homolog 2 PATL2 3

Plastin-2 LCPI 3

Dynein heavy chain 8, axonemal DNAHS 3

Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1 3

Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic ACAT?2 3

BTB/POZ domain-containing protein 10 BTBD10 3

D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH 3

SH3 and cysteine-rich domain-containing protein STAC 3

Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH? 3

Glutamate receptor ionotropic, NMDA 2D GRIN2D 3

Patatin-like phospholipase domain-containing protein 7 PNPLA7 3

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 PSMD2 3

Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 3

Filamin-C FLNC 3

SUMO-activating enzyme subunit 2 UBA2 3

Coiled-coil domain-containing protein 186 CCDC186 3

Nuclear receptor-binding protein 2 NRBP2 3

SCAN domain-containing protein 3 ZBED9 3

Proto-oncogene tyrosine-protein kinase receptor RET 3
Ret;Soluble RET kinase fragment;

Serine/threonine-protein kinase N1 PKN1 3

PHD and RING finger domain-containing protein 1 PHRFI 3

Little elongation complex subunit 2 ICE2 3

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 HSD17B10 3

Unconventional myosin-If MYOI1F 3

Probable helicase senataxin SETX 3

Hepatoma-derived growth factor HDGF 3

Ral guanine nucleotide dissociation stimulator RALGDS 3

Uncharacterized protein C9or{84 C9orf84 3

cAMP-specific 3,5-cyclic phosphodiesterase 4C PDE4C 3

Probable E3 ubiquitin-protein ligase TRIML?2 TRIML2 3

MDS1 and EVI1 complex locus protein EVI1 MECOM 3

UPF0606 protein KIAA1549L KIAA1549L 3

Vascular endothelial growth factor D FIGF 3

Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 CYFIP1 3

DENN domain-containing protein 2A DENND2A 3




Protein broad-minded TBC1D32 3

Weel-like protein kinase WEEI1 3

Uncharacterized protein KIAA1210 KIAA1210 3

Heparin cofactor 2 SERPINDI 3

Uncharacterized protein KIAA0753 KIAA0753 3

Integrin alpha-11 ITGAI1l 3

Centlein CNTLN 3

Transmembrane protein 232 TMEM?232 3

Lysine-specific demethylase 5C KDMS5C 3

Plexin-D1 PLXNDI1 3

Protein disulfide-isomerase A2 PDIA2 3

Autophagy-related protein 2 homolog B ATG2B 3

Protein GREBI GREBI 3

Kinetochore-associated protein DSN1 homolog DSNI 3

Antigen KI-67 MKI67 3

Nitric oxide synthase, brain NOSI1 3

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A DNMT3A 3

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 DDX6 3

Kinesin-like protein KIF1C KIFIC 3

Plakophilin-4 PKP4 3

Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein PICALM 3

Serine/threonine-protein phosphgtase 2A 56 kDa PPPOR5B 3
regulatory subunit beta isoform

Serine/threonine-protein kinase Nek1 NEK1 3

Neuralized-like protein 4 NEURLA4 3

Structural maintenance of chromosomes protein 2 SMC2 3

UPFO0160 protein MYG1, mitochondrial C120rf10 3

Utrophin UTRN 3

Protein kinase C epsilon type PRKCE 3

ATP-binding cassette sub-family D member 1 ABCDI1 3

Ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 2 RGL2 3

Kinetochore-associated protein NSL1 homolog NSLI1 3

Glucagon-like peptide 2 receptor GLP2R 3

Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 3

SH2 domain-containing adapter protein E SHE 3

ATP-dependent RNA helicase A DHX9 3

Unconventional myosin-XV MYOI15A 3

Cytosolic cargoxypeptldase AGBL2 3

Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 PLOD2 3

Neurobeachin NBEA 3

Unconventional myosin-VI MYO6 3

Zonadhesin ZAN 3

Collagen alpha-1(III) chain COL3Al1 3

Lysosomal-trafficking regulator LYST 3

Lon protease homolog, mitochondrial LONPI1 3




Probable helicase with zinc finger domain HELZ 3
Protein strawberry notch homolog 2 SBNO2 3
Pecanex-like protein 2 PCNXL2 3
CCR4-NOT transcription complex subunit 1 CNOTI 3
Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMAI1 3
Tubulin--tyrosine ligase TTL 3

Protein RRP5 homolog PDCD11 3

Ankyrin repeat domain-containing protein 26 ANKRD26 3
Immunoglobulin superfamily member 10 IGSF10 3
Myoferlin MYOF 3

PR domain zinc finger protein 2 PRDM?2 3
Serrate RNA effector molecule homolog SRRT 3
Zinc finger protein 311 ZNF311 3
Hermansky-Pudlak syndrome 3 protein HPS3 3
Focadhesin FOCAD 3

Coiled-coil domain-containing protein 47 CCDC47 3
Zinc finger protein 107 ZNF107 3
F-box/LRR-repeat protein 19 FBXL19 3
Unconventional myosin-Id MYOID 3

TBCI1 domain family member 21 TBCI1D21 3
DNA helicase INOSO INO8O 3
Canalicular multispecific organic 2 ABCC3 3
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