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ÖZET 

Koçak, E. CaCo2 Kolon Kanseri Hücrelerinde Ultra Performasnlı Sıvı 

Kromatografisi- Kütle Spektroskopisi Bazlı Proteomik Çalışmalar, Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Analitik Kimya Programı Doktora 

Tezi, Ankara, 2017. Kanser günümüz dünyasında teşhis ve tedavisi en zor 

hastalıkların başında gelmektedir. Yeni geliştirilen omik teknolojilerinden 

proteomik çalışmalar  özellikle kanser üzerine yapılan genomik çalışmaları 

tamamlamakta ve kanseri protein seviyesinde inceleyerek kanser oluşum 

mekanizmalarının aydınlatılmasında, hastalığın teşhis ve tedavisinde klinik 

çalışmalara destek vermektedir. Bugün dünyada sıvı kromatografisi bazlı proteomik 

çalışmalar nano sıvı kromatografisi ile yapılmaktadır. Nano sıvı kromatografisi 

yüksek duyarlılık sağlamasına karşın kontrol edilmesi oldukça güç sistemlerdir. Bu 

tez çalışması temel olarak iki kısımdan oluşmaktadır; birinci kısımda nano sıvı 

kromatografisinin gösterdiği dezavantajları ortadan kaldırarak daha güvenilir 

sonuçlar verebilen standart protein sığır serum albumin kullanılarak ultrabasınçlı 

sıvı kromatografik yöntem geliştirilmesi ve valide edilmesi planlanmıştır. 

Geliştirilen ve valide edilen bu yöntem kullanılarak CaCo2 kolon kanseri 

hücrelerinde bulunan protein ve peptitlerin nitel ve yarı nicel analizleri yapılmıştır. 

Tez çalışmasının ikinci kısmında bitkisel temelli hemostatik ajanın CaCo2 kolon 

kanseri hücreleri üzerindeki çoğalmayı durdurucu etkileri geliştirilen ultra basınçlı 

sıvı kromatografisi ile birlikte kuadrupol uçuş zamanlı kütle spektroskopisi yöntemi 

kullanılarak incelenmiştir. Sonuçlar Maxquant programı ile 

değerlendirilmiştir.Yapılan analizler sonucunda tez çalışmasının amaçları içinde 

yer alan bitkisel temelli hemostatik ajanın CaCo2 kolon kanseri hücreleri üzerinde 

hangi yolakları etkilediği ve hangi önemli kanser hedefleri üzerinde hücre 

proliferasyonu etki gösterdiği, bu etkiye karşı hücrenin hangi savunma yolaklarını 

kullandığı ve bu ajana karşı nasıl direnç geliştirdiği proteomik açıdan incelenmiştir. 

Çalışmalarda bitkisel temelli hemostatik ajan kullanılması ile bir çok proteinin  

azalarak ve çoğalarak etkilendiği ve miktarının  değiştiği saptanmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Kanser, Proteomik, Ultra basınçlı sıvı kromatografisi, Kütle 

spektroskopisi, Hemostatik ajan  
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ABSTRACT 

Koçak, 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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1. GİRİŞ 

1860’lı yıllarda Mendel ile başlayan genetik bilimi organizmaların sahip 

oldukları karakterlerin gen adı verilen birimler tarafından belirlendiğini 

keşfetmiştir. Gen kromozom içerisinde kromozomun belirli bir kısmını oluşturan 

nükleik asit dizisidir. Bir kromozom içerisinde çok fazla sayıda gen mevcuttur. 

Genler içerdikleri şifreler aracılığı ile vücut içerisindeki her süreçte etkin 

durumdadırlar. Bazı genler vücut için gerekli, kimyasalların oluşumunda görev 

alırken bazı genler süreçlerde düzenleyici olarak görev yapmaktadırlar. Genler 

organizmanın yönetici molekülleridir ve organizmanın özelliklerini, organizma 

içerisinde hangi olayların gerçekleştiğini ve organizmanın hastalıklarda dahil olmak 

üzere hangi koşulda nasıl eğilim göstereceklerini belirlemektedirler.  

Organizma içerisinde bulunan bütün genlerin oluşturduğu genom yapısının 

aydınlatılması için yapılan çalışmalar genomik olarak adlandırılmaktadır.  Modern 

genomik çalışmalar ise 1953 yılında DNA nın moleküler yapısının aydınlatılması 

hakkında yayımlanan çalışmalar ile başlamıştır.  1990’lı yıllarda çalışmalar insan 

genom projesi adı altında DNA içerisinde bulunan bütün genlerin tanımlanması ve 

hastalıklarda etkinliklerin belirlenmesi olarak hedeflenmiştir (1). 

İnsan genom projesi içerisinde başlayan çalışmalar amaçlar doğrultusunda 

devam etmiştir. Kromozomlar içerisindeki genler tayin edilmeye, genlerin 

organizmaya sağladığı eğilimler belirlenmeye, genlerin birbirleriyle ve çevre ile 

olan etkileşimleri aydınlatılmaya çalışılmıştır. Proje sonucunda elde edilen 

bilgilerden veri bankaları oluşturularak sistematik bir şekilde kullanıma açılmıştır 

(2). 

Genom projesinin 2003 yılı itibariyle sonuçlanmasından sonra hücrelerin 

içerisinde gerçekleşen biyolojik süreçlerin tamamıyla anlaşılabileceği buna bağlı 

olarak hastalıkları meydana getiren mekanizmaların aydınlatılabileceği beklentileri 

tam olarak cevaplanamamıştır.  Genlerin birden fazla proteinin translasyonunda 

bulunması ve genlerden bağımsız olarak meydana gelen modifikasyonların 

hastalıklarda çok etkin olması nedeniyle hastalıkların tedavi ve teşhisinde genomik 

çalışmaların yeterli olmadığı  gerçeği ile karşılaşılmıştır (3, 4). 

Genomik çalışmalarda yaşanan bu gelişmelerle birlikte genomik sonrası 

çalışmalar (postgenomik çalışmalar) hücre biyolojisi içerisinde daha çok önem 
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kazanmaya başlamıştır. Postgenomik çalışmalar başlıca iki isim altında proteomik 

ve metabolomik olarak belirtilmiştir. Hücre içerisinde gerçekleşen olaylar protein 

ve metabolit düzeyinde incelenerek genomik veriler daha anlamlı bir şekilde 

değerlendirilmeye başlanmıştır. Genomik çalışmalarca saptanan organizma 

içerisindeki eğilimlerin ne ölçüde gerçekleşebildiği ve sonuçları postgenomik  

çalışmalarla incelenmektedir. Yani genomik çalışmalar  organizma içerisinde neler 

olabileceğini araştırırken post genomik çalışmalar ne olduğunu göstermektedir. 

Proteom sözcüğü bir organizma, doku veya hücrenin belirli bir zaman 

içerisinde genler tarafından kodlanmış bütün proteinlerini içermektedir. Bir 

organizma içerisinde değişik bölgelerde bulunan hücreler farklı proteom yapısına 

sahip olması, her bir hücrenin farklı evrelerinde farklı proteom ifadelerine sahip 

olması ve  proteom içerisinde bulunan proteinlerin dış uyarıcıların etkisiyle 

meydana gelen modifikasyonları ve üç boyutlu yapı değişimleri  bunlara bağlı 

olarak değişen aktiviteleri göz önüne alındığı zaman proteom analizlerinin genomik 

analizlere göre oldukça kompleks ve zor olduğu anlaşılmaktadır. Proteom 

analizlerine proteomik denilmektedir. Proteomik çalışmalar belirli bir zaman ve 

koşul altında protein miktarları, yapıları, aktiviteleri, etkileşimleri, uğradıkları 

modifikasyonları içermektedir.   

Proteomik çalışmalar günümüzde çok farklı alanlarda devam etmektedir.  

Bu alanların başında ise dünya genelinde çok yaygın olan ve etkili bir tedavi 

yöntemi bulunmayan kanser gelmektedir. Kanser çok farklı türlere sahip son derece 

ölümcül bir hastalıktır. Kolon kanseri yer yüzünde  en sık karşılaşılan kanser 

türlerinden biridir. Günümüzde kolon kanserine yönelik proteomik çalışmalar 

biyobelirteçlerin keşfi, yeni ilaç veya kürlerin etki mekanizmalarının 

aydınlatılmasında kullanılmaktadır. Özellikle bitkisel temelli ürünlerin giderek 

daha yaygın kullanılmasıyla proteomik çalışmalar bitkisel ürünlerin kolon kanseri 

üzerindeki etki mekanizmalarının aydınlatılmasında sıklıkla kullanılmaktadır. 

Hemostatik ajan (kanama durdurucu) olarak kullanılan bitkisel temelli ürünler ise 

giderek daha popüler olmaktadır. Kanama durdurucu bu ürünlerin yan etkilerinin 

düşük olması ve kanser üzerinde farklı etki mekanizmalarına sahip olmaları 

nedeniyle değişik kanser türlerinde alternatif tedavi modelleri olarak 

görülmektedirler.  
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Proteomik çalışmalarda organizma içerisinde bulunan proteinlerin 

biyoanalitik metotlarla analiz edilmesi en önemli kısımdır. Bu kısımda elde 

edilecek verinin kalitesi ve miktarı proteomik çalışmaların verimini ve kalitesini 

belirleyen en önemli etkendir. Gelişen teknoloji ile birlikte kütle analizörlerinin 

yüksek ayırıcılık ve doğrulukla analiz yapabilmesi ile birlikte kütle spektrometrisi 

bazlı proteomik çalışmalar sık bir şekilde kullanılmaktadır. Kütle 

spektrometrisindeki gelişmelere rağmen kompleks protein karşımları göz önüne 

alındığında sistemin yüksek ayırıcılık sağlayan bir ayırma sistemine gerek olduğu 

görülmüştür. Kromatografik sistemler gelişen pompa ve kolon teknolojisi ile 

birlikte bu ihtiyaca cevap verecek düzeye ulaşmıştır. Özellikle sıvı 

kromatografisinin elektrosprey iyonlaşma kaynağı arayüzeyi ile birlikte kütle 

analizörüne bağlanmasıyla kompleks proteom yapısı bir kaç saat içerisinde analiz 

edilebilir hale gelmiştir.  

Son yıllarda proteomik  analizlerin nano sıvı kromatografisi (Nano LC) 

yöntemi ile oldukça sık yapıldığı kaynaklarda görülmektedir (5). Nano LC yöntemi 

yüksek duyarlılık sağlamasına karşın çalışılması oldukça güç sistemlerdir. Özellikle 

sağlamlık ve tekraredilebilirlik parametreleri nano LC’nin en çok zorlandığı 

kısımlardır. Ayrıca nano LC sistemleri ve buna uygun nano elektrosprey iyonlaşma 

kaynakları normal yüksek basınçlı sıvı kromagrafisine ve iyonlaşma kaynaklarına 

göre oldukça pahalı olduğu için bir çok laboratuvarda bulunmamaktadır.   

Bu tezin amacı standart protein olan sığır serum albümin kullanılarak kütle 

spektrometresi ile ultra basınçlı sıvı kromatografisi yönteminin geliştirilmesi ve 

valide edilmesi daha sonra geliştirilen ve valide edilen bu yöntemin bitkisel temelli 

hemostatik ajan ilave edilmiş CaCo2 kolon kanseri hücreleri üzerindeki etkilerinin 

proteomik çalışmalarla nitel ve yarı nicel analizlerle saptanmasıdır. 

Proteomik çalışmalar, CaCo2 kolon kanseri hücresinin elde edilmesi ve 

hazırlanması, örneklerden elde edilen proteinlerin biyoanalitik yöntemlerle analizi, 

elde edilen sonuçların biyoinformatik sistemlerle protein boyutuna getirilmesi, 

sonuçların istatistiksel olarak incelenmesi ve son olarak elde edilen sonuçların 

hücre biyolojisi içerisinde değerlendirilmesi planlanmıştır. 

Geliştirilen bu analitik yöntem ile birlikte elde edilen veriler biyoinformatik 

sistemlerle uyumlu bir şekilde analiz edilmiştir. Standart protein analizinden elde 
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edilen sonuçlar ışığında CaCo2 kolon kanseri hücre hattına ait proteom yapısı 

analiz edilmeye çalışılmıştır. Elde edilen veriler gen ontoloji analizinde 

değerlendirilmiştir bu sayede  sistemin verimi incelenmiştir.   

Geliştirilen yöntem ile bitkisel temelli hemostatik ajanın CaCo2 kolon 

kanseri hücreleri üzerinde hangi yolakları etkilediği ve hangi önemli kanser 

hedefleri üzerinde antikanserojen etki gösterdiği proteomik açıdan incelenmiştir. 

Yapılan çalışmalarda hemostatik ajanın antikanserojen etkisine karşı hücrenin 

hangi savunma yolaklarını kullandığı ve bitkisel karışıma karşı nasıl direnç 

geliştirmeye çalıştığı saptanılmaya çalışılmıştır. Çalışmalarda hemostatik ajanın bir 

çok kanser hedefi üzerinde etkin olduğu ve klinik anlamda önemli bazı  proteinleri 

inhibe ettiği gözlenmeye çalışılmıştır.  Bu sonuçlar hemostatik ajanın hem tek 

başına hemde mevcut kanser terapilerinde yardımcı olarak kullanılabileceğini 

gösterilmeye çalışılmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Protein 

Proteinler ilk defa 19. yüzyılda Jacob Berzelius tararafından keşfedilmiştir 

(6). Proteinler 20 farklı aminoasidin  peptit bağları ile birbirine bağlanmasıyla 

oluşan büyük organik moleküllerdir. Peptit bağı bir aminoasidin karboksi 

grubundaki karbon atomuyla diğer aminoasidin amino grubundaki azot arasında 

oluşmaktadır (Şekil 2.1.). İki aminoasidin peptit bağı ile birbirine bağlanması 

sırasında yan ürün olarak su oluşur. Peptit bağı C-N bağından kısa, C=N bağından 

uzun olduğu için kısmen çift bağ olarak nitelendirilir ve bu özelliğinden dolayı  rijit 

ve düzlemsel bir yapıya sahiptir. Amino asitlerin peptit bağlarıyla birleşmesinden 

oluşan yapıya peptit denilmektedir. Peptitlerin birleşmesi ile birlikte polipeptit 

yapıları meydana gelmektedir. Polipeptitler birleşerek  proteinleri oluşturmaktadır 

(7).  

Proteinlerin  oluşumunda birbirini takip eden dört temel yapı mevcuttur. İlk 

olarak aminoasitler peptit bağlarıyla düzlemsel olarak birincil yapıyı (primer) 

oluşturur. İkincil yapılar (sekonder) ise birincil yapıların bükülmesi ile birlikte 

oluşan alfa sarmal ve beta yaprak yapılarıdır. İkincil yapılarda meydana gelen alfa 

sarmal ve beta yaprak yapılarının kendilerine has katlanmaları ile birlikte üçüncül 

yapıları (tersiyer) meydana gelmektedir. Proteinlerin üçüncül yapılarının 

oluşumunda hidrojen bağları, disülfit bağları ve tuz köprüleri yer almaktadır. 

Proteinler işlevlerini üçüncül yapılar oluştuktan sonra kazanmaktadırlar.  Üçüncül 

yapı oluşumu ile birlikte proteinler biyolojik süreçlerde rol almaktadırlar. Ayrıca 

proteinlerin translasyon sonrası modifikasyonları üçüncül yapılar oluştuktan sonra 

meydana gelmektedir. Dördüncül (Kuaterner) yapıda ise birkaç protein veya 

polipeptit özel bir geometri meydana getirecek şekilde birleşerek bir yığın 

oluşturmaktadırlar (Şekil 2.2.) (8). 

Proteinler hücre içerisinde bir çok önemli moleküler fonksiyona sahiptir ve 

bir çok biyolojik süreçte görev yapmaktadırlar. Proteinlerin en  önemli görevi yapı 

taşı olarak hücre ve hücre içi bileşenlerin iskeletini oluşturmaktır. Proteinlerin 

bilinen bir diğer önemli görevi ise hücre içerisinde gerçekleşen kimyasal olayları 

hızlandıran enzim işlevi görmeleridir. Ayrıca proteinler hücre sinyallemesi ve 
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sinyal aktarımında da görev almaktadırlar. Hücre içi veya hücre dışı sinyal 

aktarımında görev alarak organizma içerisindeki biyokimyasal süreçlere etki 

etmektedirler. Bu tarz proteinlere en önemli örnek antikorlardır (9).  

 

	
Şekil 2.1. Proteinlerin amino asitlerden peptit bağları ile oluşumu 

 

 

Şekil 2.2. Proteinlerde yapı oluşumu 

Beta yaprak yapı 

Alfa sarmal yapı 
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2.2. Proteinlerin Hücre İçerisinde Biyosentezi 

Crick ve arkadaşları 1958 yılında moleküler biyolojinin temellerini atarken 

protein sentezinin hücre içerisinde mevcut durumda bulunan genetik koda bağlı 

olduğunu keşfetmişlerdir. Proteinlerin hücre içerisinde meydana gelmesi genetik 

bilginin depolandığı DNA ile başlamaktadır. Genler, yani genetik kodlar proteinlere 

karşılık gelen DNA dizileridirler. Protein sentezinde ilk olarak sentezlenecek 

protein dizisine karşılık gelen mesajcı RNA (mRNA) transkripsiyonu (yazılımı) 

DNA tarafından gerçekleşmektedir. mRNA, protein dizisine karşılık gelen 

kodlayıcı bilgiyi taşıyarak ribozomlarda translasyon (çevirim) süreci sonrasında 

proteinleri meydana getirmektedir (10) (Şekil 2.3.). Proteinlerin translasyonu 

tamamen gen bazlı bir süreç olarak devam etmektedir ancak protein translasyonu 

sonucunda oluşan proteinin modifikasyona uğraması genlerden bağımsız işleyen bir 

süreçtir.  

 

 

Şekil 2.3. Proteinlerin hücre içerisinde biyosentezi 

2.3. Proteom ve Proteomik 

Proteom tanımı ilk olarak 1994 yılında Marc Wilkins tarafından 

kullanılmıştır. Proteom genom tarafından kodlanan proteinleri tanımlamaktadır 

(11). Proteom hücreden hücreye ve aynı hücre içerisinde iki farklı zaman diliminde 
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ve farklı koşullarda değişim gösteren son derece dinamik yapılardır.  

Proteinler hücre, doku ve organizmalarda temel yapı taşlarıdır ve 

organizmanın fenotipinin belirlenmesinde önemli bir parametredir. Organizmalar 

aynı genom yapısına sahip olsa bile farklı proteom yapıları olabilir ve farklı 

fenotiplere sahip olabilir. Bunun için tırtıl ile kelebek örneği verilebilir. Bu iki canlı 

aynı genotipe sahip olmalarına karşın fenotipleri birbirlerinden farklıdır. Bu 

farklılık sonucunda farklı morfolojilere ve özelliklere sahiptirler.  

Genom ile proteom arasındaki ilişki uzun yıllardır araştırılan bir konudur. 

Bu konuda ilk ortaya atılan hipotez tek gen tek protein hipotezi olmuştur ancak 

insan genom projesinden elde edilen sonuçlarla birlikte bu hipotez zarla çevrili 

çekirdeği ve organelleri olan ökaryot hücreler için terk edilmiştir ve bir genin 

birden fazla protein translasyonunda görev aldığı hipotezi geliştirilmiştir. Karışık 

biyolojik süreç içerisinde bir gen birden fazla alternatif kodlamalar ile birlikte 

birden fazla mesajcı RNA üretimi yapabilmektedir ayrıca protein translasyonu 

sonrasında meydana gelen modifikasyonlar nedeniyle organizma içerisinde bulunan 

protein sayısı gen sayısına oranla çok fazladır (12). 2003 yılında tamamlanan insan 

genom projesi ile elde edilen bilgilerde insan genomu  24 kromozom içerisinde 

yaklaşık 2.85 milyar nükleotid içermektedir ve yaklaşık olarak 20000-25000 gen 

bulunduğu keşfedilmiştir (13). Bununla birlikte kodlanan protein sayısı 100000 

iken  yaklaşık 200 farklı modifikasyona uğrayabilmesi ile birlikte analiz 

edilebilecek proteom  çok kompleks bir yapı halini almıştır. Bu yapı içerisinde 

yaklaşık olarak 500000 protein olduğu düşünülmektedir. Ayrıca bu kompleks yapı 

içerisinde proteinlerin birbirleri ile olan etkileşimleri ve birden çok biyolojik 

süreçte rol alabilmeleri göz önüne alındığında proteom içerisinde analiz yapmak 

oldukça güç olmaktadır (14). 

Proteomik, proteom içerisinde bulunan proteinlerin analizi olarak 

tanımlanmaktadır (15).  Proteomik çalışmalar genomik çalışmaların devamı olarak 

nitelendirilmektedir. Proteomik çalışmalar için genomik sonrası (postgenomik) 

çalışmalar denilmektedir. Genomik çalışmalar kalıtsal olarak gelen eğilimleri 

tanımlarken proteomik çalışmalar meydana gelen sonucu incelemektedir böylece 

iki analiz birbirini tamamlamaktadır. Proteomik kavramı son derece geniş bir 

kavramdır ve proteinlerin tanımlanması, nicel analizleri, hücre içerisindeki yerleri, 
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yapıları, diğer proteinlerle etkileşimleri, modifikasyonları ile ilgili çalışmalarını 

içermektedir (10). 

2.4. Proteomik Yaklaşımları 

Çalışılacak örneğin durumu ve eldeki şartlara göre değişik proteomik 

yöntemler geliştirilebilir (4, 16). Nükleer manyetik rezonans spektroskopi (NMR) 

yöntemi tarama (array) bazlı sistemler proteinlerin yarı nicel analizlerinde 

kullanılmaktadır (17). Son yıllarda gelişen teknoloji ile birlikte yüksek ayıracılık ve 

doğruluğa sahip kütle spektroskopisi bazlı yöntemler proteomik çalışmalarda en sık 

kullanılan sistem haline gelmiştir.  

Kütle spektroskopisi bazlı proteomik çalışmalar yukarıdan aşağı (top down)  

ve  aşağıdan yukarı (bottom up) olmak üzere iki farklı alanda devam etmektedir 

(18, 19).   

2.5.Yukarıdan Aşağı (Top Down)  Yaklaşımı 

Yukarıdan aşağı yaklaşımında hücre, doku veya vücut sıvılarından  izole 

edilen proteinler kromatografik yöntemlerle veya iki boyutlu jel elektroforez 

yöntemi ile daha basit ve analiz edilebilir hale getirildikten sonra kütle 

spektrometrisinde analizi gerçekleştirilmektedir (20).  Bu yaklaşım içerisinde 

proteinler direk olarak analiz edilmekte herhangi bir parçalama işlemi 

yapılmamaktadır. Kromatografik veya jel bazlı sistemlerle analiz sonrası kütle 

spektroskopisine gelen proteinler direk olarak burada iyonlaştırılarak analiz 

edilmektedirler (Şekil 2.4.). Yukarıdan aşağı yaklaşımının en önemli üstünlüğü 

proteinin direk olarak kütle spektroskopisinde analiz edilmesiyle birlikte madde 

kaybının az olması ve protein dizisinin %100 oranında analiz edilmesidir. Ayrıca 

proteinler üzerinde meydana gelen translasyon sonrası modifikasyonlar yine bu 

yaklaşım içerisinde yüksek doğrulukla analiz edilebilmektedir (21, 22). Yukarıdan 

aşağı proteomik çalışmalar izole edilmiş tek bir protein için veya basit protein 

karışımları için çok iyi sonuçlar verse de konu karmaşık proteomlar olduğunda aynı 

başarıyı gösterememektedir. Yukarıdan aşağı yaklaşımı ile karmaşık proteom 

yapısının çok küçük bir kısmı aydınlatılmaktadır (23). 
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Şekil 2.4. Bottom up ve Top down proteomik çalışmalar 

 

2.6. Aşağıdan Yukarı (Bottom Up) Yaklaşımı 

Aşağıdan yukarı yaklaşımı proteomik alanında modern kütle spektroskopisi 

bazlı çalışmalarda kullanılan diğer yöntemdir. Proteinler kütle spektroskopisi 

analizinden önce proteolitik enzimlerle küçük peptitlere parçalanmaktadırlar (24). 

Proteinlerin parçalanması ile oluşan peptit karışımları ayırma teknikleri ile daha 

basit hale getirildikten sonra kütle spektroskopisi ile analiz edilerek peptit 

profillemesi yapılmakta daha sonra buna bağlı olarak protein profillemesi 

yapılmaktadır (Şekil 2.4.). Aşağıdan yukarı yaklaşımı genel olarak iki farklı 

deneysel sistem üzerinden ilerlemektedir. Bu sistemlerden birincisi iki boyutlu jel 

elektroforez  (2-D jel elektroforez) sistemidir. Bu sistem yaklaşık 30 yıldır 

kullanılmaktadır (25). Bu sistemde biyolojik örneklerden elde edilen proteom 

içerisindeki proteinler jel bazlı iki farklı ayırma tekniği ile analiz edilebilir hale 

getirilmektedir. Bu ayırım sonrasında proteinler peptitlerine parçalanarak kütle 

spektrometresinde analiz edilmektedir. 2-D jel elektroforez sisteminde proteinler ilk 

olarak jel bazlı izoeletrik odaklama yöntemi ile izoelektrik noktalarına göre 

ayrılmaktadır. Bu ayırım pH gradienti içerisinde elektriksel alan varlığında 

yapılmaktadır ve proteinler şeritlerin üzerinde izoelektrik noktalarına göre 
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dağılmaktadırlar. Şeritler üzerinde izoelektrik noktalarına göre ayrımı gerçekleşen 

proteinler molekül ağırlıklarına göre ayrıldıkları sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamit jel elektroforez (SDS-PAGE) ile yeniden farklı bir ayırıma 

uğramaktadır. Bu basamakta yine elektriksel alan varlığında proteinler hareket 

ettirilmekte ve jel içerisinde molekül büyüklüklerine  göre ayrılmaktadır. Protein 

karışımları 2 boyutlu bu sistemde ayrıldıktan sonra elde edilen jeller görüntüleme 

cihazlarında incelenmektedir (Şekil 2.5.). Jel görüntüleme cihazında belirlenen 

protein spotları kesilerek ve peptitlerine parçalanarak kütle spektrometresinde 

analiz edilmektedirler. Bu sisteme uygun olarak matriks yardımlı lazer desorpsiyon 

iyonlaştırma yöntemi (MALDİ) kullanılmaktadır (26). 2-D jel elektroforez bazlı 

sistemlerin en önemli avantajı proteinlerin spotlardan tek tek kesilerek  kompleks 

karışımdan izole edilmesi ve kütle spektroskopisinde analiz edilmesi ile yüksek 

doğrulukta ve tekrar edilebilirlikte nitel analiz yapılabilmesidir. 

2-D jel elektroforez sistemi bazı dezavantajlara sahiptir. Proteinlerin kütle 

spektroskopisi ile analizi öncesinde bir çok basamaktan geçmekte ve bununla 

birlikte yüksek miktarda örnek kaybı yaşanmaktadır. Jel görüntüleme ve spotlarının 

kesimi ile ilgili teknolojilerinin istenilen düzeye gelemediği için sadece miktarı 

fazla yani spot yoğunluğu yüksek olan proteinler belirlenip analiz edilebilmektedir. 

2-D jel elektroforez sistemi ile karışık hücre proteomunun sadece çok küçük bir 

parçası analiz edilebilmektedir. Bu yöntem ile yapılan analizler çok pahalı ve uzun 

sürmektedir (27).  

 

Şekil 2.5. İki boyutlu jel elektroforez uygulaması sonucu görüntüleme cihazında 

elde edilen protein dağılımı ( Bio-rad uygulamaları) 
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Hücre proteomu son derece karmaşık bir yapı olduğundan yapı içerisinde 

bir kaç proteinin analizini yapıp bütün bir proteom hakkında yorum yapmak 

neredeyse imkansızdır. Geliştirilen jel bazlı sistemler izole proteinlerinin analizinde 

iyi sonuçlar verse bile proteom düzeyinde verdikleri bilgiler son derece sınırlı 

olmaktadır. Bu nedenle zaman içerisinde gelişen analitik teknikler ve 

biyoinformatik sistemler kullanılarak  kromatografik bazlı proteomik çalışmalar 

geliştirilmiştir. Bu sistemlerin gelişmesinde Fenn ve arkadaşlarının yapmış olduğu 

çalışmalar günümüz çalışmaların temellerini atmış ve elektrosprey iyonlaşma 

kaynağını kullanarak sıvı kromatografisi ile kütle spektrometresi arasında 

elekrosprey iyonizasyonu ile büyük biyomoleküllerin analizlerini 

gerçekleştirmişlerdir. Bu sistemin geliştirilmesi ile birlikte protein analizleri 

yapılabilir hale gelmiştir.  John Bennett Fenn bu çalışmalarla elektrosprey 

iyonlaşma kaynağı alanında yaptığı katkılardan dolayı 2002 yılında Nobel ödülünü 

kazanmıştır (28), (29).  

Kromatografik bazlı proteomik çalışmalarda kompleks protein karışımları, 

jelsiz izoelektrik odaklama veya SDS-PAGE gibi bazı fraksiyonlama işlemi  

sonrasında veya direkt olarak hiç bir fraksiyonlama işlemi yapmadan gerekli 

proteolitik enzimler yardımı ile peptitlerine parçalanmaktadırlar (30-35). Oluşan 

peptit karışımı ise sıvı kromatografisi (LC) yöntemi ile ayrılıp kütle 

spektroskopisinde analiz edilmektedir. Peptit karışımlarının LC yöntemi ile 

analizleri tek boyutta olduğu gibi (36-38) bazende iki boyutta (LC/LC) 

olabilmektedir (39-41). Bu sistemin en önemli avantajı karışık hücre proteomu 

içerisinde yüzlerce proteinin analiz edilebilmesidir. Yapılan çalışmalarda tek bir 

enjeksiyonda 500 ile 1000 arasında protein analiz edilebilmektedir (42). Ayrıca sıvı 

kromatografisi ve kütle analizörünün sağladığı yüksek hassasiyet nedeniyle eser 

miktarda bulunan proteinlerde analiz edilmektedir. Sistemin bir diğer avantajı ise 2-

D jel bazlı proteomik yöntemlere göre daha az deneysel basamağa sahip olması ve 

daha kısa sürmesidir. 

Aşağıdan yukarı yaklaşımı günümüzde proteomik çalışmalarda daha çok 

tercih edilmektedir. Bu tercihin en önemli sebebi yukarıdan aşağı yaklaşımının 

karışık proteom  analizlerinde  iyi sonuçlar vermemesi ve kütle spektrometrisi 

içerisinde analizi yapılacak olan proteinlerin iyonlaşmalarının peptit düzeyinde 
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yapılan çalışmalara oranla oldukça zor olmasıdır. Özellikle sıvı kromatografisi 

bazlı sistemlerin proteomik çalışmalarda kullanımıyla birlikte proteomik 

çalışmalarda  aşağıdan yukarı yaklaşımı hızlı ve maksimum bilgi verebilen sistem 

haline gelmiştir (43, 44). 

2.6.1. Bottom Up (Aşağıdan Yukarı) Yöntemi ile Yapılan Proteomik 

Çalışmalar 

Aşağıdan yukarı proteomik çalışmalar birbiri ile devamlı ilişki içerisinde 

bulunan 3 ana başlıkta gerçekleşmektedir. En temel proteomik analiz;  hücre, doku 

veya vücut sıvısı gibi biyolojik örneklerden elde edilen örneklerin iki farklı koşul 

altında protein miktarının (ekspresyonunun) yarı-nicel olarak belirlenmesidir. Bu 

çalışmalara kıyaslamalı proteomik çalışmalar denilmektedir. Organizmalara ait 

proteomların organizmanın yaşam döngüsünde ya da farklı koşullarda nasıl 

değiştiğini inceleyen proteomik alanıdır. Bu alan içerisinde  proteomda yaşam 

döngüsü içerisinde değişen morfoloji ve proteom değişiklerinin incelenmesi, 

hastalıkların oluşum döngülerinin değerlendirilmesi ve bu süreçte 

gözlemlenebilecek biyobelirteçlerin belirlenmesi, hastalık üzerinde tedavi 

süreçlerinin protein seviyesinde izlenmesi, yeni ilaç etken moleküllerinin 

hastalıklar üzerindeki etkisinin incelenmesi gibi çalışmalar bulunmaktadır (25, 37, 

45-50). 

Yapısal proteomik çalışmaları proteinlerin 3 boyutlu yapılarının 

aydınlatılması ve proteinler üzerinde meydana gelen translasyon sonrası 

modifikasyonların belirlenmesini kapsamaktadır.  Bugün bir çok önemli hastalığın 

protein modifikasyonlarından ve proteinlerin 3 boyutlu yapılarında bulunan 

noksanlıklardan kaynaklandığı bilinmektedir. Bu hastalıklara ait ilaç moleküllerinin 

geliştirilmesi yine yapısal proteomik sonuçlarına bağlı olmaktadır. Aşağıdan yukarı 

çalışmalarda proteinlerin üç boyutlu yapısının aydınlatılmasında  

döteryum/hidrojen değişimi ve farklı işaretleme metotları kullanılmaktadır (51). 

Yapısal proteomik alanında aşağıdan yukarı ile çalışmalar yapılmaktaysa da bu 

alanda en iyi sonucu NMR bazlı proteomik çalışmalar ve yukarıdan aşağı 

proteomik çalışmalar vermektedir (52-57). 

İşlevsel proteomik çalışmalar proteinlerin hücre içerisindeki görevlerinin 
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belirlenmesi ve hücre içerisinde gerçekleşen olayların moleküler seviyede 

incelenerek mekanizmalarının çözülmesi ile uğraşmaktadır. Bu çalışmalarda hücre 

içerisinde bulunan proteinlerin görevleri belirlenirken bu proteinlerin diğer 

proteinlerle olan etkileşimleri incelenmektedir. Afinite bazlı sistemlerin gelişmesi 

ile birlikte etkileşim halindeki proteinler sistemden izole edilmektedir. Sonrasında 

ise analizleri yapılmaktadır. Kompleks proteom yapısı düşünüldüğünde ise bu 

çalışmaların çok kolay olmadığı görülmektedir (38, 58-60).  

2.7. Sıvı Kromatografisi/Kütle Spektroskopisi (LC/MS) Bazlı Aşağıdan  

Yukarı Proteomik Çalışmalar 

LC/MS proteomik çalışmalar 2000’li yılların başında ilk defa kompleks 

proteom yapıları için kullanılmıştır (61, 62). Gelişen biyoinformatik sistemler ve 

analitik yöntemlerle LC/MS proteomik analizleri konusunda her yıl daha çok 

çalışma yapılmaktadır.  

LC/MS proteomik çalışmaları diğer omik (genomik, transkriptomik ve 

metabolomik) çalışmalar gibi  disiplinler arası bir alandır. Analizlerin kalitesi bir 

çok deneysel basamağın uyumlu ve birbirini destekleyici şekilde çalışmasına 

bağlıdır. Proteinlerin LC/MS bazlı aşağıdan yukarı proteomik çalışmalarda 

analizleri birbirini takip eden 3 basamaktan meydana gelmektedir. Bu deneysel 

basamaklar;  

1)  Örnek hazırlama, 

2) LC/MS ile  peptitlerin analizi,  

3) LC/MS verilerinin biyoinformatik sistemlerle değerlendirilmesidir. 

2.7.1. Örnek Hazırlama 

Proteomik çalışmaların kalitesini belirlerleyen en önemli basamak örnek 

hazırlama basamağıdır. Proteomik çalışmalar hücre, doku, vücut sıvıları gibi çok 

karışık ortamlarda gerçekleştirilmektedir. Bu ortamlarda yapılan proteomik 

çalışmalarda binlerce protein bulunmaktadır ve bu proteinlerin derişimleri 

arasındaki fark bazı durumlarda 108 mertebesine kadar ulaşmaktadır (63). Örnek 

hazırlama basamağında bir çok protein kaybedilmektedir. Bunun önüne geçebilmek 

için mümkün olduğunca az basamağa sahip deneysel prosedürler ve örnek türüne 
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en uygun kimyasal maddeler seçilmelidir. Ayrıca kontaminasyona karşı özel bir 

dikkat gösterilmelidir.  Özellikle hücre biyolojisinde kullanılan bir çok kimyasal 

maddenin proteinlerden uzaklaştırılması ve dışardan gelebilecek keratin gibi 

proteinlerin kirlilik olmaması için büyük bir dikkat  gösterilmelidir (64).  

Örnek hazırlama işlemi hücrelerden lizatların hazırlanması, dokuların 

homojenizasyonu ve vücut sıvılarının hazır hale getirilmesi ile başlamaktadır. 

Hücre içerisinde bulunan proteinlerin analiz edilebilmeleri için yapılarını 

koruyabilecekleri bir ortam içerisinde bulunmaları gerekmektedir (65).  Hücreler 

için bu ortamın yaratılması fiziksel ve hassas liziz teknikleri ile yapılabilmektedir. 

Fiziksel liziz sistemlerinde sonikasyon, french press ile ezme, numune öğütme kiti 

kullanımı ve çeşitli ajanlarla birlikte vorteks kullanımı gibi değişik yöntemler 

kullanılmaktadır  (66). Hassas liziz teknikleri ise osmotik liziz, tekrarlı dondurma -

çözme, deterjan kullanılması ve enzimatik liziz olarak sınıflandırılmaktadır (67). 

Hücrelerin yapılarının bozulup parçalanması ile birlikte oluşan yapıya lizat 

denilmektedir. 

Lizatların hazırlanmasından sonra diğer basamak proteinleri kimyasal veya 

fiziksel olarak bağlı oldukları diğer biyomoleküllerden ayırma işlemidir (68). Bazı 

durumlarda fiziksel ve kimyasal etkileşimler proteinlerin ayrılmasını ve analizini  

inhibe edebilmektedir. Bunlara en güzel örnek lipidlere bağlı durumda bulunan 

membran proteinleri ve DNA’ya karşı yüksek afiniteye sahip transkripsiyon 

faktörleri proteinleridir. Diğer moleküllerle yüksek etkileşime sahip bu proteinleri 

uzaklaştırmak ve analiz edebilmek oldukça güçtür. Birçok çalışmada bu proteinler 

ya diğer moleküllerden hiç ayrılmadığı yada analize yetecek miktarda ayrılmadığı 

için gözlemlenememektedir. Örneklerde mümkün olan en fazla proteinin, mümkün 

olan en fazla miktarda, diğer moleküllerden ayrılması gerekmektedir (69).  

Proteinlerin diğer hücre moleküllerinden ayrılması için çeşitli yöntemler 

geliştirilmiştir. Bu yöntemler içerisinde organik çözücülerle çöktürme yöntemi  

sıklıkla kullanılmaktadır. Trikloroasetik asit, aseton, metanol, kloroform gibi 

organik çözücüler proteinlerin çöktürülmesinde kullanılmaktadır. Organik 

çözücülerin en büyük avantajı hücre lizatlarının hazırlanmasında kullanılan ve kütle 

spektroskopisi ile uyumlu olmayan deterjanların rahatlıkla ve kısa sürede 

proteinlerden uzaklaştırmalarıdır (70). Kullanılan diğer  yöntemler ise amonyum 
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sülfat gibi tuzlarla çöktürme, ultrafiltrasyon yöntemi, jelsiz izoelektrik odaklama 

yöntemi, termal yöntemler ve son olarak hem proteinlerin ayrılması hem de 

proteinlerin ön fraksiyonlama işleminde kullanılan SDS-PAGE elektroforez 

sistemleridir (71-76).    

Çöktürülen proteinler çöktürücü ajanlardan tamamen temizlendikten sonra 

yeniden uygun bir çözücüde çözünmelidir. Kullanılan örnek türüne göre kullanılan 

çözücü değişebilmektedir. Proteinlerin yeniden çözünmesi için amonyum 

bikarbonat çözeltisi sıklıkla kullanılmaktadır. Ayrıca üre gibi çeşitli deterjanlar 

kullanılmaktadır (77-79). Proteinlerin çöktürüldükten sonra yeniden çözünmesi 

kolay bir işlem değildir. Öncelikle proteinler çözücü içerisinde süspansiyon 

oluşturmaktadır. Oluşan süspansiyon vorteks ve sonikatör yardımı ile örnek türüne 

göre değişen sürelerde çözelti haline gelmektedir (76, 80, 81).  

Proteinler yeniden çözündükten sonra çözelti içerisinde denatüre hale 

getirilmelidir. Bunun için çözelti içerisinde bulunan  proteinlerin disülfit köprüleri 

parçalanarak tersiyer yapıları bozulmalıdır. Ditiyotreitol (DTT), 2-merkaptoetanol 

veya tris (2-karboksietil) fosfin proteinlerin disülfit bağlarının koparılmasında 

sıklıkla kullanılan maddelerdir. Bu işlem sırasında ortam sıcaklığı bazen 56 oC’ ye 

kadar yükseltilebilir. İnkübasyon süresi ise kullanılan ajanların konsantrasyonlarına 

ve ortam sıcaklığına göre değişmektedir (82, 83).  

İndirgenen proteinlerin yeniden disülfit bağlarını oluşturamaması için 

sistein içerisindeki tiyol gruplarına kovalent bağlarla bağlanan iyodo asetamid veya 

akrilamid türevleri eklenmektedir (84, 85). İyodo asetamid kullanımında ortamın 

karanlık olması gerekmektedir. Genellikle 30 dk inkübasyon süresi yeterli 

olmaktadır. 

Örnek hazırlama işleminin son basamağı ise proteinlerin peptitlere 

parçalanması işlemidir. Proteinlerin peptitlere parçalanma işlemi enzimatik veya 

kimyasal yollarla yapılabilmektedir. Proteomik çalışmalarda genellikle enzimatik 

protein parçalama işlemi yapılmaktadır. Enzimatik parçalama işleminde proteolitik 

enzimler vasıtasıyla özel kırılma noktalarından proteinler parçalanmakta ve 

peptitler oluşmaktadır. Tripsin gerek ekonomik oluşu gerekse yüksek verimliliği 

nedeniyle  proteomik çalışmalarda en çok kullanılan proteaz enzimidir. Tripsin, 

protein yapısı içerisinde Lizin (Lys) ve Arjinin (Arg)  bulunan C-merkezli peptit 
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bağını kırmaktadır (86) (Şekil 2.6). Lys ve Arg proteinlerde göreceli olarak yüksek 

miktarda bulunmaktadır ve iyi bir dağılıma sahiptir. Bu nedenle tripsin kullanımı 

yüksek verim sağlamaktadır. Tripsin ile oluşan peptitler yaklaşık 14 aminoasit 

bulundurmakta ve en az 2 tane pozitif yük taşımaktadır (87). Bu özellikler kütle 

spektrometrisi çalışmaları için optimum niteliktedir (88).  

 

Şekil 2.6. Tripsin ile proteinin parçalanması ve peptit oluşum 

Bir çok proteomik çalışmada tripsin tek başına protein karışımlarının 

parçalanmasında kullanılırken son yıllarda Arg-C, Asp-N, Glu-C ve Lys C 

endoproteinazlar tripsin ile birlikte kullanılmıştır (89). Kombine protein parçalama 

sistemlerinin kullanılmasıyla çok daha fazla sayıda peptit elde edilerek analiz 

verimi arttırılmıştır. 

Aşağıdan yukarı proteomik çalışmalarda proteinlerin parçalama işlemi iki 

koşul altında gerçekleşebilir. Bunlardan bir tanesi proteinlerin jel içerisinde 

parçalanması (in-gel digestion) diğeri ise proteinlerin çözelti içerisinde parçalama 

(in-solution digestion) işlemidir. LC bazlı proteomik çalışmalarda genellikle çözelti 

içerisinde proteinlerin parçalanması yapılmaktadır. Çünkü jel içi protein parçalama 

işleminin dezavantajı peptitler jelin içerisinde parçalandıktan sonra jel dışına 

alınması gerekmektedir ve bu işlem esnasında oldukça madde kaybı olmaktadır.  

Enzimlerle proteinleri parçalama işlemi için optimum şartların sağlanması 
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gerekmektedir. Bu şartlar enzimin maksimum aktiflik gösterdiği sıcaklık ve pH 

değeri ve enzim/protein oranıdır. Örneğin tripsin enziminin optimum verim verdiği 

sıcaklık 37 oC,  en aktif olduğu pH değeri yaklaşık olarak 8.5 ve optimum 

enzim/protein oranı 1/20 ile 1/100 (a/a) aralığı içerisindedir. Ayrıca tripsin ile 

proteinin optimum inkübasyon süresi 18 saate kadar sürmektedir (82, 90).  

Enzimlerle parçalama işlemi sonrasında oluşan peptit karışımının enzimden 

zarar görmemesi için parçalayıcı enzimlerin inhibe edilmesi gerekmektedir. Tripsin 

ile parçalama sonrasında tripsinin peptitlere zarar vermemesi için ortamın pH 

değeri veya sıcaklığı değiştirilmektedir. Sonrasında peptit karışımları LC yöntemi 

ile analiz edilebilecek şekilde hareketli faz ile seyreltilmelidir. 

2.7.2. Proteomik Analiz Yöntemleri  

Proteomik çalışmalarda analiz yöntemleri olarak sıvı kromatografisi (LC) 

kütle spektrometresi (MS) ve NMR kullanılmaktadır.  

Sıvı Kromatografisi (LC) 

Kompleks peptit karışımlarının daha basit fraksiyonlar halinde kütle 

spektrometresinde analizi için bugün kullanılan en geçerli yöntemlerin başında LC 

yöntemi gelmektedir. LC hareketli ve sabit faz olmak üzere iki fazlı bir sistemden 

meydana gelmektedir. Peptitler kolon içerisinde hareketli faz ve sabit faz ile 

birbirlerinden farklı bir dengede etkileşerek kolon içerisinde ayrılmakta ve kütle 

spektroskopisine farklı zamanlarda gitmektedirler.  

 Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) cihazlarının geliştirilmesiyle 

yüksek ayırıcılık, duyarlılık, tekrar edilebilirlik ve sağlamlık özelliklerine sahip bir 

sistem haline gelmiştir.  Geliştirilen klasik HPLC sistemi Tablo 2.1 de görüldüğü 

gibi yaklaşık 3-10 μm parçacık çaplı kolonlar kullanmaktadır. Sonraki yıllarda 

gelişen sistemlerle birlikte kolon içerisindeki parçacık çapları küçültülerek ve 

basınç yükseltilerek  ultra basınçlı sıvı kromatografisi (UPLC) sistemleri 

geliştirilmiş daha kısa süre içerisinde daha etkin analizler yapılmıştır. UPLC 

sistemleri ile birlikte 2 μm altında çapa sahip parçacıklar kullanılmaya başlanmıştır. 

Geliştirilen yeni pompa sistemleri ile birlikte 1000 bar seviyesine kadar basınçlar 

ulaşılabilir hale gelmiştir (91). Kolon ve pompa teknolojisindeki gelişim sayesinde 
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kolonda çok daha etkin bir ayrım gerçekleşirken analiz süresi ve kullanılan 

kimyasal miktarı HPLC’ye göre azalmıştır. Sonraki yıllarda gelişen teknoloji 

UPLC ile de sınırlı kalmamıştır.  Gelişen kolon teknolojisi ile birlikte kolon 

içerisindeki sabit faz parçacıklarının gözenek boyutları değeri giderek artmıştır ve 

daha yüksek ayırıcılık sağlanmıştır. Gelişen bu yüksek ayırıcılıkla birlikte 

biyomoleküllerin özellikle peptitlerin ayrılması mümkün hale gelmiştir. Kompleks 

peptit karışımlarının ayrılması için tercih edilen sistemler gözenek boyutu 100Å ve 

üstü olan kolonlardır (92). 

Proteomik çalışmalarda kullanılan biyolojik örneklerden elde edilen protein 

miktarları sınırlı olmaktadır. Bu nedenle duyarlılığı son derece yüksek sistemlerle 

çalışılması gerekmektedir. Bu ihtiyaca cevap verecek şekilde geliştirilen nano 

elektro sprey iyonlaşma (nano-ESI) kaynakları 300 nL/dk ile çalışmaktadır. Bu 

sisteme entegre olacak sıvı kromatografisi ise bu akış hızını karşılayacak şekilde 

geliştirilmiş nano-LC ve mikro-LC sistemleridir (93).  Tablo 2.1’de görüldüğü gibi 

bu akış hızında çalışabilmek için kolon iç çapının 75 μm’ ye kadar düşmesi 

gerekmektedir. Bu akış hızında böyle bir kolonun kullanılması ise HPLC veya 

UPLC pompa düzenekleri ile sağlanamaz. Bu nedenle bu sisteme uygun nano 

pompalı ya da normal UPLC pompasının modifiye edilmiş versiyonu 

kullanılmaktadır. Modifiye edilmiş UPLC pompaları, normal pompa sisteminin 

devamına basit bir elektronik ayırıcı konularak akışı ikiye bölen sistemlerdir. İkiye 

bölünen akışın bir kısmı nano akış hızında sisteme giderken büyük bir kısmı atık 

olarak atılmaktadır (Şekil 2.7.)  

Tablo 2.1. Sıvı Kromatografisi türleri, kolon iç çapları ve akış hızları 

Tür Kolon İç Çapı Akış Hızı  

Nano LC  75 μm 100-300 nL/dk 

Mikro-LC 150-800 μm 300nL/min-100 μL/dk 

UPLC 1.1mm-2.1mm 100-500 μL/dk 

HPLC 4.6 mm  1-2.5 mL/dk 
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Şekil 2.7. Nano LC için modifiye edilmiş UPLC pompa sistemi 

Yapılan analizlerde kompleks peptit karışımı içerisinde miktarı düşük olan 

peptitlerin diğer peptitler tarafından baskılanmasını önlemek için MS öncesi ayırma 

işlemi LC ile yapılmaktadır. LC sistemleri  içerisinde duyarlılığı en yüksek nano 

LC yöntemidir. Nano LC yönteminde ortalama akış hızı 300 nL/dk kullanılan kolon 

çapı ise 75 μm’dir. Yüksek duyarlılığına rağmen sistemin doğasından kaynaklı 

tekrarlanabilirlik, ölü hacim ve tıkanma riski gibi problemler çalışmayı 

güçleştirmektedir. Bu nedenle bu tez çalışmasında  UPLC üzerinde durulmuştur. 

Nano LC sistemleri çok az protein miktarı (20-100 ng) ile bütün bir proteomu 

analiz edebilmektedir. Bu özellikle jel bazlı sistemlerle karşılaştırıldığında  büyük 

bir avantaj sağlamaktadır. Örneğin 2-D jel elektroforez sisteminde kullanılması 

gereken minimum protein miktarı yaklaşık 300 μg olmakla birlikte en az 3 tekrar 

yapıldığı düşünüldüğünde biyolojik materyallerden çok ciddi bir protein 

gereksinimine ihtiyaç duyulmaktadır. Nano LC sistemleri gösterdikleri yüksek 

duyarlılık ve buna bağlı olarak az miktarda örnek kullanımı nedeniyle proteomik 

çalışmalarda kullanılmaktadır. Ancak nano LC sistemlerinin bazı dezavantajları 

vardır . Nano LC’nin dezavantajları; 

1) Modifiye UPLC pompaya sahip sistemlerde görülen dengesiz geri basınç

akış hızını etkilemektedir. Pompa sonrasında akışın ikiye ayrılması sırasında

oluşan geri basıncın yarattığı dengesizlik akış hızında dalgalanmalar

yaratmaktadır.  Bunun sonucu olarak peptitlerin alıkonma zamanlarında

enjeksiyonlar arasında sapmalar gözlenmektedir.

Pompa 1  

Ayırıcı 

Nano 
Sensör 

Pompa 2  

Kolon 

A k 
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2) Nano LC sistemleri bilinen HPLC sistemlerin minyatürize edilmiş halidir.  

Bu sistem içerisindeki bütün bağlantıların nano boyuta indirgenmesi 

gerekmektedir.  Bu işlem bazı noktalarda problem yaratmaktadır. Bağlantı 

yerlerinde oluşabilecek küçük boşluklar normal HPLC veya UPLC 

sistemlerinde önemli olmazken nano LC sistemlerinde analizi tamamen 

değiştirebilmektedir. Özellikle kolonun çıkış noktasında ve nano 

elekrosprey iğnesi içerisinde oluşabilecek boşluklar kolon içerisinde ayrılan 

peptitlerin yeniden karışmasına sebep olmaktadır. Oluşabilecek bu duruma 

ölü hacim etkisi denilmektedir. Şekil 2.8’ ölü hacm etkisinin 

kromatogramda görülmesine bir örnektir (94). 

 

 

Şekil 2.8. 1 pmol sığır serum albüminin nano LC ile analizi, a) Sistemde ölü hacim 

varken oluşan kromatogram b) Ölü hacim problemi çözüldükten sonra 

elde edilen kromatogram (94).  

 

3) Nano LC sistemlerinde  bütün bağlantıların iç çapları son derece küçük 

olduğu için sistemin tıkanma riski ve zarar görme riski çok yüksektir.  

Sistem içerisinde kullanılan hareketli fazların çok dikkatli hazırlanması 

gerekmektedir. Ayrıca sistemin temizliği her analiz sonrası ve günlük olarak 

a 

b 
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yapılmalıdır. Bütün bu önlemlere rağmen sistem içerisinde bulunan 

bağlantılar düzenli aralıklarla değiştirilmelidir. 

4) Nano LC sistemlerde kullanılan ortalama akış hızları 300 nL/dk’dır. Bu akış 

hızında sistemde oluşabilecek sızıntıların tespiti oldukça güç olmaktadır.   

Özellikle kolonun çıkış bölgesinde meydana gelebilecek sızıntıların 

gözlenebilmesi son derece zordur. Nano LC ile çalışabilecek özel 

analizcilerin olması gerekmektedir. 

 

Bu dezavantajları ortadan kaldırmak ve daha güvenilir, kolay proteomik 

çalışmalar yapmak için UPLC sistemi seçilmiştir. Sayısı çok sınırlı olmakla birlikte 

kaynaklarda bir kaç çalışma bu alanda yapılmıştır. 2012 yılında Percy ve 

arkadaşları hedeflenmiş proteomik çalışmalarında UPLC ve nano LC sistemlerini 

karşılaştırmıştır. Proteomik kapsamında, peptitlerin nitel ve nicel analizlerinde,  

UPLC’nin,  nano LC kadar iyi sonuç verdiği bulunmuştur. Yine Percy ve 

arkadaşları  hücre hatlarının protein profilleme çalışmalarında nano LC ile 

UPLC’nin hemen hemen yakın sonuçlar verdiğini bulmuştur (95). 2015 yılında 

Nino ve arkadaşları prokaryot ve ökaryot hücrelerinde proteomik çalışmalar yapmış 

ve  standart akış hızına sahip UPLC kullanmışlardır. Kullandıkları sistem hem 

prokaryot hemde ökaryot hücrelerde yaklaşık olarak 1000 ‘e yakın proteinin nitel 

analizini yapabilmişlerdir (96).  Elde edilen sonuçlar ışığında özellikle hücre hatları 

ile yapılan çalışmalarda uygun UPLC yöntemlerinin proteomik çalışmalarda 

kullanılabileceği görülmüştür.  

LC içerisinde ters faz sıvı kromatografisi, iyon değiştirme kromatografisi  

ve hidrofilik etkileşim kromatografisi (HİLİC) proteomik çalışmalarda 

kullanılmıştır (97). Bazı çalışmalarda iki kromatografik sistem birleştirilerek iki 

boyutlu ayrım sağlanabilmiştir. Bu çalışmalarda genellikle peptit karışımları 

öncelikle iyon değiştirme kromatografisiden geçirildikten sonra ters faz sıvı 

kromatografisi ile analiz edilmiştir (98). 

Ters faz sıvı kromatografisi proteomik çalışmalarda en sık kullanılan 

sistemdir.  Peptitler polaritelerine göre apolar sabit faz (genellikle C18 kolon) ile 

ayrılmaktadırlar. Bu sistem içerisinde hareketli faz olarak su ve asetonitril gibi su 

ile çözünebilen organik çözücüler kullanılmaktadır (99). Hareketli faz içerisinde 
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formik, asetik veya trifloroasetik asit gibi asitler peptitleri pozitif yüke çevirmek ve 

sabitfaz ile peptitler arasında istenmeyen iyonik etkileşimleri azaltmak için 

kullanılmaktadır. Ters faz sıvı kromatografisi yüksek ayırıcılık özelliğine sahip 

olduğu için tek boyutlu olarak proteomik çalışmalarda kullanılmıştır (100). Ayrıca 

yukarıda belirtildiği gibi diğer kromatografik yöntemlerde son ayırma işleminin 

yapıldığı yer olarak kullanılmıştır. 

Kütle Spektrometrisi (MS)  

Kütle spektrometresi LC ile ayrılan peptitlerin analizinde kullanılır. Kütle 

spektrometrisi parçalanma ürünlerine ait iyonların kütle/yük (m/z) değerini 

ölçülerek moleküler ağırlıklarının hesaplanmasında ve moleküler yapının tayininde 

kullanılan analitik yöntemlerden biridir. 

Kütle spektrometresinin bölümleri Şekil 2.9.’da verilmiştir. Kütle 

spektrometreleri bir vakum sistemi altında çalışmaktadır. Vakum sistemi 

istenmeyen iyon molekül etkileşimlerini en aza indirerek iyonların geçişini ve stabil 

bir şeklide belirlenmesini sağlamaktadır. 

 

 

Şekil 2.9. Kütle spektrometresinin bölümleri 

İyonlaşma Kaynakları 

İyonlaşma kaynakları kütle spektrometresinde giriş kısmında bulunmakta ve 

kütle analizöründe ayırımı yapılacak iyonları oluşturmakla görevlidir. İyonlaşma 

kaynağının verimi kütle spektrometresinden elde edilecek sonuçların kalitesini 

etkileyen en önemli parametredir. İyonlaşma kaynakları yüksek hassasiyet ve hıza 

sahip olmalıdır. Özellikle kombine sistemlerde bu iki gereksinim eksiksiz yerine 

Örnek 



24 
	

	

getirilmelidir (101). Günümüzde bir çok iyonlaşma kaynağı mevcuttur. İyonlaşma 

kaynakları genel olarak iki sınıfa ayrılmaktadır. Birinci sınıf kaynaklar örneklerin 

öncelikle buharlaştırılıp daha sonra iyonlaştırıldığı gaz faz iyon kaynaklardır. Gaz 

faz iyon kaynakları; elektron bombardımanı, kimyasal iyonlaştırma, ve alan 

iyonizasyon kaynaklarıdır. Kullanılan diğer iyonlaştırma kaynağı sınıfı ise 

desorpsiyon kaynaklarıdır. Burada örnekler sıvı ya da katı fazdan gaz halinde 

iyonlaştırılmaktadırlar. Desorpsiyon kaynakları; alan desorpsiyon, elektrosprey, 

matriks destekli desorpsiyon, hızlı atom bombardımanı, termo sprey iyonlaşma 

kaynaklarıdır (102).  

Proteomik çalışmalarda 2 farklı tür iyonlaşma kaynağı kullanılmaktadır. 

Bunlardan birincisi  2 boyutlu jel elektroforez sisteminde kullanılan matriks 

destekli lazer desorpsiyon iyonlaştırma (MALDİ) tekniğidir (103). MALDİ ile 

birlikte proteinlerin yanısıra (104, 105), DNA (106-108), lipidler (109-111) ve 

glikokonjuge (112) yapılar analiz edilebilmektedir. 

Şekil 2.10‘da görüldüğü gibi bu sistem içerisinde örnek kendisine göre çok 

fazla miktarda bulunan matriksin içerisine gömülü bir şekilde yerleştirilmektedir. 

Yapılan bu karışım MALDİ plakası üzerine yerleştirilerek kuruması beklenir. 

Kuruyan ve krisitalize hale gelen karışıma kısa pulslu lazer ışını gönderilmektedir. 

Lazer ışınını absorplayan matriks direkt olarak süblimleşir ve bu sırada örnek 

molekülleri gaz fazına geçmektedir bu arada gerçekleşen çarpışmalar sonucunda ise 

yüklü iyonlar oluşmaktadır. Çarpışmalar sonucunda negatif ve pozitif yükler 

oluştuğu için MALDİ içerisinde hem pozitif hemde negatif mod ile çalışılmaktadır 

(113, 114). 
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Şekil 2.10. MALDİ iyonlaşma kaynağı 

Aşağıdan yukarı proteomik çalışmalarda kullanılan diğer iyonlaşma kaynağı 

ise elektrosprey iyonizasyon (ESI) sistemidir (115). Bu sistemin en büyük avantajı 

kromatografik sistemlerle entegre bir şekilde çalışabilmesidir. ESI’nun 

geliştirilmesi ile proteinlerin yanında diğer biyomoleküllerin (lipidler, 

karbonhidratlar, nükleotidler, organik yada inorganik bileşikler) analizleri rahatlıkla 

yapılabilmektedir (116-120). Özellikle LC ile uyumlu bir arayüzey olarak çalışması 

ve yüksek sayıda gaz fazında iyon elde edilebilmesi sistemi vazgeçilmez 

yapmaktadır. İlk olarak 1937 yılında  Chapman tarafından keşfedilmiş olmasına 

rağmen 1980’lere kadar yaygın bir kullanıma sahip olamamıştır. Fenn ve 

arkadaşları sistemi ara yüzey olarak kullanmaya başlamış ve biyomoleküllerin 

analizlerini gerçekleştirmişlerdir (121). 

Şekil 2.11’ de  görüldüğü gibi kromatografik fraksiyonlama sonrasında 

sisteme gelen iyonik türler yüksek elektriksel alan varlığında elektrosprey 

iğnesinden hızla çıkmaktadır. İyonik türler  iğneden çıkarken Taylor konisi adını 

alan şekli alacaktır. Taylor konisi dışarda püskürtme olarak görmektedir. 

Püskürtülen yüklü damlacıklar, elektriksel alan varlığında, kapilere  doğru hareket 

etmektedir. Bununla birlikte kaynak içerisinde uygulanan yüksek sıcaklık çözücüyü 

buharlaştırarak yüklü damlacıklardan uzaklaştırmaktadır. Çözücünün buharlaşması 

belirli bir süre sonra damlacıklarda dengesizlik yaratmaktadır. Çözücünün 
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sistemden uzaklaştırılması ile birlikte damla içerisindeki aynı yüklerin birbirini 

itmesi bir süre sonra yüzey gerilimine karşı baskın gelmekte ve bu durumda 

parçalanmalar, büyük damlalardan küçük damlalar oluşmaktadır. Oluşan bu yeni 

damlalarda da aynı süreç yaşanmaktadır (122). Sonuç olarak sistem içerisinde 

yüklü iyonlar çözücülerden ayrılarak kütle analizörüne gönderilmektedir. 

 

 

Şekil 2.11. Elektrosprey iyonizasyon kaynağı. 

Kütle Analizörleri 

İyon kaynağında oluşan iyonları m/z değerlerine göre ayıran sistemlere 

kütle analizörleri denilmektedir. Proteomik çalışmalarda çoğunlukla  kullanılan 

analizörler kuadrapol analizörü (Q), uçuş zamanlı kütle analizörü (TOF),  iyon 

siklotron rezonans analizörü (FTICR), iyon kapanı analizörü (IT) (doğrusal iyon 

kapanı (LIT) veya kuadrapol iyon kapanı (QIT)) ve son olarak orbitrap 

analizörüdür.  Bu analizörler çoğunlukla hibrid yapılarda kombine bir şekilde  (Q-

TOF, Q-Q-Q, TOF-TOF, LTQ-FTICR) proteomik çalışmalarda kullanılmaktadır.  

İyon tuzaklı kütle analizörleri başta orbitrap olmak üzere sağladıkları 

yüksek ayırıcılık (rezolüsyon) ve kütle doğruluğu nedeniyle proteomik çalışmalarda 

sıkça kullanılmaktadır (123-127).  

Özellikle son yıllarda gelişen iyon tuzaklı  ve orbitrap sistemlere karşı uçuş 

zamanlı kütle analizörleri (TOF) proteomik çalışmalarda alternatif olarak sıklıkla  
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kullanılmaktadır. Sistemin çok hızlı tarama yapabilmesi yaşam süresi kısa olan 

türlerin analizlerinde büyük bir avantaj sağlamaktadır, ayrıca iyon tuzaklı 

sistemlerde sıklıkla gözlemlenen boş yükler (space charge) TOF içerisinde 

gözlemlenmemesi sisteme bir başka avantaj sağlamaktadır. TOF içerisinde 

iyonların ayrılmasında magnetik etki bulunmamaktadır.  Analizöre gelen iyonlar 

elektrik alanı pulsu ile hızlandırılır. Hızlandırılmış iyonlar elektriksel alan 

bulunmayan ayırım tüpüne geçirilir. Buraya gelen bütün iyonlar aynı kinetik 

enerjiye sahip oldukları için hafif türlerin daha hızlı hareket etmeleri 

gerekmektedir. Böylece sistemden önce hafif daha sonra ise ağır türler çıkmaktadır. 

2D-jel elektroforez bazlı proteomik çalışmalarda MALDİ-TOF en çok kullanılan 

sistemdir (26, 128-135). LC bazlı proteomik çalışmalarda da sıklıkla kullanılan 

TOF analizörü kuadrapole ile birlikte QTOF sistemini oluşturmaktadır (136-141). 

Şekil 2.12’de verildiği gibi ESI’dan gelen iyonlar ilk olarak filtre görevine sahip 

kuadrupol sistemine gelmektedir daha sonra iyonların parçalandığı ve MS/MS 

verilerinin elde edilmesini sağlayan parçalama kısmına gelmektedir. İyonların 

parçalanması proteomik çalışmalarda peptitlerin parçalanma ürünlerinin elde 

edildiği kısımdır. Genellikle çarpışma indüklü parçalanma sistemi kullanılmaktadır 

(CID). Bu sistemde belirli bir potansiyel uygulanarak hızlandırılan iyonlar inert bir 

gaz ile çarpıştırılmakta ve bu işlem sonucunda parçalanma ürünleri oluşmaktadır.  

En son kısımlar ise TOF analizörü içerisindeki iyonların hızlandırıldığı modül ve 

iyonların ağırlıklarına göre ayrıldığı tüptür.  
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Şekil 2.12 QTOF şematik gösterimi 

Nükleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi 

Atom çekirdeklerinin belirli manyetik özelliklerini kullanan bir analiz  

yöntemidir. Molekülün içindeki atomun ya da molekülün fiziksel ve kimyasal 

özellikleri, yapısı, dinamiği, reaksiyon durumu ve molekülün kimyasal çevresi,  

hakkında bilgi vermektedir. Proteomik çalışmalarda NMR  proteinlerin 3 boyutlu 

yapılarının aydınlatılmasında kullanılmaktadır. 

Tarama bazlı proteomik sistemler  

Proteinlerin farklı koşullarda değişimlerinin incelenmesinde kullanılan 

tarama bazlı yöntemler antikor-antijen etkileşimine dayalı sistemlerdir. Bu 

sistemlerde bir veya bir kaç protenin takibi yapılabilmektedir. 

2.7.3. Peptitlerin LC ile ayrılması 

Örnek hazırlama ile elde edilen peptit karışımının direkt kütle 

spektroskopisinde analizi çeşitli sıkıntıları içermektedir. Kompleks peptit 

karışımlarında miktarı düşük olan peptitler diğer peptitler tarafından baskılanacağı 

için kütle spektroskopisinde analizi oldukça zordur. Bu nedenle kütle 
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spektroskopisi öncesi peptit karışımları ayrılarak analiz edilmesi gerekmektedir. 

Böylece sistemin verimi artmaktadır. 

2.7.4. Peptitlerin MS Analizi 

Peptit karışımları LC ile ayrıldıktan sonra kütle spektrometresine 

gelmektedir. Kütle spektrometri yöntemi parçalanma ürünlerine ait iyonların 

kütle/yük (m/z) oranlarını ölçerek moleküler ağırlıklarının hesaplanmasında ve 

moleküler yapının tayininde kullanılan gelişmiş analitik sistemdir (12). Bu 

sistemlerin analizleri 3 basamakta gerçekleşmektedir.  

1) İlk olarak moleküllerin iyonlaşma kaynaklarında gaz halinde 

iyonlaştırılması gerçekleştirilmektedir.  

2) İyonların kütle analizörleri içerisinde elektriksel ya da manyetik alan 

varlığında m/z oranlarına göre ayrılması sağlanmaktadır.  

3) Son olarak ayrılan iyonların bulunma miktarları ile orantılı olarak tespiti 

yapılmaktadır (122).   

2.7.5. LC/MS Verilerinin Biyoinformatik Sistemlerle Analizi 

Biyoinformatik; biyolojik verilerinin bilgisayar programları ile 

incelenmesidir. Biyoinformatik disiplinler arası bir bilim alanıdır. Özellikle 

moleküler biyoloji içerisinde deneysel olarak elde edilen bilginin hücre biyolojisi 

içerisinde değerlendirilmesini sağlamaktadır. 

Proteomik çalışmalar ilk başladığı günden bugüne kadar çeşitli evrimler 

geçirmiştir. 2-D jel elektroforez ile başlayan çalışmalarda izole edilen bir kaç 

proteinin analizi yapılmaktayken günümüzde UPLC’nin proteomik çalışmalarda 

kullanılmaya başlanması ile birlikte hücre proteomunun önemli bir kısmı kısa süre 

içerisinde analiz edilebilmektedir. Bugün yapılan çalışmalarda tek bir 

enjeksiyondan elde dilen veriler yüzlerce proteinin nitel ve nicel analizini 

sağlayabilmektedir (29, 142). Elde edilen bu devasal veri yığınlarının analizi 

biyoinformatik alanında 2000’ li yılların başından itibaren gelişen teknolojiler ile 

yapılabilir duruma gelmiştir. Elde edilen  ham verilerin protein boyutuna 

getirilmesi, sonuçların istatistiksel analizlerle zenginleştirilmesi ve son olarak elde 

edilen proteinlerin kompleks protein haritası içerisinde incelenmesi bugün 
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biyoinformatiğin proteomik içerisinde uğraştığı konulardır (27).   

Proteomik çalışmalarda kütle spektroskopisinden elde edilen ham verilerin 

işlenmesi genellikle aşağıda birbirini takip eden basamaklarda 

gerçekleştirilmektedir. 

1) Proteinlerin nitel analizlerinin yapılması 

2) Proteinlerin nicel analizlerinin yapılması 

3) Elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamlandırılması. 

4) Elde edilen verilerin hücre biyolojisi içerisinde değerlendirilmesi 

Bazı proteomik çalışmalarda elde dilen sonuçlar çoğu zaman başka 

çalışmalarla doğrulanmaktadır. Proteomik sonuçları bazen; 

Western blot çalışmaları ve transkriptomik analiz verileri kullanılarak  

kontrol edilmektedir (143-146). 

2.7.6. Proteinlerin Nitel Analizleri 

Proteomik çalışmaların en temel hedeflerinden bir tanesi proteom içerisinde 

en fazla sayıda proteinin nitel analizinin yapılmasıdır. Aşağıdan yukarıya 

proteomik çalışmalarda bu hedefin gerçekleştirilebilmesi için öncelikle mümkün 

olduğunca çok peptidin belirlenmesi gerekmektedir. Kütle spektroskopisi ile elde 

edilen çok sayıdaki verinin, pepitlerin ve buna bağlı olarak proteinlerin analizinde 

kullanılabilmesi gelişen biyoinformatik sistemler sayesinde günümüzde yüksek 

doğrulukta gerçekleşmektedir (147). Günümüzde proteinlerin nitel analiz 

çalışmaları 3 temel sisteme dayanmaktadır. Bu sistemler;  

1) De Novo dizileme çalışmaları (148)  

2) Peptit dizileme çalışmaları (peptide mass fingerprint) (149)  

3) Peptitlerin amino asit dizilimlerinin veri tabanları ile karşılaştırmalı 

analizleridir. 

De Novo Dizileme Çalışmaları 

De Novo dizileme çalışmaları proteinlerin nitel analizi için kullanılan en 

eski tekniktir. İlk olarak GC/MS çalışmalarında elde edilen verilerin 

değerlendirilmesinde kullanılmıştır (150). Gelişen proteomik tekniklerle birlikte de 

novo dizileme çalışmaları 2-D jel elektroforez çalışmaları sonucunda  elde edilen 
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peptitlerin MS/MS verilerinden faydalanarak proteinlerin nitel analizlerinin 

yapılmasında (151) ve peptitlere ait MS/MS verileri kullanılarak amino asit 

dizilerinin elde edilmesinde kullanılmaktadır. Elde edilen amino asit dizilerinden 

hareket ederek peptit yapıları ve buna bağlı olarak protein yapıları 

aydınlatılmaktadır. De novo dizileme çalışmalarının diğer nitel analiz 

yöntemlerinden en büyük farkı her analizde herhangi bir veri bankasına gerek 

duymamasıdır. De novo dizileme çalışmaları günümüzde hala sıklıkla 

kullanılmaktadır. Bunun en önemli sebebi de novo dizileme çalışmalarının daha 

önce genomik dizilemesi bulunmamış türlerin keşfedilmesine olanak sağlamasıdır. 

Ayrıca de novo dizileme çalışmaları diğer yöntemler ile karşılaştırıldığında çok 

yüksek doğrulukta nitel analiz sonuçları vermektedir. Sistemin dezavantajları ise  

sadece izole proteinlerin analiz edilebilmesi, kompleks protein karışımlarında 

kullanılamaması, elde edilen MS/MS verilerinin son derece yüksek kalitede olma 

zorunluluğu ve  analizlerin çok uzun sürede yapılmasıdır (152).  

Peptit Dizileme Çalışmaları 

Peptit dizileme çalışmaları, belirli bir proteine ait peptitlerin m/z 

değerlerinin MS verileri ile tespiti ve bu değerlerin veri bankaları ile 

karşılaştırılarak proteinin nitel analizinin yapılması çalışmalarını içermektedir 

(153). Peptit dizileme çalışmaları tıpkı de novo dizileme çalışmaları gibi izole 

edilen proteinler için uygulanmakta ve karışık protein karışımlarında 

kullanılamamaktadır.  

Peptit dizileme çalışmaları de novo dizileme çalışmalarından sonra 

geliştirilmiş ve günümüzde 2-D jel elektroforez sonrasında elde edilen proteinlerin 

izole edelip MALDİ-TOF veya ESI-TOF ile analizleri sonucunda elde edilen 

verilerinin analizi için kullanılmaktadır. Peptit dizileme çalışmaları uygulama 

bakımından kolay olması nedeniyle günümüzde sıklıkla kullanılmaktadır (153). 

Peptit dizileme çalışmalarında proteinlerin nitel analizinin yapılabilmesi için 

elde edilen peptit kütlelerinin veri bankaları ile karşılaştırılması gerekmektedir. Bu 

karşılaştırma işleminde çeşitli parametrelerin belirlenmesi gerekmektedir.  Bu 

parametreler; 
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1) Peptitlerin oluşumunda kullanılan enzimin belirtilmesi 

gerekmektedir.  

2) Veri tabanında tarama yapılabilmesi için çalışılan örneğin ait olduğu 

taksonomik  birim (insan, fare vb.) belirlenmelidir. 

3) Örnek hazırlama sırasında oluşabilecek sabit veya değişken 

modifikasyonların belirtilmesi gerekmektedir. 

4) Veri tabanı ile karşılaştırma sırasında peptit kütlelerinde hata miktar 

sınırının belirlenmesi gerekmektedir. 

Peptit dizileme çalışmalarının en önemli avantajı analizde bir tane protein 

kullanıldığı için çok yüksek doğrulukta nitel analiz yapılabilmesidir. Peptit 

dizileme çalışmalarında özellikle örnek hazırlama kısmında ve protein 

izolasyonunda çok dikkatli olunması gerekmektedir. Dışarıdan gelebilecek 

safsızlıklar elde edilecek sonuçları tamamen değiştirmektedir. Bugün en gelişmiş 

peptit dizileme analiz programı altın standart olarak nitelendirilen Mascot  

programıdır.  

Peptitlerin MS/MS Spektrumlarının Veri Tabanları ile     

Karşılaştırmalı Analizleri 

LC/MS bazlı proteomik sistemlerin gelişmesi sonucunda bir proteoma ait 

proteinlerin ön fraksiyonlama işlemleri olmaksızın peptitlerine parçalanıp direk 

olarak LC ve sonrasında MS yöntemi ile analizi yapılabilir hale gelmiştir. Bununla 

birlikte de novo dizileme ve peptit dizileme çalışmaları bu sistemlerde yetersiz hale 

gelmiştir. Karışık proteom yapısının LC/MS analizleri sonucunda elde edilen MS 

verilerinin bir bütün halinde incelenmesi için son derece gelişmiş veri bankaları ve 

bunları kullanabilecek programları geliştirmek zorunluluğu doğmuştur. Bu nedenle 

yeni bir analiz algoritması geliştirilmiştir. Geliştirilen yeni algoritma ile birlikte  

protein veri bankalarının sistematik bir şekilde düzenlenmesi, MS sonuçlarının 

yüksek doğruluk ve kesinlik içerisinde analiz edilebilmesini sağlamıştır (154-158). 

Yeni geliştirilen algoritmalarda proteinlerin nitel analizleri iki kısımda 

incelenmiştir. İlk kısımda peptitlere ait olan m/z değerleri, teorik m/z değerleri ile 

karşılaştırılmakta ve olası peptitler belirlenmektedir. İkinci kısımda ise deneysel 

olarak elde edilen MS/MS verileri, veri bankaları içerisinde bulunan olası peptitlere 
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ait teorik MS/MS sonuçları ile karşılaştırılmaktadır. Bu karşılaştırma ile birlikte 

eşleşme sağlandığı zaman peptidin nitel analizinin yapılabildiği kabul edilmektedir 

(159). Yapılan eşleştirme işleminde her zaman %100 bir eşleşme oranı mevcut 

olamamaktadır. Bu nedenle eşleşmenin derecesini belirlemek için eşleşme skorları 

adında yeni bir parametre geliştirilmiştir. Böylelikle peptitlerin ve buna bağlı olarak 

proteinlerin veri bankalarında bulunan peptit ve proteinlere olan yakınlığı 

gözlenebilmektedir (160). 

Veri bankaları ile karşılaştırmalı protein analizleri Şekil 2.13’de görüldüğü 

gibi iki koldan yürüyen bir çalışma şeklindedir. İlk olarak çalışılan örneğe ait 

peptitlerin MS ve  MS/MS verileri deneysel olarak kütle spektrometresinden elde 

edilmektedir. Tek boyutlu MS verisinde belirlenen peptit iyonu (precursor) 

çarpışma ünitesinde parçalanarak fragmentlerine ayrılmaktadır. Bu parçalanma iki 

yol üzerinden meydana gelmektedir. Bunlardan bir tanesi N-merkezli diğeri ise C–

merkezli fragmentlerdir.  Bu isimlendirmenin temeli ise var olan yükün aminoasit 

üzerinde kalması (N-Merkezli) veya karboksi grubu (C-Merkezli) üzerinde kalması 

esasına dayanmaktadır. Peptit fragment iyonlarının isimlendirilmesi de bu 

merkezlere bağlı olarak değişmektedir. Eger N-merkezli fragmentler oluşuyorsa, 

meydana gelebilecek  iyonlar a, b, c,  eğer C-merkezli fragmentler üzerinden 

gidiliyorsa, meydana gelebilecek iyonlar  x, y ve z iyonları denilmektedir (Şekil 

2.14). Peptitler parçalanma ünitelerinde fargmentlerine parçalanırken hem N hemde 

C merkezli iyonlar oluşmaktadır. Oluşan fragment iyonları içerisinde gözlemlenme 

ihtimali en yüksek olan iyonlar b ve y iyonları olarak belirlenmiştir. Ayrıca 

fragment iyonların oluşumunda amonyak veya su molekülleri oluşmaktadır. Bu 

değişimler MS/MS verilerinde kaydedilmiş ve eşleşme işleminde kullanılabilir hale 

getirilmiştir (29). 
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Şekil 2.13. Peptitlerin MS/MS verilerinin ilgili veri bankaları ile karşılaştırılması  

 

 

Şekil 2.14. Peptitlerin parçalanması ile oluşan fragment iyonları (152) 

Deneysel MS/MS verilerinin elde edilmesinden sonra veri bankalarında 

bulunan proteinlere ait peptitlerden oluşturulacak teorik (in silico) MS/MS verileri 

bilgisayarda elde edilmektedir. Teorik MS/MS verilerinin eldesi deneysel 

koşulların sanal olarak yaratılması ile gerçekleşmektedir. Öncelikle analizi yapılan 

örneğin ait olduğu taksonomik sınıf belirlenmekte ve buna uygun bir veri bankası 

seçilmektedir. En sık kullanılan veri bankaları uluslararası protein indeks (IPI), 

Eşleşme& Nitel&
Analiz&

Deneysel MS/MS spektrum 
 

Teorik MS/MS Spektrum  
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Uniprot sistemi, Swissprot ve NCBI içerisindeki referans dizi bankalarıdır (161, 

162).  

Veri bankası belirlendikten sonra sanal peptitlerin oluşumu sağlanmaktadır. 

Bunu sağlamak için ilk olarak proteinleri parçalamak için kullanılan enzim 

seçilmelidir.  

Parçalayıcı enzim ve veri bankasının belirlenmesinden sonra proteinler 

üzerinde deneysel olarak meydana gelebilecek olası modifikasyonlar sanal ortamda 

belirlenmelidir. Böylelikle modifikasyonlardan dolayı meydana gelebilecek kütlesel 

farklılıklar sistemde tanımlı hale gelmektedir (163).  

Deneysel çalışmalarda oluşabilecek en kısa ve en uzun amino asit dizileri 

sisteme girilerek araştırılacak peptitlerde bir filtre yaratılmaktadır. 

Belirlenen deneysel parametrelerle birlikte teorik peptitler oluşturulmuştur. 

Oluşturulan teorik peptitler ile deneysel sonuçlar iki basamaklı bir eşleştirme 

işlemine sokulmuştur. Birinci basamakta deneysel olarak belirlenen m/z değerleri 

veri tabanından  elde edilen peptitlere ait m/z değerleri ile karşılaştırılmaktadır. 

Burada kullanılan kütle spektrometresinin türüne göre eşleşmede olası hata payları 

ppm veya dalton cinsinden belirlenmektedir. Burada eşleşen olası peptitlerin 

MS/MS verileri teorik sonuçlarla karşılaştırılarak, ikinci basamakta eşleştirme 

işlemi yapılmaktadır.  

Proteomik nitel analiz çalışmalarında proteinin nitel analiz kalitesinin 

ölçüsü eşleşme skorudur. Eşleşme skorlarının belirlenmesinde ilk olarak MS/MS 

verisi içerisinde peptitlerden oluşan fragment iyonlarının eşleşme skorları 

kullanılmaktadır. Bu skorlar birleşerek peptit skorunu oluşturmakta ve peptit 

skorları da protein skorlarını oluşturmaktadır. 

Yapılan LC/MS analizlerinde binlerce MS/MS verisi elde edilmektedir ve  

bu verilerin nitel analizlerinde en düşündürücü kısım eşleşmelerin ne kadar 

doğrulukla yapılmış olduğudur. Bunun için çeşitli yöntemler geliştirilmiş ve 

geliştirilmeye devam etmektedir. Proteomik çalışmalarda sonuçların güvenirliğini 

arttırmak için kullanılan en önemli yöntemlerden bir tanesi Hedef/Tuzak 

(Target/Decoy) veri bankaları analizi olmuştur. Deneysel veriler nitel analiz için 

örneğin bulunduğu taksonomideki hedef veri bankasına (Target) karşı analiz 

yapılırken ikinci bir karşılaştırma rastgele dizilerden oluşan tuzak (Decoy) bir veri 
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bankasına karşı yapılmaktadır. Tuzak veri bankasında eşleşen peptitlerin sayısını 

hedef veri bankasındaki peptit sayısına böldüğümüzde yanlış doğru oranı (FDR) 

hesaplanmaktadır (164, 165). Bu oran mümkün olduğunca düşük olmalıdır. FDR 

oranı peptit eşleşmesinin ne kadar sağlıklı bir şekilde yürüdüğünü göstermektedir. 

Son yıllarda FDR hesaplamaları yeni algoritmalarla birlikte geliştirilmiştir. Artık 

bulunan bütün peptitlerin FDR değeri yerine her bir peptit için farklı FDR değerleri 

hesaplanmaktadır. Bir peptitin tuzak ve hedef veri bankaları ile  eşleşme 

yüzdelerinin oranı hesaplanmaktadır. Bu değer belirlenen limitin altında ise peptide 

ait nitel analiz kabul edilmektedir.  

Nitel analiz sonuçlarında güvenirliği arttırmak için eşleşme skorlarında 

sınırlama yapılmış ve belirli bir skorun altındaki peptitler kabul edilmemiştir (166). 

Son yıllarda geliştirilen yeni algoritmalarla birlikte FDR ve skor sınırlaması birlikte 

kullanılarak  proteinlerin nitel analizlerinde yüksek doğrulukta sonuçlar alınmıştır 

(167). 

Yapılan bir çok proteomik çalışmada nitel analiz doğruluğunu arttırmak için 

peptit sayısına sınırlama getirilmiştir. Yapılan çalışmalarda bir proteinin güvenilir 

bir şekilde analiz edilebilmesi için o proteine ait en az 2 peptidin nitel analizinin 

olması gerektiği saptanmıştır (164, 168).  

Bugün peptitlerin ve proteinlerin nitel analizlerinde kullanılan bir çok 

program geliştirilmiştir. Mascot (169, 170), Omssa (171), Xtandem (172), 

Andromeda (Maxquant) (173) programları sıklıkla nitel analizde kullanılmaktadır. 

Andromeda (Maxquant) programı hem kolay bir arayüze sahiptir hem de başta 

Mascot olmak üzere diğer programlara karşı yapılan çalışmalarda yüksek verim 

sağladığı saptanmıştır (174). 

Yukarıda belirtilen üç nitel analiz modeli farklı bir şeklide anlatılmış olsada 

bu modeller birbirlerini tamamlayan özelliklere sahiptir. Bir hücrenin proteomu ile 

çalışılırken de novo dizileme bilinmeyen daha önce belirlenememiş proteinlerin 

bulunmasını sağlamaktadır. Peptitlerin MS/MS spektrumlarının veri tabanları ile 

karşılaştırmalı analizleri ise o proteom hakkında global bir bilgi vermektedir. Peptit 

dizileme çalışmaları ise bilinen proteinlerde proteinlerin analizlerinde diğer iki 

metodu destekleyecek şekilde kullanılmaktadır. 
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2.7.7. Proteinlerin Yarı-Nicel Analizi 

Proteomik çalışmalarda belirli bir zaman diliminde biyolojik sistem 

içerisinde bulunan proteinlerin nitel analizlerinin yapılması kadar protein 

miktarlarında oluşan değişimlerinde analiz edilmesi gerekmektedir. Yarı nicel 

analiz aynı hücrenin iki farklı koşul altında proteomlarında bulunan protein 

miktarlarının  birbirlerine göre değişiminin ölçülmesidir. Yarı nicel analiz için 

kullanılan yöntemler gerçekleştirilen deneysel sistemlere göre değişmektedir. İki 

boyutlu  2-D jel elektroforez sonrası MALDİ-TOF ile analizi gerçekleştirilen 

proteomik deneylerde  nicel analiz 2-D jel elektroforez sonrasında elde edilen 

protein profilinin bilgisayar ortamında görsel olarak incelenmesi ve çeşitli 

bilgisayar programları kullanılarak spot yoğunluklarının karşılaştırılması ile 

yapılmaktadır (175). İki farklı koşula ait jel görüntülerinden faydalanarak nicel 

analiz yapılmaktadır (Şekil 2.15.. 

 

 

Şekil 2.15. İki farklı koşula ait 2-D jel elektroforez sonrası elde edilen görüntü ve 

spotlar arasında yoğunluk farklılıkları (Bio-rad uygulamaları) 

LC/MS proteomik çalışmalarda yüzlerce proteinin nitel analizi yapılmasına 

rağmen bunların hepsinin yarı nicel analizde kullanılamayacağı saptanmıştır.  

Bunun sebebi yarı nicel analiz için gerekli veri kalitesinin sağlanamaması olarak 

belirtilmiştir. Nitel ve nicel analizlerde daha çok protein ile çalışabilmek için Şekil 
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2.16’da görüldüğü gibi protein konsantrasyonun arttırılması veya duyarlılığı daha 

yüksek sistemler kullanılması gerektiği vurgulanmıştır (176). 

 

 

Şekil 2.16. Proteom içerisinde nitel ve nicel analizi yapılan protein sayısının analiz 

edilen protein konsantrasyonu ile ilişkisi. 

LC/MS protemik çalışmalarda yarı  nicel analiz çalışmaları işaretli ve 

işaretsiz olmak üzere iki farklı metot uygulanarak yapılmaktadır.  

İşaretli nicel analiz çalışmalarında iki farklı koşul altında elde edilen  

proteinler ağır ve hafif izotoplarla işaretlenmektedir. İşaretleme analizlerinde 

kararlı izotopların eklenmesi (SILAC)(177), kararlı izotoplar ile etiketlenmiş 

peptitlerin eklenmesi (178), radyoizotop işaretlenmiş (radiolabeled) aminoasitlerin 

eklenmesi (179), kimyasal olarak sentezlenmiş peptit standartlarının eklenmesi 

(180), izotop kodlu afinite işaretlerinin eklenmesi (ICAT)(181), izobarik etiketlerin 

eklenmesi (ITRAQ)(182) yöntemleri kullanılmaktadır. İşaretleme işlemi kullanılan 

işaretleme ajanına göre değişmektedir. SILAC metodunda hücre kültürü ortamında 

işaretleme yapılmaktadır. ICAT işleminde proteinlerin izole edilmesinden sonra 

işaretleme yapılmaktadır. ITRAQ metodunda proteinler peptitlere parçalandıktan 

sonra işaretleme peptitler üzerinde yapılmaktadır.  İşaretleme işlemi yapıldıktan 

sonra ise Şekil 2.17’de görüldüğü gibi iki farklı koşula ait örnekler karıştırılarak 

LC/MS analizi yapılmıştır. Elde edilen sonuçlarda farklı izotop ile  işaretlenmiş 

peptitler belirlenmekte ve yoğunlukları karşılaştırılmaktadır. İşaretleme bazlı nicel 

analizler ilave örnek hazırlama basamağı, işaretleme işlemindeki belirsizlikler ve 
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sınırlı sayıda koşula uygulanabilmesinden dolayı bazı problemler içerdiği 

saptanmıştır.  

Proteinlerin nicel analizinde kullanılan diğer yöntem ise işaretsiz (label free) 

nicel analiz yöntemidir. Bu sistemin en önemli avantajı uygulanabilirliğinin kolay 

olması ve çok fazla koşulun birbiri ile kıyaslamasının yapılabilmesi olarak 

belirtilmiştir (183). Şekil 2.17’de görüldüğü gibi işaretli ve işaretsiz nicel analiz 

metotlarında örnek hazırlama kısımları farklıdır. İşaretsiz yöntemlerde örnekler 

birbirinden tamamen ayrı bir şekilde analiz edilmekte ve elde edilen LC/MS 

verilerinin karşılaştırılması ile göreceli miktar tayini gerçekleştirilmektedir. 

İşaretsiz nicel analizde veriler iki şekilde değerlendirilmektedir. Bunlardan birincisi 

iyon piki yoğunlukları (pik alanı veya yükseklikleri) karşılaştırılmakta ve nicel 

analiz yapılmaktadır. İkinci yöntem ise nitel analizde kullanılan fragment 

spektrumlarının sayımı (counting) ile birlikte nicel analiz yapılmaktadır (184). 

 

 

Şekil 2.17. İşaretlemeli ve işaretsiz nicel analiz yöntemleri. A) İşaretsiz B) işaretli 

nicel analiz yöntemi 
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Yapılan çalışmalarda spektral sayım tekniğine karşı genellikle şüpheli bir 

yaklaşım duyulmaktadır. Bu teknik içerisinde belirlenen peptitlerle ilgili olarak 

herhangi bir fiziksel özellik ölçülmediği için peptit ve buna bağlı olarak protein 

miktarı için çok sağlıklı bir sistem olmadığı düşünülmüştür (185).  

Pik yoğunluklarının karşılaştırılmasında kullanılan yöntem peptitler için 

elde edilen tek boyutlu MS verilerinde peptit piklerinin yoğunluklarının 

belirlenmesi ve iki farklı koşul için bu yoğunlukların karşılaştırılması ile 

yapılmaktadır (186, 187). Bu sistem ilk geliştirildiğinde iki temel sorun ile 

karşılaşılmıştır. Bunlar aynı örneğin farklı enjeksiyonlarında farklı peptit 

yoğunluklarının gözlemlenmesi ve iki farklı koşul için yapılan enjeksiyonlarda aynı 

peptitlerin farklı alıkonma zamanlarında bulunmuş olmalarıdır. Son yıllarda 

geliştirilen yeni algoritmalarla birlikte güvenilir normalizasyon yöntemleri 

geliştirilmiş ve enjeksiyonlar arasında gözlemlenen pik yoğunluğundaki sapmalar 

büyük ölçüde önlenmiştir (188, 189). Geliştirilen işaretsiz nicel analiz yöntemi 

klinik çalışmalarda çok iyi sonuçlar vermiştir. Özellikle biyobelirteçlerin 

belirlenmesinde bir çok çalışmada kullanılmıştır (190-193).   

Günümüzde dünya çapında nicel analizler için en çok kullanılan bilgisayar 

programı Maxquant programıdır  (173, 194). Nitel analiz sonrasında  Maxquant 

içerisindeki algoritmalarla birlikte nicel analiz yapılmaktadır. Yapılan çalışmalarda 

normalizasyon sisteminin nicel analizlerde çok önemli olduğu ve doğru sonuçların 

belirlenmesinde çok önemli bir parametre olduğu saptanmıştır (195).  

2.7.8. Verilerin İstatistiksel Olarak Anlamlandırılması 

İstatistiksel analizler proteomik çalışmalarda çok önemli bir yere sahiptir. 

Proteinlerin nitel ve nicel analizleri sonrasında kullanılabilecek anlamlı sonuçlar 

çeşitli istatistiksel algoritmalarla sağlanmaktadır (196) . 

Proteomik çalışmalarda istatistiksel uygulamalar hem aynı örneğin farklı 

enjeksiyonlarda tekrarlanabilirliğin takibinde hem de farklı iki koşul altında 

miktarları değişen proteinlerin değişim miktarının anlamlı olup olmadığını 

incelemekte kullanılmaktadır.  

Perseus programı proteomik çalışmalarda kullanılan ve maxquant programı  

ile uyumlu olarak hazırlanmış bir istatistik programıdır. Program içerisinde nicel 
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analizle ilgili olarak çok sayıda algoritma geliştirilmiştir (197). Perseus programı, 

Maxquant programı ile çeşitli proteomik çalışmalarda kullanılmıştır (198, 199). 

2.7.9. Verilerin Hücre Biyolojisi İçerisinde Değerlendirilmesi 

Elde edilen verilerin hücre biyolojisi ve protein haritası içerisinde  

belirlenmesi gelişen biyoinformatik sistemlerle birlikte yapılabilir bir hale 

gelmiştir. Gen ontoloji analizleri ile analizi yapılan proteinlerin hangi moleküler 

fonksiyona sahip olduğu, bu moleküler fonksiyonu hangi biyolojik süreç içerisinde 

ve hücre içerisinde hangi lokasyonda kullandığı belirlenmektedir. Ayrıca analizi 

yapılan proteinlerin hangi sınıf proteine ait olduğu yine bu analizlerle 

saptanmaktadır (200, 201).  

Yolak analizleri ile birlikte istatistiksel olarak anlamlı şekilde değişen 

proteinlerin hangi yolaklar üzerinde olduğu belirlenerek koşulların hücre üzerindeki 

etki mekanizmaları aydınlatılmaktadır (202). 

2.8. Proteomik Çalışmaların Kanser Üzerindeki Uygulamaları 

Günümüzde her yıl yaklaşık olarak 10 milyon insan kanser hastalığı 

sebebiyle hayatını kaybetmektedir (203). Kişilerin genetik yatkınlıklarının yanı sıra 

yaşam tarzı kanser türüne bağlı olarak oldukça etkilidir (204).  Kanser türleri 

arasında en sık rastlanan kolon kanseridir. 

Kanser çalışmaları içerisinde son yıllarda omik çalışmalar daha çok önem 

kazanmıştır. Klasik kanser tedavi ve teşhis yöntemlerinin yanında ve onları 

tamamlayıcı olarak moleküler boyutta inceleme fırsatı sunmuştur (205). 

Proteomik analizleri kanser çalışmaları içerisinde önemli bir yere sahiptir. 

Proteomik çalışmalar, genomik çalışmaların aksine oldukça dinamik bir süreç 

içerisinde bulunmaktadır. Sürekli değişen proteom yapısı içerisinde protein 

miktarlarının analizi, proteinlerin üzerinde meydana gelen modifikasyonlar, 

proteinlerin birbirleri ile etkileşimleri ve yolak analizlerinin yapılmasıyla kanser 

oluşumu ve gelişim evreleri takip etme fırsatı sunmuştur. Kanser süreci içerisinde 

biyobelirteçlerin bulunması, kanser üzerinde etkili olan moleküllerin etki 

mekanizmalarının belirlenmesi proteomik çalışmaların önemli araştırma alanlarını 

oluşturur (206).  Özellikle hastalığın erken teşhisi ve yeni tedavi yöntemleri ile 
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ilgili çalışmalar proteomik alanında yoğun bir şekilde çalışılmaktadır (207-209). 

Yapılan çalışmalar kanser ile ilgili yapılan proteomik incelemelerde hücre, 

doku, vücut sıvılarının kanser ile ilgili derin bilgiler sunduğunu göstermektedir. 

Hücre kültürü kolay örnek elde edilmesi ve bir çok deneysel dizayn yapılabilmesi 

nedeniyle proteomik çalışmalarda çok sık tercih edilmektedir (210). Vücut sıvıları 

özellikle kanser tanı ve tedavisinde kullanılabilecek biyobelirteçlerin keşfinde, 

takibinde kolay elde edilmesi ve işlenebilmesi nedeniyle (211) kanser dokuları ise 

direkt olarak hastalığın gelişimi hakkında en kesin bilgiyi verdiği için proteomik 

çalışmalarda sıklıkla kullanılmaktadır (212).  Ancak bu farklı örnek tiplerinin bazı 

dezavantajlara sahip olduğu çalışmalarda gözlemlenmiştir. Yapılan çalışmalarda 

hastalardan elde edilen vücut sıvıları yada dokularla yapılan çalışmaların en büyük 

dezavantajının heterojen bir örnek havuzu meydana getirmiş olmalarıdır (206). Bu 

heterojen yapının özellikle biyobelirteçlerin keşfedilmesinde sorun yarattığı 

saptanmıştır. Hücre kültüründe yapılan çalışmalar ise homojen bir örnek karışımı 

vermesine rağmen sonuçlar hastalardan elde edilen doku ve vücut sıvıları ile 

çeliştiği saptanmıştır (213). Bu nedenle yapılan çalışmalarda bu farklı örnek tipleri  

bir bütün olarak incelenmiştir. Hücre kültürü ile başlayan çalışmalar daha 

sonrasında doku ve vücut sıvıları ile devam etmiştir (214).   

Kanser tedavisi zor bir hastalıktır. Dünya çapında farklı disiplinlerden bir 

çok grup çalışmalar yapmaktadır. Özellikle omik  bilimlerin gelişmesiyle birlikte 

klasik kanser tedavilerinin etkisi daha derin bilgilerle incelenmektedir. Klasik 

tedavilerin yanı sıra alternatif tedavi yöntemleride yine omik bilimlerle 

incelenmektedir. Alternatif tedavi yöntemleri içerisinde ise doğal bitkisel bazlı 

ürünler gösterdikleri antikanserojen etkilerle önemli bir yere sahiptir.  Polifenolik 

bileşikler ise bitkisel bazlı ürünler içerisinde en çok ilgi çeken anti kanserojen 

ajanların başında gelmektedir. Özellikle yüksek polifenolik içeriğe sahip ürünlerin 

yüksek antikanserojen etki göstermesi ile son yıllarda polifenolik bileşikler üzerine 

yapılan çalışmaları giderek artmıştır (215, 216). Özellikle son yıllarda geliştirilen 

‘’Foodomik’’ yaklaşımı ile birlikte bitkisel gıdaların insan sağlığı üzerindeki etkisi 

çok geniş bir aralıkta incelenmiştir (217-219). Bu anlayış içerinde yapılan 

çalışmalarda biberiye (123), zerdeçal (220),  özellikle üzüm çekirdeğinde mevcut 

bulunan resveratrol (221), elma gibi meyvelerin kabuklarında bulunan 
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kuersetin(222) gibi maddelerin kolon kanseri üzerinde etkili olduğu proteomik 

çalışmalarla da belirlenmiştir.  

2.9. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanlar ve Kanser Üzerinde Etkileri 

Kanama bozukluğu, vücut içerisinde  sıvı akışının yaralanma, travma, 

cerrahi operasyonlar gibi olaylar sonucunda normal deri yapısının 

oluşamamasından kaynaklanmaktadır (223). Bu koşulların oluşumu sonucunda 

meydana gelen kanama bozukluğu vücudun kendi onarım sistemi ile her zaman 

onarılamaz. Özellikle genetik olarak dezavantaja sahip kişiler için bu durum hayati 

önem arz etmektedir. Böyle durumlarda hemostatik ajan denilen kanama 

durdurucular kullanılmaktadır. 

Hemostatik ajanlar kanser hastalığında özel bir öneme sahiptir. Kanser de 

oluşacak lokal kanamalar hastaların yaşamları açısından çok önemlidir. Kanser 

hastalarının yaklaşık %10 nu bu kanamalarla karşılaşmaktadır. Kanamalar ani hasta 

ölümlerine sebep olmaktadır (224). Kanser hastalarında oluşan bu kanamalar 

hastalıktan kaynaklandığı gibi uygulanan kemoterapi veya radyo terapi sonucunda 

da oluşabilmektedir (225). 

Kanser hastalarında kullanılan hemostatik ajanlar özelliklerine göre ve 

kullanılma prosedürlerine göre çeşitli gruplara  (bitkisel temelli, sentetiktemelli, 

polisakkarit temelli gibi) ayrılmaktadırlar. Yapılan çalışmalarda gerek vücut ile 

daha uyumlu olması gerekse de yan etkilerinin az olması nedeniyle bitkisel 

hemostatik ajanlar günümüzde kullanılmaktadır. Bu hemostatik ajanların başında 

polisakkarit bazlı hemostatik ajanlar gelmektedir (226).  

2.10. Proteomik Analizlerde Validasyon Çalışmaları 

Yöntem geliştirme sürecinde validasyon parametrelerinin yerine getirilmesi 

geliştirilen metodun geçerli olduğunu göstermektedir. Özellikle biyolojik 

örneklerin kullanıldığı çalışmalar fazla miktarda belirsizlikler içermektedir.   

Validasyon çalışmaları analite ait standart ile yapılmaktadır. ICH 

kılavuzuna göre validasyon çalışmalarında nitel analizde yapılması gereken tek 

parametre özgünlüktür. Ancak yarı nicel analiz yapılması, sistemin doğruluğunun 

ve kesinliğinin incelenmesinide gereklidir (227). 
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 Proteomik çalışmalarda analitik yöntem validasyonu genel  olaraktam 

anlamıyla  yapılmamakta ve çalışmalarda göze çarpan eksikliktir. Proteomik 

çalışmalarda analitik yöntem validasyonu genel olarak standart proteinler ile 

yapılmaktadır. Bazı çalışmalarda standart proteinlerin karışımı kullanılırken bazı 

çalışmalarda standart proteinler tek başına analiz edilmektedir (228).  

Özgünlük, analiz maddesi dışında matriks ortamında bulunan diğer 

maddelerin geliştirilen analitik metot sonuçlarını ne kadar etkilediğinin ölçüsüdür. 

 Doğruluk, deneysel verilerden elde edilen değerin gerçek değere olan 

yakınlığını göstermektedir.  Doğruluk  ile ilgili sonuçların değerlendirilmesinde 

yüzde bağıl hata değerleri kullanılmaktadır.  

Yöntem kesinliği, ölçümlerde gözlemlenebilen bir değerin tekrarlanabilme 

kabiliyetini göstermektedir. Ölçümlerde elde edilen sonuçların birbirine yakınlığı 

sistemin kesinliğini tanımlama da kullanılmaktadır. Elde edilen deneysel verilerin 

bağıl standart sapmalarının hesaplanması ile birlikte sistemin kesinliği belirlenir  

vermektedir. 

Proteomik çalışmalarda alıkonma zamanı ve peptitlerin pik alanları özellikle 

nicel analiz için önemli olduğundan  incelenen parametredir. Peptitlere ait piklerin 

alıkonma zamanları  ve pik alanları tekrarlanabilir sonuçlar vermelidir (229). Peptit 

yoğunluklarının aynı enjeksiyon miktarındaki tekrarlanabilirliği de kesinlik 

parametresi ile incelenmektedir. 

Nano LC sistemlerde kesinlik parametresi için hem akış hızlarında meydana 

gelen dalgalanmalar hemde nano-ESI sisteminde meydana gelen stabilite 

problemlerinden dolayı yeterli sonuçlar alınamamaktadır. 

Tönetmin doğrusallık elde edilen sonuçların kullanılan standart madde 

derişimi ile orantılı bir şekilde değişimidir. Çizilen grafiklerde eğim, kesişim ve 

korelasyon katsayısı doğrusallığı veren parametrelerdir. 

Validasyon çalışmalarında sıklıkla kullanılan standart proteinlerden en 

önemlisi sığır serum albümindir.  Sığır serum albümin 607 tane amino asitten 

oluşmaktadır.  Sığır serum albümin stabil bir yapıda olması, kolay temin edilebilir 

olması ve ucuz olması nedeniyle proteomik çalışmalarda sıklıkla kullanılmaktadır 

(230, 231).  LC/MS bazlı proteomik çalışmalarda örneklerin analizinden önce sığır 

serum albümin analizi yapılarak sistemin durumu incelenmektedir. Peptitlerin 
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alıkonma zamanları ve yoğunluklarının tekrar edilebilir düzeyde olması 

gerekmektedir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kimyasallar ve Gereçler 

Tez kapsamında yapılan çalışmalarda hücre kültürü ortamında kullanılan 

kimyasallar Tablo 3.1, proteomik çalışmaları kapsamında yapılan deneylerde 

kullanılan kimyasallar ve tamponlar Tablo 3.2, cihazlar Tablo 3.3 ve 

biyoinformatik ve istatistik programları Tablo 3.4 içerisinde  verilmiştir. 

Tablo 3.1. Hücre kültürü içerisinde kullanılan kimyasallar. 

Kimyasal Firma 

CaCo-2 hücre hattı ATCC 

Fötal sığır serumu (FBS) Sigma 

Sodyum pirüvat Sigma 

Esansiyel olmayan amino asit karışımı 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 kapsamında kullanılan kimyasallar 

Kimyasal Firma Kullanım Amacı 

DL-Ditiyotreitol 
(DTT) 

Fluka 
Proteinlerin denatüre hale 

getirilmesinde 

Protein assay 
standard  II (bovine 
serum albumin) 

Bio-Rad 
Protein miktar tayininde 

standart olarak 

DC Protein assay 
reagent A 

Bio-Rad Protein miktar tayininde 

DC Protein assay 
reagent B 

Bio-Rad Protein miktar tayininde 

DC Protein assay 
reagent S 

Bio-Rad Protein miktar tayininde 

Protein assay dye 
reagent 

Bio-Rad Protein miktar tayininde 

İyodoasetamid 
(IAA) 

Sigma Alkilleyici ajan 

Metanol Sigma Proteinlerin çöktürülmesinde 

Kloroform Merck Proteinlerin çöktürülmesinde 

Amonyum 
bikarbonat 

Sigma Proteinlerin çözünmesinde 

Tripsin Sigma 
Proteinlerin parçalanmasında 

 

Asetonitril Sigma 
Sıvı kromatografisinde 

hareketli faz olarak 

Distile su  Sigma 
Sıvı kromatografisinde 

hareketli faz olarak 

Formik asit Sigma 
Hareketli faz içerisinde iyon çifti ajanı 

olarak 

Sığır Serum  
Albümin 

Sigma 
 

Proteomik çalışmalarda 
Standart protein olarak 
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Tablo 3.3. Proteomik çalışmalarda kullanılan cihazlar 

Cihaz Firma Kullanım Amacı 

Yüksek basınçlı 

sıvı kromatografisi 
Agilent 1290 

Peptit karışımlarının 
ayrılmasında 

Kütle spektroskopisi (QTOF) Agilent 6530 Peptitlerin analizinde 

Vakumlu santrifüj Labconco 
Amonyum 

bikarbonatın 
uzaklaştırılmasında 

Yüksek hızlı 

Santrifüj 
Hermle 

Proteinlerin hücre 

Lizatından 
uzaklaştırılmasında 

İnkübatör Grant bio 
Proteinlerin peptitlerine 

parçalanmasında 

Homojenazitör Schütt homgen Hücre homojenizasyonunda 

 

Tablo 3.4. Proteomik çalışmalarda kullanılan programlar 

Program Kullanım Amacı 

Agilent Mass Hunter Kromatogramların incelenmesinde 

Maxquant Proteinlerin tanımlanması  ve nicel analizinde 

Perseus Maxquant sonuçlarının istatistiksel açıdan incelenmesinde 

Panther Gen ontoloji analizinde 

String Protein-protein etkileşimi analizinde 

Reactome Yolak analizinde 
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3.2. Sığır Serum Albümin Analizi 

3.2.1. Sığır Serum Albümininin Peptitlerine Parçalanması 

Ticari olarak temin edilen sığır serum albümin %20 oranında metanol içeren 

(h/h) 100 mM amonyum bikarbonat çözeltisi (pH: 8.5) içerisinde 4000 ppm olacak 

şekilde çözülmüştür. 25 μL sığır serum albümin çözeltisine 5 μL, 200 mM DTT 

eklenerek 56 oC de inkübe edilmiştir. Bu süreç içerisinde disülfit bağları kırılmıştır. 

Bu işlem sonrasında 20 μL, 100 mM iyodo asetamid eklenerek  karışım 30 dk 

boyunca oda sıcaklığında ve karanlık bir yerde tutulmuştur. Böylelikle sığır serum 

albümin alkillenmiştir. Sığır serum albüminin peptitlerine parçalanma işlemi ise 

tripsin enzimi ile gerçekleştirilmiştir. Sığır serum albümin çözeltisine 1:100 

oranında (a/a) tripsin eklenmiştir. Proteinin parçalanması için tripsin ile 

inkübasyonu 16 saat sürmüştür. İnkübasyon sıcaklığı ise 37 oC olarak ayarlanmıştır. 

İnkübasyon sonrasında elde edilen peptit karışımı, amonyum bikarbonatın 

uzaklaştırılması için vakum santrifüj içerisinde yaklaşık 1 saat kadar santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj esnasında sıcaklık 4 oC’ye ayarlanarak tripsin aktivitesi inhibe 

edilmiştir. Ayrıca tripsin inhibisyonu için formik asit eklenerek ortamın pH değeri 

3.5’e kadar düşürülmüştür. Amonyum bikarbonat ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra 

peptitler % 0.1 formik asit içeren (h/h) asetonitril içerisinde çözünmüş ve ultra 

basınçlı sıvı kromatografisinde (UPLC) uygulanmak üzere enjeksiyona hazır hale 

getirilmiştir. 

3.2.2. Sığır Serum Albümine ait Peptitlerin UPLC/QTOF ile Analizi 

Karışım halinde bulunan peptitler UPLC ile C18 (Agilent, Zorbax, 2.1 mm 

x 100 mm, 1.8 μm, 300Å)  kolon içerisinde polaritelerine göre ayrılmıştır. Sistem 

içerisinde hareketli faz olarak asetonitril (%0.1 formik asit (h/h)) ve su (%0.1 

formik asit h/h)) kullanılmıştır. UPLC kolonun dengeye gelmesi için yaklaşık 50 

kolon hacmi kadar hareketli faz sistemden geçirilmiştir. Hareketli faz akış hızı 0.2 

mL/dk olarak belirlenmiştir. Sığır serum albüminin analizi için 45 ve 70 dk olmak 

üzere iki farklı gradient kullanılmıştır (Tablo 3.5. ve Tablo 3.6.). Gözlemlenen 

peptit sayıları göz önüne alınarak hangi gradient sisteminin daha avantajlı olduğu 

araştırılmıştır. 
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Tablo 3.5. Gradient sistemi 1  

Zaman  
( dk) 

Asetonitril  
(%0.1 formik asit içeren h/h) (%) 

Su  
(%0.1 formik asit içeren h/h) 
(%) 

0 3 97 

25 45 55 

27 85 15 

29 85 15 

31 3 97 

45 3 97 

 

Tablo 3.6. Gradient sistemi 2 

Zaman  
( dk) 

Asetonitril  
(%0.1 formik asit içeren h/h) (%) 

Su  
(%0.1 formik asit içeren h/h) (%)

0 3 97 

45 45 55 

50 85 15 

51 85 15 

54 3 97 

70 3 97 

 

UPLC’den çıkan peptitler iyonlaşmaları için elektrosprey iyonizasyon (ESI) 

ünitesine gönderilerek burada Tablo 3.7. içerisinde  gösterilen şartlar  altında 

iyonlaşmaları sağlanmıştır. Sistemde formik asit kullanılması ile birlikte peptitler 

pozitif yüklenmiştir. Tablo 3.7.’de verildiği gibi elektrosprey iyonlaşma kaynağı 

içerisinde gaz halinde iyonik peptit türlerin elde etmek için sıcaklık 350 oC ye 

çıkarılmış kapiler potansiyeli 4000 volt olarak belirlenmiştir. Düzgün bir sprey 

oluşumu için nebulizer basıncı 45 psig olarak ayarlanmıştır. 
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Tablo 3.7. Elektrosprey iyonizasyon parametreleri 

Parametre Değer 

İyon polaritesi Pozitif 

Sıcaklık  350 oC 

Kurutucu gaz 10 L/dk 

Nebulizer  45 psig 

Kapiler potansiyeli 4000 V 

 

Gaz halinde ki pozitif yüklü peptitler daha sonra kütle analizörüne (QTOF) 

doğru hareket etmişlerdir. Tek boyutlu kütle spektroskopisi (MS) analizi ile 

proteinlere ait peptitlerin m/z değerleri bulunmuştur. Birinci aşama da MS 

analizinde taranan m/z aralığı 100 ile 1700 arasında seçilmiştir (Tablo 3.8.). 

Tablo 3.8. MS  parametleri 

Parametre Değer 

Kütle aralığı 100-1700 m/z 

Veri toplama hızı 2 spektra/sn 

Veri toplama döngüsü 500 ms/spektrum 

 
Daha sonra peptitlerin ikinci boyut kütle spektroskopisi analizi olan tandem 

MS değerleri (MS/MS) incelenmiştir. Deneylerde MS/MS analizleri için 300-1400 

m/z aralığı seçilmiştir. Peptitlerin çarpışma indüklü parçalanması için ayarlanan 

potansiyel 45 volt olarak belirlenmiştir. Her bir MS/MS döngüsünde minimum iyon 

yoğunluğu 1500 birim olarak belirlenmiştir. Analizlerde her bir MS/MS 

döngüsünde yoğunluğu en yüksek 3  iyon incelenmiş ve buna bağlı olarak MS/MS 

döngüsü  3,63 sn olarak gözlemlenmiştir. Peptitlerde yük aralığı ise +2 ile +5 
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arasında seçilmiştir. Bu parametreler doğrultusunda analiz edilen peptitler için ham 

MS/MS verileri elde edilmiştir (Tablo 3.9.) 

Tablo 3.9.  MS/MS parametreleri 

Parametre Değer 

Tarama aralığı 300-1400 m/z 

Parçalama enerjisi 45 V 

Maksimum iyon sayısı 3 

Döngü zamanı 3,63 sn 

Haberci iyon yoğunluğu alt sınırı 1500 birim 

 

3.2.3. UPLC/QTOF Verilerinin Maxquant Programında Analiz 

Edilmesi 

Sığır serum albüminin analizinde veri değerlendirme işlemleri Maxquant 

programı içerisinde yapılmıştır. Bu analizlerde Maxquant programına uygun 

parametreler girilerek nitel analiz yapılması sağlanmıştır.  Maxquant programı ile 

elde edilen ham MS/MS  değerleri veri bankalarında bulunan teorik değerler ile 

karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma işleminde deneysel sonuçların seçilen 

parametrelere göre veri tabanındaki sonuçlara ne kadar yakın olduğu 

gözlemlenmiştir.  

Maxquant programıyla analizlerinde belirlenen ilk parametre parçalayıcı 

enzim seçimi olmuştur. Parçalayıcı enzim olarak tripsin seçilmiştir. Modifikasyon 

parametreleri peptitler üzerinde sabit ve değişken olmak üzere iki başlık altında 

verilmiştir. Sabit modifikasyon olarak sistein üzerinde karboamidometilasyon, 

değişen modifikasyon olarak metionin üzerindeki oksidasyon ve proteinlerin –N 

birimleri üzerindeki asetilasyon seçilmiştir. Peptitlerin tanımlanması sırasında en 

küçük olası peptit uzunluğu 6, en uzun peptit uzunluğu ise 40 aminoasit olarak 

belirlenmiştir. Ayrıca sistem 4600 Daltondan daha ağır peptitleri elimine edecek 

şekilde programlanmıştır. Peptitlerin ve proteinleri nitel analizlerinde FDR değeri 

0.01 olarak seçilmiştir. Modifikasyonlara uğramış peptitler için skor 10 ve 
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üzerindekiler kabul edilmiştir. Sığır serum albümin için Bostaurus.FASTA veri 

bankası kullanılmıştır.  

MS ve MS/MS analizlerinde 20 ppm hata payı ile tarama yapılmıştır. 

Sonuçlar veri bankaları ile karşılaştırılmıştır. 

Ayrıca Maxquant programı ile birlikte sığır serum albümin örneklerine ait 

peptitlerin ve proteinin yoğunlukları hesaplanmıştır.  

3.2.4. Sistem Optimizasyonu ve Validasyon Çalışmaları 

Sığır serum albümin analizlerinde geliştirilen yöntemin geçerliliği çeşitli 

parametrelerle test edilmiştir. Yapılan çalışmalarda özgünlük, doğruluk, kesinlik ve 

doğrusallık parametreleri incelenmiştir (226). 

Özgünlük 

Tez çalışması kapsamında sistemin özgünlüğü ile ilgili olarak sığır serum 

albümin içermeyen analiz çözeltisi tripsin ve diğer bütün deneysel kimyasallar 

içerecek şekilde hazırlanan kör çözeltilerle analiz edilmiştir. Aynı deneysel 

koşullarda MS/MS verileri elde edilmeye çalışılmıştır. Analiz verileri maxquant 

programında değerlendirilmiştir. Böylelikle matriks ortamından peptit  analizini 

etkileyen herhangi bir girişim kaynağı olup olmadığı gözlemlenmiştir. Çalışmalar 6 

tekrarlı olacak şekilde yapılmıştır. 

Doğruluk 

Nitel analizlerin yapılmasında peptitlerin kütlelerinin doğru bir şekilde 

belirlenmesi gerekmektedir. Peptit kütleleri Maxquant programı içerisinde 

monoizotopik m/z değerlerinden faydalanarak belirlenmektedir. Belirlenen kütleler 

veri bankalarında bulunan gerçek değerleri ile Maxquant programı içerinde 

karşılaştırılmaktadır.  

Çalışmalar kapsamında farklı eşleşme skorlarına sahip 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK, LGEYGFQNALIVR peptitlerinin kütleleri 

analizlerde takip edilmiştir. 11 gün boyunca yapılan analizlerde deneysel olarak 

hesaplanan peptit kütleleri veri bankasında bulunan gerçek kütle değerleri ile 

karşılaştırılmış ve yüzde bağıl hata (% BH) değerleri hesaplanmıştır. Böylelikle 
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sistemin peptit kütlelerini ne kadar doğrulukta verdiği belirlenmiştir.  

Kesinlik 

Çalışmalarda kesinlik parametresi 10 μg sığır serum albümin ile 3 farklı 

açıdan incelenmiştir. 

Kesinlik analizlerinde ilk olarak 11 gün boyunca analizi yapılan 10 μg sığır 

serum albüminin peptitleri incelenmiştir. 11 günlük verilerden peptitlerin nitel 

analizlerinde değişimlerin olup olmadığı ve nitel analizin tekrarlanabilirliği kontrol 

edilmiştir. 

Bir başka kesinlik analizinde ise  GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK,  

LGEYGFQNALIVR peptitlerinin 11 gün boyunca değişen alıkonma zamanları, 

peptit yoğunlukları ve eşleşme skorları incelenmiştir. Yüzde bağıl standart sapma 

(%BSS) değerleri hesaplanmış ve sonuçlar incelenmiştir.  Böylelikle peptitlerin 

kromatogram içerisindeki yerleri, yoğunlukları ve nitel analizlerinde veri bankaları 

ile karşılaştırma sonuçlarının tekrarlanabilirliği incelenmiştir.  

Kesinlik testleri protein seviyesinde de yapılmıştır. Maxquant programında 

hesaplanan protein yoğunluğu sonuçları 11 gün boyunca takip edilmiştir. Yüzde 

BSS değerleri incelenerek sonuçların tekrarlanabilirliğine bakılmıştır. 

Elde edilen sonuçlar kaynaklarda belirtilen nano LC yöntemi sonuçları ile 

karşılaştırılmıştır. 

Doğrusallık 

 Bu çalışma kapsamında 0.5, 1, 5, 10 ve 20 μg sığır serum albümin enjekte 

edilmiş ve Maxquant programında hesaplanan peptit ve protein yoğunluklarının 

enjeksiyon miktarı ile değişimi incelenmiştir. Peptit düzeyinde yapılan çalışmalarda 

diğer parametrelerde de kullanılan GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK, 

LGEYGFQNALIVR kullanılarak doğrusallık parametresi için deneyler  

yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar kaynaklarda belirtilen sonuçlarla 

karşılaştırılmıştır. 
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3.3. CaCo2 Kolon Kanseri Hücrelerinin Proteomik Açıdan İncelenmesi  

3.3.1. CaCo2 Kolon Kanseri Hücre Kültürü Çalışmaları 

CaCo2 kolon kanseri hücrelerinin çoğaltılması ve hücre lizatların eldesi ve 

deneylerde kullanılmadan once -80 oC saklanması Hacettepe Üniversitesi, Eczacılık 

Fakültesi, Biyokimya Anabilim Dalı laboratuvarında Prof. Dr. Özden Tacal ve Yrd. 

Doç. Dr. Kevser Biberoğlu tarafından yapılmıştır.  

CaCo2 kolon kanseri hücreleri önce % 20 fötal sığır serumu, % 1 sodyum 

pirüvat, % 1 non-esansiyel amino asit, % 3 sodyum bikarbonat, % 1 Glutamin, % 1 

penisilin-streptomisin içeren MEM-Eagle besi yerinde 75 cm2’lik flasklarda 

çoğaltılmıştır.  Bu işlemde proteomik analizler için yeterli olacak hücre sayısına 

ulaşıncaya kadar devam edilmiştir.  

3.3.2. Numune Hazırlama 

Hücre kültürü çalışmaları sonrası CaCo2 kolon kanseri hücre hatları DPBS 

(138 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, pH : 7.4, ) çözeltisi ile yıkanarak 

homojenizasyon tamponunda (10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 120 mM NaCl, 

pH:7.4) çözülmüş ve homejenize edilmiştir. Homojenat santrifüj edilmiş(14.000 g x 

14 dk, 4 °C’ de)  ve santrifüj işlemi sonrasında oluşan çökelti (nükleer fraksiyon ve 

mitokondriyal fraksiyon) atılmıştır. Kalan çözelti ultrasantrifüj cihazında tekrar 

santrifüj (100.000 g x 1 saat, 4 °C’ de) edilmiştir. Santrifugat (sitozolik fraksiyon) 

alınarak kullanılacağı zamana kadar -80 °C’ de 500 µL’ lik fraksiyonlar halinde 

saklanmıştır. Elde edilen hücre lizatı proteomik deneyler için saklanmıştır. Hücre 

lizatları deney öncesi oda sıcaklığında çözdürülerek hazır hale getirilmiştir. 

3.3.3. Protein Miktar Analizi 

Hücre lizatları içerisindeki proteinlerin miktar analizi Bio-Rad deterjan 

uyumlu ölçüm sistemi (Bio-Rad DCTM) ile yapılmıştır.  Bu sistemin temeli 

proteinlerin bakır ile kompleks oluşturması ve sonrasında Folin reaktifinin bu 

kompleks tarafından indirgenmesine dayanan kolorimetrik bir ölçüme dayalı  

yöntemdir. Bu sistem tüm çalışmalarda standart olarak kullanılan ticari kit ürünleri 

ile yapılmaktadır. 
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750 nm dalga boyunda Bio-Rad standart  sığır serum albümin ile 

kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. Regresyon denklemi ve tanımlayıcılık katsayısı 

hesaplanarak regresyon denkleminden proteinlerin miktar tayini yapılmıştır. 

3.3.4. Proteinlerin Metanol, Kloroform, Su Karışımı ile Çöktürülmesi 

Elde edilen hücre lizatlarında bulanan proteinlerin diğer bileşenlerden 

ayrılması için son derece güvenilir, hızlı ve tekrar edilebilir bir yöntem olan 

metanol, kloroform, su karışımı kullanılmıştır. 100 μL hücre lizatı üzerine 400 μL 

metanol eklenerek 2 dk vortekslenmiştir. Bu karışımın üzerine 100 μL kloroform 

eklenerek yine 2 dk vortekslenmiştir. Son olarak sisteme 300 μL su eklenmiştir. 2 

dk’lık vorteks sonrasında 14000 g’de 5 dk’lık santrifüj yapılmıştır. Santrifüj 

sonrasında 3 fazlı bir sistem ortaya çıkmıştır. Ilk olarak üstteki sulu faz içerisinde 

polar metabolitler ayrılmıştır. Alttaki organik fazda ise lipidler bulunmaktadır. Bu 

iki fazın ortasında ise katı protein pelleti gözlemlenmiştir. Üstteki faz ortamdan 

uzaklaştırılarak 400 μL metanol eklenmiştir. İki dk’lık vorteks sonrasında 14000 

g’de 5 dk’lık santrifüj yapılmıştır ve proteinler tüpün dibine çökmüştür. 

Santrifügatın uzaklaştırılmasından sonra proteinler metanol ve kloroformun 

tamamen sistemden uzaklaşması için 15 dk boyunca oda sıcaklığında bırakılmıştır.  

3.3.5. Protein Karışımının Parçalanması 

Hücre lizatından elde edilen protein pelleti 100 mM amonyum bikarbonat 

(%20 metanol (h/h)) çözeltisi içerisinde 4 mg/mL olacak şekilde çözünmüştür. 

Çözünme işleminde örnekler yaklaşık 30 dk sonikatörde bırakılmıştır. Sonrasında 

proteinlerin indirgenmesi için 25 μL protein çözeltisi üzerine  200 mM, 5 μL DTT 

eklenmiştir. DTT ile inkübasyonu  56 oC’ de 15 dk boyunca devam etmiştir. Üç 

boyutlu yapısı bozulan proteinlerin alkillenmesi için 20 μL, 100 mM iyodoasetamid 

eklenmiştir. Karanlık ortamda, oda sıcaklığında 30 dk boyunca örnekler 

inkübasyona bırakılmıştır. Bu işlemler sonrasında tripsin enzimi 1:50 (a/a) oranında 

eklenerek CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait proteinlerin parçalanmaları 

sağlanmıştır. Bu işlem esnasında sıcaklık 37 oC’ ye ayarlanmıştır. İnkübasyon 

süresi 18 saat olarak belirlenmiştir. 18 saat sonra elde edilen peptit karışımı vakum 

santrifüjde bırakılarak amonyum bikarbonatın uçurulması sağlanmıştır. Vakum 
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santrifüj sonrası peptit karışımı 50 μL, %0.1 formik asit içeren (h/h) asetonitril 

içerisinde çözülmüştür. İşlem sonucunda protein konsantrastonu 4 mg/mL protein 

konsantrasyonu olacak şekilde çözelti elde edilmiştir.  Böylelikle elde edilen peptit 

karışımları UPLC/MS analizleri için hazır hale getirilmiştir. 

3.3.6. Peptitlerin UPLC/MS ile Analizi 

CaCo2 kolon kanseri hücreleri içerisinde bulunan peptitlerinin UPLC ile 

analizinde kullanılan kromatografik şartlar sığır serum albümin için belirtilen 

şartlarla hemen hemen aynıdır (Bölüm 3.2.2.).  CaCo2 kolon kanseri hücre hattı 

yüzlerce protein içermektedir. Bu proteinlerin tripsin ile parçalanması ile birlikte 

binlerce peptit oluşmuştur. Bu peptitlerin bazıları yüksek konsantrasyonda 

bulunuyorken bazı peptitler eser miktarda bulunmaktadır. Konsantrasyon farklılığı 

oldukça fazla olan bu binlerce peptidin UPLC ile ayrılması için daha uzun gradient 

süresine gereksinim duyulmuştur. Kaynaklarda belirtilen gradient süreleri 

gözönüne alınarak 150 dk’lık gradient sistemi kullanılmıştır (Tablo 3.10.). 

Böylelikle daha etkin ayırım yapılarak elektrosprey iyonlaşma kaynağında daha 

fazla peptidin iyonlaşması sağlanmıştır. 

Sığır serum albümin analizlerinde olduğu gibi,  hacim olarak % 0.1 formik 

asit içeren (h/h) asetonitril ve sudan oluşan hareketli faz kullanılmıştır. Gradient 

sistemi içerisinde kompleks peptit karışımı % 3-% 45 asetonitril aralığında 

ayrılmıştır. Sonrasında sistem yıkama ve yeniden başlangıç koşullarına dönmüştür. 

Tablo 3.10. CaCo2 Hücre proteinlerinin analizi için kullanılan gradient sistemi 

Zaman ( dk) Asetonitril (%) Su (%) 

0 3 97 

130 45 55 

135 85 15 

136 85 15 

138 3 97 

150 3 97 
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UPLC ile ayrılan peptitlerin daha sonra elektrosprey iyonlaşma kaynağında 

iyonlaşmaları sağlanmıştır. Peptitlerin iyonlaşması için Tablo 3.7. içerisinde 

kullanılan parametreler aynen kullanılmıştır.  

İyonlaşan peptitlerin MS ve MS/MS analizleri QTOF analizörü içerisinde 

yapılmıştır. QTOF analizlerinde MS ve MS/MS verileri elde etmek için kullanılan 

deneysel parametreler sığır serum albümin için kullanılan paremetrelerle aynıdır 

(Tablo 3.8., Tablo3.9.). Sığır serum albüminden farklı olarak sistemde 150 dk 

gradient kullanılmıştır (Tablo 3.10.). Bu nedenle MS/MS verileri 130 dk boyunca 

sistemden elde edilmiş, sonrasında sistem yıkama ve yeniden başlangıç koşullarına 

dönülmüştür. 

CaCo2 kolon kanseri hücresindeki proteinlerin analizleri için 20, 40 ve 80 μg 

miktarında enjekte edilmiştir. Her bir miktar için 3’er defa analiz yapılmıştır.  

3.3.7. Verilerin Maxquant Programında Değerlendirilmesi 

Elde edilen MS/MS deney sonuçları Maxquant programında veri bankası 

olarak uniprot HUMAN kullanılarak değerlendirilmiştir.  

Nitel analizde ilk olarak MS peptit kütleleri taranarak olası peptitler 

belirlenmiştir. Sonrasında ise belirlenen peptitlerin MS/MS verileri teorik 

sonuçlarla karşılaştırılmıştır. MS ve MS/MS verilerinin teorik sonuçlarla 

karşılaştırılmasında 20 ppm hata limiti belirlenmiştir.  

Sabit modifikasyon olarak sistein üzerinde karboamidometilasyon ve 

değişen modifikasyon olarak metionin üzerindeki oksidasyon ve proteinlerin –N 

birimleri üzerindeki asetilasyon seçilmiştir. Peptitlerin tanımlanması sırasında en 

küçük olası peptit uzunluğu 6, en uzun peptit uzunluğu ise 40 aminoasitten 

meydana gelecek şekilde düşünülmüştür. Ayrıca sistem 4600 Daltondan daha ağır 

peptitleri elimine edecek şekilde programlanmıştır. Peptitlerin nitel analizlerinde 

FDR değeri 0.01 olarak seçilmiştir. Proteinler için FDR değeri 0.01 olarak 

belirlenmiştir. Modifikasyonlara uğramış peptitler için skor 10 ve üzerindekiler 

kabul edilmiştir. Proteinlerin tanımlanması için bir proteinlerin en az 10 skor 

puanına sahip olması istenmiştir. 

20, 40 ve 80 μg protein analizlerinde her bir miktar için  üç enjeksiyon 

yapılmıştır. Maxquant programı ile analizlerde yapılan bütün enjeksiyonlardan elde 
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edilen sonuçlar  incelenmiştir. En az 2 enjeksiyonda gözlemlenen proteinlerin nitel 

analizi kabul edilmiştir. 

Nicel analiz çalışmalarında maxquant programı içerisinde işaretsiz nicel 

analiz algoritması (MLFQ algoritması) kullanılmıştır. Proteinlere ait peptitlerden 

yola çıkarak proteinlerin yoğunlukları hesaplanmıştır. Bir proteinin yoğunluğunun 

belirlenebilmesi için o proteine ait en az iki peptit yoğunluğunun sistem içerisinde 

olması gerektiği belirlenmiştir.  Elde edilen protein yoğunlukları  toplam protein 

yoğunluklarına göre normalize edilmiş böylelikle deneysel hataların payı en aza 

indirilmiştir.  

3.3.8. Maxquant Sonuçlarının Perseus İstatistik Programında 

Değerlendirilmesi 

Perseus ile analizlerde öncelikle kontaminasyon olabilecek proteinler ve 

tuzak veri bankası ile eşleşen yanlış proteinler verilerde elimine edilmiştir. Analiz 

edilen proteinlere ait yoğunluklar daha rahat işlem yapılabilmesi maksadıyla Log 2 

türüne çevrilmiştir.  

80 μg  protein miktarı için yapılan 3’er enjeksiyondan elde edilen veriler 

Maxquant programında değerlendirildikten sonra Perseus programı  ile analiz 

edilmiştir. Perseus programında 3 enjeksiyondan elde edilen protein yoğunlukları 

incelenmiştir.  

Sonuçların Hücre Biyoloji İçerisinde Değerlendirilmesi 

Geliştirilen UPLC/MS yöntemi ile analiz edilen proteinler  hücre içerisinde 

bulundukları yere, sınıfa ve moleküler özelliklerine göre gen ontoloji analizi ile 

incelenmiştir.  

Nitel analizi yapılan proteinlerin hücrenin hangi kısımlarından geldiği, 

hücre içerisindeki işlevlerinin ne olduğunu anlamak için  elde edilen proteinler gen 

ontoloji analizi ile incelenmiştir. Böylece Panther programı ile yapılan gen ontoloji 

analizleri ile Proteinleri hücre içerisinde hangi biyolojik süreçlerde bulundukları, 

hangi protein sınıfına ait oldukları, hücrenin hangi parçasında oldukları 

saptanmıştır. 
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Proteinlerin bağlı oldukları gen isimleri girilerek proteinlerin sistemde 

tanımlanması sağlanmıştır. Örnek için taksonomik birim homo sapiens seçilmiştir. 

3.4. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanın CaCo2 Kolon Kanseri 

Hücreleri Üzerindeki Etkisinin Proteomik Açıdan İncelenmesi 

3.4.1. Örnek Hazırlama 

CaCo2 kolon kanseri hücreleri daha önceki bölümlerde anlatıldığı gibi 

hücre kültürü içerisinde çoğaltılmıştır (Bölüm 3.3.1.).  Kolon kanseri hücrelerinin 

çoğaltılmasından sonar bitkisel temelli hemıstatik ajan ile muamele edilmesi işlemi 

Hacettepe üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Biyokimya Anabilim Dalı 

laboratuvarında Prof. Dr. Özden Tacal ve Yrd. Doç. Dr. Kevser Biberoğlu 

tarafından yapılmıştır. Hücreler daha sonra 2 gruba ayrılmıştır. Birinci gruba 8 

µL/mL’lık bitkisel temelli hemostatik ajan eklenmiştir. Hemostatik ajanın 

eklenmesinden sonra 48 saatlik bir inkübasyon süresi beklenmiştir. Bu gruba T 

grubu denilmiştir. Diğer  hücre grubana ise hemostatik ajan eklenmemiş ve  kontrol 

grubu olarak aynı koşullarda 48 saat bekletilmiştir. Bu gruba K grubu denilmiştir. 

Liziz prosedürleri, proteinlerin çöktürülmesi, proteinlerin miktarının 

belirlenmesi, proteinlerin peptitlerine parçalanması kısımları Bölüm 3.3. içerisinde 

belirtilen şekilde yapılmıştır. 

3.4.2. Proteinlerin UPLC/MS Yöntemi ile Analizi 

Proteinler Tablo 3.10’da kullanılan gradient sistemi ile UPLC yöntemi ile 

analiz edilmiştir. Analiz sırasında kullanılan MS ve MS/MS parametreleri daha 

önce belirlenen parametrelerle olacak şekilde ayarlanmıştır (Bölüm 3.2.2.). 

3.4.3. UPLC/MS verilerinin Maxquant Programı ile  Değerlendirilmesi 

Maxquant programı ile yapılan analizler Bölüm 3.3.7’de belirlenen şartlar 

altında yapılmıştır. 

3.4.3. Maxquant Programı ile Elde Edilen Sonuçların Perseus Programı 

ile Değerlendirilmesi 
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Maxquant programı ile elde edilen veriler Perseus programında 

incelenmiştir. Elde edilen protein yoğunlukları K ve T grupları arasında çift yönlü t 

testi yapılarak karşılaştırılmıştır.  Bu test sonucunda farklılığı istatistiksel olarak 

anlamlı olan proteinlerin değişim oranları bulunmuştur (p<0.05). 

Elde edilen protein analizleri iki türlü değerlendirilmiştir. İlk olarak bitkisel 

hemostatik ajan etkisi ile azalan proteinler, ikinci kısımda ise bitkisel hemostatik 

ajan  etkisi ile artan proteinler belirlenmiş ve değerlendirilmiştir. 

3.4.5. Verilerin Hücre Biyolojisi İçerisinde Değerlendirilmesi 

Elde edilen sonuçlar String programı ile değerlendirilmiştir. Bu program ile 

miktarı artan veya azalan proteinlerin aralarındaki ilişkiler incelenmiştir. Ayrıca 

bulunan sonuçlar kaynaklardaki sonuçlarla karşılaştırılarak bitkisel hemostatik 

ajanın hücre içerisinde hangi önemli yolak ve hedefleri etkilediği araştırılmıştır. 

Çalışmalarda taksonomik birim olarak homo sapiens belirlenmiştir. 
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4. BULGULAR 

Geliştirilen UPLC/MS yönteminden elde edilen verilerin incelenmesi ve bu 

verilerin protein düzeyinde değerlendirilebilir hale gelmesi Maxquant  

biyoinformatik sistemi kullanılarak gerçekleşmiştir.  

4.1. Sığır Serum Albüminin Nitel Analizi 

Sığır serum albümin proteini referans standart madde olarak ele alınmıştır. 

Tez kapsamında geliştirilen UPLC/MS yönteminin Maxquant programı ile uyumlu 

ve güvenilir sonuçlar verip vermediği araştırılmıştır.  

4.1.1. Gradient Süresinin Optimizasyonu 

Sığır serum albüminin UPLC ile analizinde iki farklı gradient sistemi 

kullanılmıştır.  Toplamda 70 (gradient 1) ve 45 (gradient 2) dk bu iki gradient 

(Bölüm 3.2.2. Tablo 3.5 ve Tablo 3.6)  sistemi nitel analiz sonuçları ile 

karşılaştırılmıştır. 

Şekil 4.1 ve 4.2’de gradient 1 ve gradient 2’den elde edilen sığır serum 

albümin kromatogramları gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.1. Sığır serum albüminin 70 dk’lık gradient kromatogramı 
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Şekil 4.2. Sığır serum albüminin 45 dk’lık gradient kromatogramı 

4.1.2. Proteinlerin Nitel Analizinde Enjeksiyon Miktarının 

Optimizasyonu 

Sığır serum albüminin analizinde  değişik miktarlarda proteinler (0,5, 1, 5, 

10 ve 20 μg) enjekte edilmiştir.  Her bir miktar için 3 tekrar yapılmış ve en az iki 

enjeksiyonda gözlemlenen peptitler incelenmiştir.  

Bu enjeksiyon miktarları için elde edilen kromatogramlar Şekil 4.3.’te her 

bir enjeksiyon miktarı için Maxquant programı ile yapılan analizlerde elde edilen 

peptit sayıları ve sığır serum albüminin yüzde olarak protein içerikleri Tablo 4.1.’de 

verilmiştir. 

Tablo 4.2.’de her bir enjeksiyonda nitel analizi yapılan peptitlerin amino asit 

dizileri verilmiştir.  

Artan enjeksiyon miktarı ile birlikte artan peptit sayıları ve nitel analizi 

yapılan sığır serum albümin yüzde olarak protein içerikleri Şekil 4.4.’de verilmiştir. 
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Şekil 4.3. a) 0,5, b) 1, c) 5, d) 10, e) 20 μg sığır serum albümine ait kromatogramlar 

Tablo 4.1. 0.5, 1, 5, 10, 20 μg sığır serum albümine ait peptit sayıları ve 

tanımlanabilen protein yüzdesi 

BSA miktarı (μg) Peptit sayıları Protein içeriği % 

0.5 14 28 

1 21 42 

5 26 48 

10 34 58 

20 38 63 

 
 

a"

b"

c"

d"

e"
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Tablo 4.2. 0,5, 1, 5, 10, 20 μg sığır serum albümine ait peptitler 

Peptit 
0.5 
μg 

1 μg 5 μg 
10 
μg 

20 
μg 

CCAADDKEACFAVEGPK         + 
CCTESLVNR     + + + 
DAFLGSFLYEYSR     + + + 
DAIPENLPPLTADFAEDKDVCK + + + + + 
DDPHACYSTVFDK + + + + + 
EACFAVEGPK     + + + 
ECCHGDLLECADDR       + + 
ECCHGDLLECADDRADLAK   + + + 
ETYGDMADCCEK + + + + + 
ETYGDMADCCEKQEPER     + + + 
EYEATLEECCAK +   + + 
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK  + + + + + 
HLVDEPQNLIK   + + + + 
HPYFYAPELLYYANK     + + + 
KVPQVSTPTLVEVSR + + + + + 
LFTFHADICTLPDTEK + + + + + 
LGEYGFQNALIVR + + + + + 
LKPDPNTLCDEFKADEK   + + + + 
LMIMMATRNIVR         + 
LVNELTEFAK     + + + 
MPCTEDYLSLILNR + + + + + 
NECFLSHKDDSPDLPK         + 
QTALVELLK       + + 
RHPEYAVSVLLR + + + + + 
RHPYFYAPELLYYANK + + + + + 
RPCFSALTPDETYVPK   + + + + 
SHCIAEVEK       + + 
SHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVC
K + + + + + 
SLHTLFGDELCK   + + + + 
TCVADESHAGCEK     + + + 
TVMENFVAFVDK + + + + + 
TVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPK       + + 
VHKECCHGDLLECADDR + +   + + 
VHKECCHGDLLECADDRADLAK       + + 
VLDQYIFELSR         + 
YICDNQDTISSK   + + + + 
YLYEIAR + +   + + 
YNGVFQECCQAEDK   + + + + 
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Şekil 4.4. Enjeksiyon miktarı ile birlikte nitel analizi yapılan peptit sayısının ve 

yüzde protein içeriğinin değişimi  

4.2. Maxquant ile Örnek Peptit Nitel Analizi 

Şekil 4.5.’de ayrıştırılmış iyon kromatografisi içerisinde pik görülmektedir. 

Görülen pikin alıkonma zamanı 36,8 dk olarak belirtilmiştir. Pikin izotop kümeleri 

Şekil 4.6.’da verilmiştir. Elde edilen monizotop pikinin MPCTEDTLSLINR 

peptidine ait teorik MS/MS verileri ile eşleşmesi Şekil 4.7.’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.5. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait ayrıştırılmış iyon kromatografisi 
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Şekil 4.6. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait izotop pikler 

 

 

Şekil 4.7. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait MS/MS verileri ve eşleşen fragment 

iyonları. 
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Ön tarama sonrası monoizotopik pike ait  MS/MS verisi olası peptide ait 

MS/MS verisi ile karşılaştırılması ile yapılan fragment iyon eşleşmesi ve Tablo 

4.3.’de eşleşme hata payları verilmiştir.  

Tablo 4.3. MPCTEDYLSLILNR peptidine ait fragment iyonları ve eşleşmede 

gözlemlenen kütle hataları. 

İyon Ölçüm hatası (ppm) 
y1 12.9547 
y2 14.2285 
y3 10.6168 
y4 7.45017 
y5 5.3912 
y6 5.6604 
y8 0.6500 
y9 -0.3534 
y11 -0.5625 
y12 3.4685 
y13 -7.8013 
y1-NH3 18.7195 
y2-NH3 15.0451 
y3-NH3 10.7929 
y4-NH3 0.5628 
y6-H2O 16.1725 
y8-NH3 -9.3102 
y11-H2O -3.1103 
y12-H2O 4.9824 
y13-H2O 4.9974 
a2 -11.4955 
b2 -5.6915 
b3 13.0506 
b4 -2.8241 
b4-H2O 0.4906 
b5 9.9068 
b5-H2O 11.8860 

 

Tez çalışmasında standart sığır serum albümin ve CaCo2 kolon kanseri 

hücrelerine ait peptitlerin nitel analizleri bu örnekteki gibi yapılmıştır. Nitel 

analizleri yapılan Peptitlerden yola çıkarak proteinlerin de nitel analizleri 

yapılmıştır. 
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4.3. Sığır Serum Albumin Analizlerinde Validasyon Çalışmaları 

Validasyon çalışmalarında bazı parametreler hem protein hem de peptit 

düzeyinde çalışılmıştır. Analizler ICH klavuzuna göre yapıldığı için özgünlük 

parametresi ile çalışmalara başlanılmıştır (226); daha sonraki çalışmalarda 

doğruluk, kesinlik ve doğrusallık parametreleri de çalışılmıştır. 

Özgünlük 

Özgünlük deneyleri için 10 μg sığır serum albümin olan ve sığır serum 

albümin proteini olmayan kör çözeltiler analiz edilmiştir. Bu örneklerin analizine 

ait kromatogramlar Şekil 4.8.’de verilmiştir. 

 

	
Şekil 4.8. a) İçerisinde Sığır serum albümin olmayan ortamda (kör çözelti ) elde 

edilen kromatogram, b) Sığır serum albüminli ortamda elde edilen 

kromatogram, 

Doğruluk 

Peptitlerin nitel analiz sonuçlarında Maxquant programı ile hesaplanan 

peptit kütlesi gerçek değerler ile karşılaştırılmıştır. 11 gün boyunca yapılan 
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ölçümlerden elde edilen peptit kütleleri very bankalarında bulunan  gerçek değerler 

ile karşılaştırılmış ve %BH değerleri hesaplanmıştır. 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK, LGEYGFQNALIVR peptitleri doğruluk 

analizlerinde kullanılmıştır. Bu peptitlere ait MS/MS verisi ve amino asit dizilimi 

Şekil 4.9. ve 4.10.’da verilmiştir. Tablo 4.4.’de  GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK 

peptidi ve Tablo 4.5.’de LGEYGFQNALIVR peptidi için 11 günde elde edilen 

sonuçlar verilmiştir.  

 

Şekil 4.9. GLVLIAPSQYLQQCPFDEHVK peptidine ait MS/MS spektrumu ile 

birlikte nitel analizde tespit edilen fragment iyonlar ve amino asit dizileri 
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Şekil 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 gerçek 

kütlelerin karşılaştırılması 

Deneysel peptit kütlesi (Da) 
Gerçek peptit kütlesi 

(Da) 
Yüzde bağıl hata 

2491, 2562 2491,2569 2,83x10-5 
2491,2587 2491,2569 -7,22x10-5 
2491,2560 2491,2569 3,61 x10-5 
2491,2572 2491,2569 -1,20 x10-5 
2491,2571 2491,2569 -8,02 x10-6 
2491,2543 2491,2569 1,04 x10-5 
2491,2577 2491,2569 -3,21 x10-5 
2491,2531 2491,2569 1,52 x10-5 
2491,2582 2491,2569 -5,21 x10-5 
2491,2567 2491,2569 8,02 x10-6 
2491,2578 2491,2569 -3,61 x10-5 
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Tablo 4.5. LGEYGFQNALIVR peptidine ait deneysel ve teorik değerlerin 

karşılaştırılması 

Deneysel peptit kütlesi 
(Da) 

Gerçek peptit kütlesi 
(Da) 

Yüzde bağıl 
Hata 

1478,7884 1478,7881 -1,62 x10-5 
1478,7888 1478,7881 -4,32 x10-5 
1478,7869 1478,7881 8,52 x10-5 
1478,7879 1478,7881 1,75 x10-5 
1478,7887 1478,7881 -3,65 x10-5 
1478,7883 1478,7881 -9,46 x10-6 
1478,7867 1478,7881 9,87 x10-5 
1478,7892 1478,7881 -7,03 x10-5 
1478,7884 1478,7881 -1,62 x10-5 
1478,7876 1478,7881 3,78 x10-5 
1478,7881 1478,7881 4,05 x10-6 

 

Peptitlerin m/z değerlerinin 11 gün boyunca değişimleri Şekil 4.11.’de 

verilmiştir.  

 

 

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

peptitlerine ait MS değerlerinin 11 gün boyunca değişimi 
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Kesinlik 

Sistemin kesinliği ile ilgili olarak üç farklı yöntem kullanıldığı deneysel 

kısımda belirtilmiştir (Bölüm 3.2.4). Yapılan analizlerle her gün yeni hazırlanan 10 

μg sığır serum albüminlerle birlikte 11 gün boyunca devam edilmiştir ve her gün 3 

enjeksiyon yapılmıştır (n=3). 

İlk kısımda sığır serum albümininin nitel analizinin verimini incelemek için 

11 gün boyunca elde edilen veriler Maxquant programında incelenmiştir. Elde dilen 

sonuçlarda 11 gün boyunca her gün Tablo 4.6. içerisinde  gösterilen  27 peptit nitel 

analizde saptanmıştır. CCTESLVNR, ECCHGDLLECADDR, 

DDPHACYSTVFDK,VPQVSTPTLVEVSR,TVMENFVAFVDKCCAADDKEAC

FAVEGPK,ETYGDMADCCEKQEPER,SHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAED

KDVCK peptitleri ise 11 günlük çalışmada 10 gün boyunca; EACFAVEGPK, 

KQTALVELLK, VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK, HPYFYAPELLYYANK, 

MPCTEDYLSLILNR peptitleri ise 9 gün boyunca gözlemlenmiştir. 

Tablo 4.6. 11gün süresince yapılan 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 çalışmalarında kullanılmıştır. Şekil 4.12.’de alıkonma 

zamanlarının günler arası değişimi verilmiş, %BSS değeri 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için % 0.19 ve LGEYGFQNALIVR 

peptidi için % 0.17 olarak hesaplanmıştır.  

 

 

Şekil 4.12. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve  LGEYGFQNALIVR 

peptitlerinalıkonma zamanlarının günler arası değişimi 
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Maxquant programı ile peptitlerin  yoğunlukları 11 gün boyunca 

hesaplanmıştır (Şekil 4.13). GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için %BSS 

değeri % 11,24, LGEYGFQNALIVR  peptidi için ise %BSS değeri % 14,58 olarak 

bulunmuştur. 

 

 

 

Şekil 4.13. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine 

ait yoğunluklarının  11 gün boyunca değişimi 

 

Çalışmalarda eşleşme skorları da kullanılmıştır. Bunun için MS/MS verileri 

elde edilen peptitlerin teorik sonuçlar ile ne kadar eşleştiği incelenmiştir. Burada 

yapılan ölçümlerde GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR 

peptitleri için skorlardaki gelen %BSS değerleri  ölçülmüş ve % 12.29 ile % 15.75 

değeri olarak hesaplanmıştır (Şekil 4.14.). 
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Şekil 4.14. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine  

ait eşeleşme skorlarının 11 gün boyuca gösterdiği değişimi 

 

Protein boyutunda da tekrarlanabilirlik analizleri yapılmıştır.  Sığır serum 

albümin ile yapılan çalışmalar Şekil 4.15‘te verilmiştir. Protein yoğunluğunun % 

BSS değeri %14.27 olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.15. Sığır serum albümin proteinine ait yoğunlukların 11 gün boyunca 

değişim grafiği 

Doğrusallık 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait 

yoğunluklar Maxquant programı ile hesaplandıktan sonra enjeksiyon miktarına 

göre grafiğe geçirilmiş ve doğrusallık denklemleri Şekil 4.16. ve Şekil 4.17.’de 

verilmiştir. Yapılan analizlerdeki GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için R2 

değeri 0.976 olarak gözlemlenirken LGEYGFQNALIVR peptidi için 0.992 olarak 

belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.16. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidine ait yoğunluğun enjeksiyon 

miktarı ile değişimi 
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Şekil 4.17. LGEYGFQNALIVR peptidine ait yoğunluğun enjeksiyon miktarı ile 

değişimi 

 

Peptitler için yapılan analizler protein boyutunda da sığır serum albümin ile  

yapılmıştır.  Maxquant programı ile hesaplanan protein yoğunluğu enjeksiyon 

miktarına göre grafiğe geçirilmiş ve  doğrusallık denklemi Şekil 4.18.’de 

verilmiştir. Protein için yapılan analizlerde R2 değeri 0.9749 olarak bulunmuştur.  

 

 

Şekil 4.18. Protein yoğunluğunun enjeksiyon miktarı ile değişimi 

4.4. CaCo2 Kolon Kanseri Hücrelerinin Proteomik Açıdan Nitel Analizi 

Protein miktar analizlerinde ilk olarak kit içerisinde bulunan sığır serum 

albümin ile kalibrasyon doğrusu çizilmiştir (Şekil 4.19). Elde edilen kalibrasyon 

doğrusu sonrasında hazırlanan CaCo2 kolon kanseri hücrelerinin konsantrasyonu 

1.106 mg mL-1 olarak hesaplanmıştır.  
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Şekil 4.19. Sığır serum albümin standart proteini ile kalibrasyon doğrusu 

4.4.1. CaCo2 Hücrelerinin LC/MS ve Maxquant Programı ile Analizleri 

Proteomik analizler için ilk önce analiz edilecek optimum protein miktarı 

20, 40 ve 80 μg enjeksiyon miktarı kullanılarak belirlenmeye çalışılmıştır. Şekil 

4.20.’de görüldüğü gibi  20, 40 ve 80 μg proteinleri enjekte edilmiştir  ve her bir 

enjeksiyon sonrası elde edilen MS/MS verilerinden faydalanarak proteinlerin nitel 

analizi yapılmıştır. Elde edilen MS ve MS/MS verileri Maxquant programında 

analiz edilmiştir. Analizler sonucunda 3 farklı enjeksiyondan 20 μg için Şekil 

4.21.’de gösterilen Venn şeması elde edilmiştir. Şekil 4.22. ve 4.23.’de ise 40 ve 80 

μg protein miktarları için elde edilen Venn şemaları gösterilmiştir. 
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Şekil 4.20. 20, 40 ve 80 μg  protein enjeksiyon miktarlarına göre elde edilen 

kromatogramlar 

 

 

Şekil 4.21. 20 μg  CaCo2 kolon kanseri hücresi içinde bulunan  ve 3 farklı 

enjeksiyonda elde  edilen protein sayıları 
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Şekil 4.22. 40 μg  CaCo2 kolon kanseri hücresi içinde bulunan  ve 3 farklı 

enjeksiyonda elde  edilen protein sayıları 

 

Şekil 4.23. 80 μg  CaCo2 kolon kanseri hücresi içinde bulunan  ve 3 farklı 

enjeksiyonda elde  edilen protein sayıları 

Maxquant programının kullanılması ile birlikte elde edilen peptitlerin nitel 

analizine örnek olarak bir kaç peptit seçilmiştir. Burada gösterilen eşleşmeler diğer 

peptit eşleşmelerinde de kullanılmıştır (Şekil 4.24- Şekil 4.25). 
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Şekil 4.24. SADTLWDIGKDLKDL peptidine ait MS/MS spektrumu ve eşleşme 

sonuçları 

 

Şekil 4.25. RHPEYAVSVLLR peptidine ait MS/MS spektrumu ve eşleşme 

ürünleri 
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Peptit yoğunlukları ile ilgili olarak Şekil 4.26.’de elde edilen sonuçlar 

gösterilmiştir. Tablo 4.7.’de enjeksiyonların karşılaştırılması sonucu R2 ve Pearson 

korelasyon katsayıları  (r) hesaplanarak verilmiştir.  

 
 

                       

Şekil 4.26. 80 μg  CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait peptitlerin yoğunluklarının 3 

farklı enjeksiyonda karşılaştırılması. A) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 2  

(E1-E3), B) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 3  (E3-E2), Enjeksiyon 2- 

Enjeksiyon 3  (E1-E2). (mavi  düşük yoğunluğu , kırmızılar yüksek 

yoğunluğu göstermkedir)  

 

Tablo 4.7. 80 μg  CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait peptitlerin yoğunluklarının 3 

farklı enjeksiyonda karşılaştırılması 

 E1-E2 E1-E3 E2-E3 

R2 0.9382           0.9390 0.9162 

Pearson Korelasyon 
katsayısı (r) 

0.9683 0.9691 0.9572 
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Protein düzeyinde ise yapılan analizlerde Maxquant programı içerisinde 

kullanılan işaretsiz nicel analiz algoritması ile hesaplanan  normalize edilmiş 

protein yoğunlukları yine  3 enjeksiyon için karşılaştırılmıştır. Şekil 4.27 ve  Tablo 

4.8’de 80 μg CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait proteinlerin yoğunluklarının 3 

farklı enjeksiyonda karşılaştırılmaları yapılarak R2 ve r değerleri hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.27. 80 μg  CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait proteinlerin yoğunluklarının 

3 farklı enjeksiyonda karşılaştırılması. A) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 2  

(E1-E2), B) Enjeksiyon 1- Enjeksiyon 3  (E1-E3), Enjeksiyon 2- 

Enjeksiyon 3  (E2-E3). mavi  düşük yoğunluğu , kırmızılar yüksek 

yoğunluğu göstermkedir) 

 

Tablo 4.8. 80 μg  CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait protein yoğunluklarının 3 

farklı enjeksiyonda karşılaştırılması 

 E1-E2 E1-E3 E2-E3 

R2 0.9934 0.9914 0.9878 

Pearson korelasyon 
katsayısı (r) 

0.9947 0.9929 0.9914 
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4.4.2. Proteinlerin Gen Ontoloji Analizleri 

80 μg için  elde edilen proteinlerin ait oldukları gen isimleri kullanılarak 

Panther programında gen ontoloji analizi yapılmıştır. İlk olarak protein sınıfları 

analiz edilmiştir. Şekil 4.28’de verilen analiz sonucunda nitel analizi yapılan 

proteinlerin bulundukları sınıflar gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.28. Nitel analizi yapılan proteinlerin bulundukları protein sınıfları 

Şekil 4.29’da proteinlerin gösterdikleri moleküler fonksiyonlara göre 

dağılımları verilmiştir.  

 

 

Şekil 4.29. Nitel analizi yapılan proteinlerin  gösterdikleri moleküler fonksiyonlar  

An oksidan ak vitesi                           % 0.5 
Bağlanma ak vitesi                              % 33.9 
Katali k ak vite                                    % 39.5 
Reseptör ak vitesi                               % 4.9 
Sinyal değiş rme ak vitesi                 % 0.9 
Translasyon düzenleyici ak vitesi     % 1.8 
Taşıma ak vitesi                                   % 5.1 
Yapısal molekül ak vitesi                   %13.9 
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Proteinlerin hücre içerisinde hangi biyolojik süreçte yer aldığına ilişkin 

dağılım Şekil 4.30.’ da gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 4.30. Nitel analizi yapılan proteinlerin bulundukları biyolojik süreçler 

 

Gen ontolojisi analizlerinde son olarak nitel analizinin yapılabilen 

proteinlerin hücre içerisinde bulunduğu yerlere göre dağılımı araştırılmıştır. 

Proteinlerin hücre içerisindeki dağılımı ve yüzdeleri  Şekil 4.31.’de  gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.31. Nitel analizi yapılan proteinlerin hücre içerisinde dağılımları 

  

Biyolojik adezyon                      % 1.9 
Biyolojik regülasyon                 % 4.5 
Biyogenesis                                % 10.9 
Hücresel süreçler                      % 29 
Gelişim süreçleri                       % 6.7 
Hücre büyümesi                        % 0.2 
İmmün sistem süreçleri           % 2.8 
Lokalizasyon                              % 9.1 
Lokomosyon                              % 0.2 
Metabolik süreçler                   % 23.3 
Çokhücreli organizma süreci  % 4.9 
Yeniden üre m süreci             % 1.7 
Uyarıcılara cevap süreci          % 5.0 
Ritmik süreçler                          % 0.2 
 
 

Bağlan  proteinleri                  % 2.1 
Hücre parçası                            % 42.3 
Hücre dışı matrik                      % 1.8 
Hücre dışı bölge                        % 3.8 
Makromoleküler kompleks    % 13.9 
Membran                                  % 7.7 
Organel                                      % 28.1 
Sinaps                                         % 2.1 
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4.5. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanın CaCo2 kolon kanser Hücre 

Hattı Üzerinde Etkisinin  Proteomik Yaklaşım ile İncelenmesi 

4.5.1. LC/MS, Maxquant, Perseus ve String Analizleri 

Bitkisel temelli hemostatik ajanın antikanserojen etkisi geliştirilen 

UPLC/MS tekniği ile incelenmiştir. K (kontrol grubu) ve T (hemostatik ajan 

eklenmiş grup) gruplarından elde edilen hücre lizatları Şekil 4.19.’da elde edilen 

kalibrasyon doğrusu kullanılarak protein konsantrasyonları K hücrelerinde elde 

edilen lizat içerisinde 1.106 mg mL-1 ve T hücrelerinden elde edilen lizat içerisinde 

0.856 mg mL-1 olarak bulunmuştur. Her bir grup için 3’er tekrarlı analizler 

yapılmıştır. K ve T grupları için elde edilen kromatogram Şekil 4.32.’de 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.32. K (alt)  ve T (üst) gruplarına ait LC/MS kromatogramları  

Elde edilen protein sayıları bakımından sonuçlar Şekil 4.33’de Venn şeması 

ile verilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde kontrol grubunda elde edilen protein sayısı 

724 iken T gruplarında 727 tane protein bulunmuştur.  
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Şekil 4.33. K ve T gruplarında nitel analizi yapılan protein sayısının Venn 

şemasında gösterimi  

 
Maxquant programı ile nitel analizi yapılan proteinlerin normalize edilmiş 

protein yoğunlukları hesaplanmıştır. Elde edilen proteinlerin  yoğunluklarını 

karşılaştırmak ve istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulmak için Perseus 

programı kullanılmıştır. Perseus programı içerisinde K ve T grupları arasında çift 

yönlü t-testi yapılmıştır (p<0.05). Tablo 4.9.’da hemostatik ajan ile miktarı azalan 

proteinler verilmiştir. 
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Tablo 4.9. Hemostatik ajan ile miktarı K grubuna göre azalan proteinler 

görülmektedir. 

Sayı Protein adı Gen adı Azalış 
miktarı  

1 Zinc finger protein 518B ZNF518B 163.58
2 Titin TTN 51.35
3 Collagen alpha-1(XII) chain COL12A1 46.81
4 R-spondin-2 RSPO2 39.39
5 High mobility group protein B1 HMGB1 29.91
6 Islet cell autoantigen 1 ICA1 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-

2-like 1 
GNB2L1 5.68

13 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 
regulatory subunit delta isoform 

PPP2R5D 5.65

14 Importin subunit alpha-1 KPNA2 4.02
15 Guanine nucleotide exchange factor for Rab-3A RAB3IL1 3.97
16 Coiled-coil domain-containing protein 93 CCDC93 3.44
17 Elongation factor 1-delta EEF1D 2.97
18 Coatomer subunit beta COPB1 2.68
19 Transgelin TAGLN 2.22
20 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK 2.16
21 Elongation factor 1-gamma EEF1G 2.09
22 Mis18-binding protein 1 MIS18BP1 1.83
23 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 EIF5A 1.72
24 Staphylococcal nuclease domain-containing 

protein 1 
SND1 1.67

25 Elongation factor 1-alpha 1 EEF1A1 1.60
26 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 

M 
EIF3M 1.54

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 CSE1L 1.35
35 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet 

type 
PFKP 1.34



90 
	

	

Tablo 4.9. (devamı) Hemostatik ajan ile miktarı K grubuna göre azalan proteinler 

görülmektedir. 

 

Şekil 4.34’de proteinlerin birbirleri ile olan ilişkileri string programı ile 

gösterilmiştir.  

 

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 PGAM1 1.30
40 Importin-5 IPO5 1.29
41 Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 1.29
42 Profilin-1 PFN1 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 MYL12B 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 CCT5 1.12
56 Vinculin VCL 1.11
57 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8 1.08
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Şekil 4.34. Hemostatik etkisi ile miktarı azalan proteinlerin birbirleri ile ilişkileri 

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

proteinler verilmiştir.  
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Tablo 4.10. Hemostatik ajan ile miktarı K grubuna göre artan proteinler 

No protein Adı Gen Adı  Artış 
miktarı  

1 Glutathione S-transferase A1 GSTA1 65.95
2 Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH2 17.86
3 Aldo-keto reductase family 1 member C3 AKR1C3 6.80
4 Prosaposin PSAP 5.58
5 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRNPF 5.36
6 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1 4.14
7 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 4.09
8 78 kDa glucose-regulated protein HSPA5 3.74
9 Endoplasmin HSP90B1 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 

member 4B 
PLEKHG4B 2.48

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 ALDH1A1 1.96
20 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH 1.95
21 Netrin-5 NTN5 1.94
22 Glycine--tRNA ligase GARS 1.91
23 Xaa-Pro dipeptidase PEPD 1.83
24 Annexin A5 ANXA5 1.81
25 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 HINT1 1.79
26 Alpha-actinin-1 ACTN1 1.75
27 Transketolase TKT 1.74
28 Protein deglycase DJ-1 PARK7 1.71
29 Clathrin heavy chain 1 CLTC 1.68
30 Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 

[isomerizing] 1 
GFPT1 1.65

31 Heat shock 70 kDa protein 1B; HSPA1B 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
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Tablo 4.10.(devamı) Hemostatik ajan ile K grubuna göre miktarı artan proteinler 

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 TPD52L2 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-

terminally processed 
YWHAB 1.52

45 Transaldolase TALDO1 1.49
46 Filamin-A FLNA 1.48
47 Plastin-3 PLS3 1.45
 Reticulon-4 RTN4 1.44
48 Copine-1 CPNE1 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 

member B 
ANP32B 1.34

57 Nucleosome assembly protein 1-like 4 NAP1L4 1.31
58 Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAP1L1 1.31
59 Triosephosphate isomerase TPI1 1.31
60 ADP-ribosylation factor 4 ARF4 1.30
61 Malate dehydrogenase, cytoplasmic MDH1 1.29
62 Protein SET;Protein SETSIP SET 1.29
63 Glutathione S-transferase P GSTP1 1.29
64 Alpha-enolase ENO1 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 40S 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 (devamı). Hemostatik ajan ile K grubuna göre miktarı artan proteinler 

 

Hemostatik ajan ile artan proteinlerin birbirleri ile olan ilişkileri string 

programı ile analiz edilmiştir (Şekil 4.35). 

 

 

Şekil 4.35. Hemostatik ajan ile miktarı artan proteinlerin  birbirleri ile olan ilişkileri 

78 Annexin A3 ANXA3 1.18
79 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 IQGAP1 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 TLN1 1.08
89 6-phosphogluconate dehydrogenase, 

decarboxylating 
PGD 1.07

90 Actin, cytoplasmic 2 ACTG1 1.06
91 Tubulin beta-4B chain TUBB4B 1.06
92 Multifunctional protein ADE2 PAICS 1.06
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Elde edilen sonuçlar neticesinde artan ve azalan proteinler kaynaklar ile 

karşılaştırılmıştır. Proteomik verilerin daha güvenilir bir şekilde yorumlanmasını 

sağlamak amacıyla değişim miktarı 1.5’in altında olan proteinler elimine edilmiştir. 

Değişim miktarı 1.5 ve üzeri olan proteinler ise kaynaklarda ve yolak analiz 

programlarında incelenerek  kanser üzerinde önemli proteinler belirlenmeye 

çalışılmıştır 

Kolon kanseri ile ilgili olabilecek miktarı azalan  proteinler 

Zinc Finger 518 B (ZNF518B) 

Zinc finger proteinleri genel olarak kanser oluşumunda ve gelişiminde etkin 

transkripsiyon faktörleridir (236). Yapılan çalışmalarda bu proteinlerin inhibe 

edilmesi ile birlikte kanser üzerinde hücre proliferasyon süreci gözlemlenmiştir 

(237). Zinc finger proteinlerinin  çeşitli kanser türlerinde farklı etkileri 

gözlemlenmiştir. Farklı kanser türlerinde farklı özellikler sergiledikleri 

gözlemlenmiştir. Yapılan çalışmalarda zinc finger proteinlerinin kanser tedavisinde 

olası hedefler olabileceği belirtilmiştir (238). Bitksel temelli hemostatik ajanın 

etkisi ile ZNF 518 B proteini yaklaşık 163 kat azalmıştır. Bitkisel temelli 

hemostatik ajanın bu proteini inhibe ettiği gözlemlenmiştir. 

R spondin-2 (RSPO2) 

R-spondin sinyal transdüksiyonu içerisinde çeşitli yolaklarda görev 

yapmaktadır. Bu proteinin kanser hücreleri üzerindeki etkisi hala tartışmalıdır. 

Pankreas kanseri hücreleri ile yapılan çalışmalarda R-spondin 2 proteinin 

miktarının kanser ile birlikte arttığı saptanmıştır (239). Kolon kanseri ile yapılan 

bazı çalışmalarda bu proteinin Wnt yolağının ve buna bağlı olarak tümör 

gelişiminin oluşumunda rol aldığı saptanmıştır (240). Yapılan bir başka çalışmada 

ise bu proteinin tümör baskılayıcı özelliğinin olduğu saptanmıştır (241). Bizim 

yaptığımız çalışmada 48 saatlik inkübasyon süreci içerisinde miktarı en çok azalan 

proteinlerin başında bu protein gelmektedir. Tez çalışması kapsamında hemostatik 

ajan ile K gruplarına göre T gruplarında bu proteinin miktarı yaklaşık 40 kat 

azalmıştır.  
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Yüksek Hareketli Grup Proteini B1 (HMGB1) 

HMGB1 proteini kaynaklarda çelişkili olmakla birlikte hücrenin ölümü ve 

yaşamasında son derece etkili bir proteindir. HMGB1 çok fazla yolak içerisinde 

görev yapmaktadır. Kolon kanseri ile yapılan çalışmalar HMGB1 in kolon kanseri 

gelişiminde etkin rol oynadığını ve kanser tedavisinde olası bir hedef olabileceği 

saptanmıştır (242, 243). Yapılan çalışmalarda HMGB1’in kolon kanserinde 

biyobelirteç olarak kullanılabileceğini göstermektedir(244). Yapılan çalışmalarda 

HMGB1 in miktarının artması ile birlikte hücrelerin antikanser ilaçlara direncinin 

arttığı saptanmıştır (245). HMGB1 in susturulması ile birlikte bu direncin azaldığı 

gözlemlenmiştir. Yapılan bazı çalışmalarda ise HMGB1 in otofajiyi tetiklediği ve 

apoptozu inhibe ettiği saptanmıştır. Çalışmalarda HMGB1 ile p53 tümör baskılayıcı 

proteinin birbirlerine zıt hareket ettiği gözlemlenmiştir (246). Bizim çalışmamızda 

bitkisel karışımın T gruplarında HMGB1 miktarını azalttığı başka bir deyişle inhibe 

ettiği saptanmıştır. Tez çalışmasında hemostatik ajan ile birlikte yaklaşık olarak 30 

katlık bir azalış meydana gelmiştir. 

Uzama Faktörleri ( EEF1A1, EEF1B1, EEF1G, EEF1D) 

Uzama faktörleri hücre döngüsü içerisinde protein sentezinde görev yapan 

bir dizi proteinin genel adıdır. Uzama faktörleri genel olarak kanser oluşumu ile 

birlikte artmaktadırlar. Yapılan çalışmalarda EEF1A1, EEF1B2, EEF1D ve 

EEF1G’nin ifadelerinde değişiklikler olduğu saptanmıştır. 

Kaynaklar EEF1A1’in kolon, pankreas, akciğer, prostat ve meme kanseri 

tümörlerinde yüksek seviyede bulunduğunu göstermektedir. Yapılan çalışmalarda 

EEF1A1 in kanser hücrelerinde apoptoza karşı etki gösterdiğini ve hücrelerin 

kemoterapiye karşı direnç kazanmasında etkin rol oynadığını göstermektedir. 

Yapılan çalışmalarda EEF1A1 in inhibisyonu ile kanser hücrelerin apoptoz sürecine 

girdiği saptanmıştır. Ayrıca yapılan çalışmalarda EEF1A1 in inhibe edilmesiyle 

birlikte kemoterapiye karşı kazanılan direncin kırıldığı gözlemlenmiştir (247). Tez 

çalışmasında EEF1A1 in hemostatik ajan ile birlikte T gruplarında 1.6 kat azaldığı 

saptanmıştır.  

 EEF1D proteinlerin sentezi sırasında  aminoaçil TRNA’ ların  ribozoma 

enzimatik salımlarıyla ilgilenmektedir. Sküamöz hücreli kanser ile yapılan 
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çalışmada kanser hücrelerinde yüksek seviyede EEF1D miktarı bulunmuştur. 

Genetik susturma ile yapılan analizlerde hücrelerin yayılmadığı ve çoğalmayı 

durdurucu bir etkinin gözlemlendiği belirtilmiştir (248). Kolon kanseri üzerine 

yapılan çalışmalarda ise bu proteinin miktarının arttığı tespit edilmiştir (249). Tez 

çalışmasında hemostatik ajan ile birlikte proteinin miktarı 3 kat azalmaktadır. 

EEF1G proteini aynen uzama faktörü 1 deltaya benzer bir şekilde 

proteinlerin sentezinde aminoasil tRNA yı ribozomlara taşımaktadır. Yapılan 

araştırmalarda kolon, mide, göğüs ve pankreas kanserlerinde yüksek seviyede 

uzama EEF1G  gözlemlenmiştir (250). Çalışmalarda artan protein miktarıyla 

birlikte metastaz ve ileri seviye kanser oluşumu artmaktadır (251). Tez 

çalışmasında hemostatik ajan ile uzama faktörü 1 gamma proteinin miktarının 2.1 

kat azaldığı tespit edilmiştir.  

EEF1B2 proteini ile ilgili olarak kanser içerisinde nasıl bir rolü olduğu hala 

belirli değildir. Ancak kaynaklarda kanser hücrelerinde fazla miktarda bulunduğu 

saptanmıştır. Akciğer kanseri ile yapılan çalışmalarda metilselenik asit ile apoptoza 

uğrayan kanser hücrelerinde bu proteinin inhibe olduğu saptanmıştır (252). Tez 

çalışmasında bu protein hemostatik ajan ile etkisi ile birlikte 12 katlık bir azalış 

olmuştur. 

Prostaglandin E ( p23) 

Prostaglandin E synthase 3 bilinen ismiyle p23, HSP90 şaperonuna bağlı 

yolaklarda yardımcı şaperondur. HSP 90 kamperonu diğer proteinlerin düzgün bir 

şekilde yapısal özelliklerini kazanmasını ve aktif hale gelmelerini sağlamaktadır. 

P23 görev olarak ATPaz’ı inhibe ederek HSP 90 nın diğer proteinlerle stabil bir 

bağlantı kurmasını sağlamaktadır. Ayrıca HSP90 proteinleri stres koşullarında 

stabil hale getirmekle görevlidir. Yapılan çalışmalar içerisinde p23 ün kanser 

oluşumunda ve gelişiminde önemli noktalardan biri olduğu görülmüştür.  P23 

miktarının normal hücrelere göre kanser hücrelerinde çok daha yüksek seviyelerde 

olduğu saptanmıştır. Prostat kanserinde p23 ün androjen reseptör aktivitesinin   

bileşenlerinden biri olarak kanserin gelişiminde rol aldığı saptanmıştır. Bu 

etkinliğinin ise HSP90 ile bağlantılı ve bağlantısız bir şekilde ortaya çıktığı 

gözlemlenmiştir (253). Yapılan çalışmalar p23 ‘ün meme kanserinde metastaz 
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döneminde ve antikanser ilaçlara karşı direnç oluşumunda etkili olduğunu 

göstermektedir (254). Yapılan çalışmalarda yeni geliştirilen gedunin adlı ürünün  

p23’e bağlandığı ve aktivitesini inhibe ederek kanser hücrelerini apoptoza 

götürdüğü belirlenmiştir. Gedunin kolon kanserine karşıda kullanılan oldukça etkili 

bir inhbitördür.  Ayrıca yine yapılan çalışmalarda  p23 ün susturulması ile aynı 

sonuçların gerçekleştiği gözlemlenmiştir (255). Tez çalışmalarında hemostatik ajan 

ile bu proteinin miktarının yaklaşık 9.8 kat azaldığı saptanmıştır. 

Ubiquitin E3 ligaz  ( RNF169) 

RNF 169 proteini DNA nın onarılmasında RNF8/RNF168 yolaklarında 

düzenleyici olarak  rol almaktadır. Normal koşullarda  miktarı düşük olan protein 

gelebilecek stres koşulları ile birlikte miktarı artarak DNA nın zarar görmesini 

engellemektedir. RNF169 hakkında yapılan çalışmalar oldukça enteresandır. 

Proteinin ana görevi DNA hasarını onarmak ile birlikte bir süre sonunda bu onarım 

mekanizması içerisinde bazı bileşenleri inhibe etmektedir (256). Protein hakkında 

çalışmalar devam etmektedir. Tez çalışmasında hemostatik ajan ile bu protein  8.1 

kat azalmıştır. 

Karyoferin alfa 2 (KPNA2) 

KPNA2 bir çok kanser türünde  ilerleyen kanser ile birlikte miktarı artan ve 

bir çok kanser türü için biyobelirteç görevi yürütmektedir (257). Kolon kanseri ile 

yapılan çalışmalarda KNPA2 miktarının kolon kanseri hücrelerinde ve dokularında 

normal hücre ve dokulara göre arttığını göstermiştir. Ayrıca artan KNPA2 ile 

birlikte klinik çalışmalarda patolojik parametrelerle korelasyon içerisinde olduğu 

gözlemlenmiştir. Yapılan çalışmalar KNPA2 nin inhibisyonu sonrası kanser 

hücrelerinde büyümenin durduğu gözlemlenmiştir (258).  Tez çalışmasında 

hemostatik ajan ile  KPNA2 proteini yaklaşık olarak 4 kat azalmıştır. 

Coatomer Subunit beta (COBP1) 

COPB1 ile yapılan deneylerde kanser hücreleri üzerinde yaşayabilirlik ve 

otofogazom etkisinin olduğu gözlemlenmiştir. COPB1 in susturulması ile birlikte 

kanser hücrelerinin büyümesinin azaldığı gözlemlenmiştir(259). Yapılan bir başka 
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çalışma içerisinde ise COPB1 in susturulması ile birlikte kanser hücrelerinin 

antikanser ilaçlara duyarlılıklarının daha da arttığı saptanmıştır (260). Tez 

çalışmasında COPB1 miktarı hemostatik ajan ile T grubu hücrelerde yaklaşık 2.7 

kat azalmıştır.  

Heterojen Çekirdek Ribonükleikprotein K (HNRNPK) 

HNRNPK proteini çekirdeğin içinde ve sitoplozmada bulunmakta ve birden 

çok görevi yapmaktadır. Gen ekspreyonu, sinyalleme, alternatif RNA uçbirleştirme 

ve translasyon içerisinde düzenleyici görevlerde bulunmaktadır (261). Yapılan 

çalışmalar HNRNPK’ nın kanser hücrelerinde yüksek miktarda bulunduğunu 

göstermiştir. Bazı kanser türlerinde biyobelirteç olarak kullanılabileceği 

saptanmıştır (262) Akciğer kanser hücreleri ile yapılan çalışmalarda HNRNPK’ nın 

inhibe edilmesinin kanser hücrelerinde çoğalmayı durdurucu etkisi olduğu 

saptanmıştır (263). Kolon kanseri içerisinde de HNRNPK yüksek miktarlarda 

saptanmıştır (264). Tez çalışmasında hemostatik ajan etkisiyle bu proteinin 

miktarında  2.2 kat azalma tespit edilmiştir. 

Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 (EIF5A1) 

EIF5A1 hücre içerisinde protein sentezinde görev almakla birlikte mRNA 

bağlı farklı fonksiyonlara da sahiptir. EIF5A1 proteini aralarında kolon kanseri de 

olmak üzere  bazı kanser hücresinde yüksek miktarda bulunmaktadır (265-267). 

Yapılan çalışmalarda  bu proteinin kanser gelişiminde etkin rol aldığını 

göstermektedir (268, 269). Özellikle kolon kanseri ile yapılan çalışmalarda bu 

proteinin bir biyobelirteç olarak kullanılabileceği saptanmıştır. Tez çalışmasında 

hemostatik ajan ile bu proteinin miktarı 1.7 kat azalmıştır. 

Siklin Bağlı Kinaz 1 (CDK1) 

Bu proteinler içerisinde CDK1  hücre döngüsü içerisinde  düzenleyici olarak 

görev yapan serin/treonin kinaz olarak görev yapmaktadır.  Hücre döngüsünde 

mitotik evrede ve kontrol noktalarında işlev görmektedir.  Ayrıca DNA onarımı, 

kök hücre yenilenmesi ve epigenetik düzenleyici olarakta görev yapmaktadır. 

Kanser hücrelerinde bir çok CDK inhibitörü tedavi amaçlı olarak kullanılmaktadır. 
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Bunlar içerisinde  bütrolakton CDK1’ e karşı inhibitör etki göstermiştir kolon ve 

akciğer kanser hücreleri üzerinde yapılan çalışmada bu inhibitörün yüksek anti 

kanserojen etkiye sahip olduğu saptanmıştır. Kolon kanseri hücreleri ile yapılan bir 

başka çalışmada ise kanser ilaçları ile birlikte CDK1 inhibitörleri kullanılmış ve 

CDK1 inhibitörlerinin hücreleri kanser ilaçlarına daha duyarlı hale getirdiği 

saptanmıştır. Tez çalışmasında hemostatik ajan ile yaklaşık olarak 1.4 katlık bir 

azalış gözlemlenmektedir.  

Ubiquitin-conjugating enzim E2 N (UBE2N) 

Bu yolaklarda bulunan proteinlerden UBE2N proteini hücre döngüsü 

içerisine kontrol noktalarında görev almaktadır. Protein meme, kolon, prostat gibi 

bir çok kanser türünde yüksek miktarda bulunmaktadır. Proteinin en önemli özelliği 

p53 tümor bastırıcı proteinin transkripsiyonunda aktif rol almasıdır. Çeşitli kanser 

türleriyle yapılan çalışmalarda UBE2N inhibitörlerinin kanser hücrelerinde 

çoğalmayı durduğunu ve p53 yolaklı apoptozun meydana geldiğini göstermektedir 

(270-272). Tez kapsamında yapılan çalışmalarda hemostatik ajan ile UBE2N 

proteinin 1.5 oranında azaldığı tespit edilmiştir. 

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit M (EIF3M)  

Yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda hem kolon kanseri hücrelerinde hem 

de dokularda EIF3M ‘in miktarının kanser gelişimi ile birlikte arttığı saptanmıştır.  

HTC-116 hücreleri ile yapılan çalışmalarda EIF3M in tümör oluşumu ve 

gelişimiyle ilgili bazı genler üzerinde etkin olduğu saptanmıştır. Proteinin 

susturulmasının hücre proliferasyonu etki yaptığı ve ayrıca kanser hücrelerini 

apoptoza götürdüğü belirlenmiştir (273). Tez kapsamında yapılan çalışmalarda 

hemostatik ajan ile EIF3M’in 1.4 kat azaldığı tespit edilmiştir. 

Yağ Asidi Sentaz  (FASN) 

Yağ asidi Sentez hücre biyolojisinde uzun zincirli yağ asitleri oluşumundan 

ve lipogenesisten sorumlu olan biyo sentetik bir enzimdir. Normal hücrelerde düşük 

seviyede bulunmaktadır. Kanser hücreleri hızlı çoğaldıkları için 

metabolizmalarında FASN e ihtiyaçları bulunmaktadır bu nedenle FASN miktarı 
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kanser hücrelerinde oldukça yüksektir. Yapılan çalışmalarda FASN’ nin kanser 

gelişiminde çok özel bir etkiye sahip olduğunu göstermektedir (274-276). 

Kaynaklarda FASN’ nin kolon kanseri üzerinde çok etkili bir belirteç olduğunu 

gösteren çalışmalar yapılmıştır (277, 278). Kanser hücrelerinin  gelişiminde bu 

kadar önemli bir  protein kanser tedavisinde doğan bir hedef haline gelmiştir (279). 

Çeşitli inhibitör maddeler bu yolla kansere karşı kullanılmıştır (280-282). Tez 

kapsamında yapılan deneylerde hemostatik ajan ile birlikte FASN miktarında 1.5 

katlık  azalma saptanmıştır. 

Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 (SND1) 

SND1 bir çok kanser türünde tümör oluşumunun desteklemektedir (283, 

284). Yapılan çalışmalar kolon kanseri hücrelerinde bu proteinin yüksek miktarda 

bulunduğunu göstermiştir (285). SND1 ile yapılan çalışmalarda özellikle kanserin 

erken safhalarında etkili olduğu ve tümör gelişimini sağlayan bir çok önemli 

proteinin translasyon sonrası  kontrolünü yaptığını göstermiştir (286).  Tez 

çalışmasında hemostatik ajan ile  birlikte bu protein miktarında 1.7 kat azalma 

gözlemlenmiştir. 

Kolon kanseri ile ilgili olabilecek miktarı artan  proteinler 

Hemostatik ajan ile birlikte azalan proteinlerden sonra bu etki ile artan 

proteinler de incelenmiştir. Tablo 4.10’da hemostatik ajan ile birlikte miktarı artan 

proteinler değişim miktarları ile birlikte verilmiştir. 

Artış olan proteinlerin birbirleri ile ne kadar bağlantılı olduğunu görmek 

için proteinler string yolak analiz programı ile incelenmiştir ve Şekil 4.33’ de 

görüldüğü gibi hangi proteinlerin arasında ilişki olduğu gösterilmiştir.  Proteinler 

içerisinde sadece 7 tanesinin  diğer poteinlerle bağlantılı olmadığı saptanmıştır. Bu 

sonuç azalan proteinlere gore daha iyidir. 

Glutatyon S-Transferaz (GSTA1) 

Bu protein genellikle hücre içerisindeki detoks faaliyetlerinde görev 

almaktadır. Hücre içerisindeki tedavi amaçlı ilaçların, dışardan gelebilecek toksik 

maddelerin ve içeride oluşan stres ürünlerinin temizlenmesinde görev yapmaktadır 
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(287). GSTA1 ile yapılan çalışmalarda kanser oluşumunda  ve gelişiminde etkin 

olabileceği saptanmıştır (288). Kanser hücrelerine dışardan gelebilecek stres 

unsurlarına ve kemoterapik ajanlara karşı koruyucu ve direnç arttırıcı fonksiyona 

sahip olduğu belirtilmiştir (289). CaCo2 hücrelerinde yapılan çalışmalarda GSTA1 

miktarının yüksek olduğu tespit edilmiştir. Caco 2 hücrelerinde oksidatif stres 

artmasıyla GSTA1 artmaktadır. Ancak bazı çalışmalarda GSTA1’ in  yüksek 

miktarda  olmasının apoptoza yol açtığını göstermiştir (290). Bir başka çalışmada 

ise GSTA1 in artmasıyla birlikte UV ışımasına bağlı olarak oluşan hidrojen 

peroksit kaynaklı apoptozu CaCo2 hücrelerinde engellediği gözlemlenmiştir (291). 

Tez çalışmasında hemostatik ajan ile  bu protein 65.9 kat artış göstermiştir. 

Maleat Dehidrogenaz 2  (MDH2) 

MDH2 hücre içerisinde trikarboksilik asit döngüsünde bulunan önemli bir 

enzimdir. MDH2  malat ve oksaloasetat in dönüşümünü sağlamakla görevlidir. Bu 

süreç içerisinde NAD/NADH koenzim sistemini kullanmaktadır (292). Kanser 

hücreleri içerisinde bu enzim genellikle yüksek miktarda bulunduğu saptanmıştır. 

Yapılan çalışmalarda çeşitli kanser türlerinde MDH2 nin kemoterapi ajanlarına 

karşı direnç kazanılmasında etkin olduğu saptanmıştır (293).  Tez çalışmasında 

hemostatik ajan ile  muamele edilen hücrelerde bu proteinin 17.9 kat arttığı tespit 

edilmiştir. 

Aldo keto reduktaz aile1 üye 3 ( AKR1C3) 

AKR1C3 proteinin hücre içerisindeki görevi aldehit ve ketonları NAD ve 

NADPH sistemini kullanarak alkollere çevirmek olarak belirlenmiştir. Bir çok 

kanser türünde bu protein yüksek miktarlarda bulunduğu saptanmıştır (294). 

AKR1C3 proteinin yapılan çalışmalarda kolon kanseri için biyobelirteç olarak 

kullanabileceği belirtilmiştir (295). Ayrıca yapılan çalışmalar bir çok kanser 

türünde bu proteinin ilaç direncini ve oluşan oksidatif stres direncini arttırdığını 

göstermiştir. Kaynaklarda genellikle bu proteinin ilaç direnci ile etkinliği göz önüne 

alınarak potansiyel kanser tedavisi için yeni bir hedef olarak görülmüştür (296-

298). Tez çalışmalarında hemostatik ajan ile  6.80 kat artış bu protein için 

gözlemlenmiştir. 
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Isı şok proteinleri 

Isı şok proteinleri hücre biyolojisi içerisinde önemli fonksiyonlara sahip 

protein grubudur. En önemli özellikleri hücrenin stres koşullarına direnç 

kazanmasını sağlamalarıdır. Hücre içerisinde bir çok fonksiyona sahip bu proteinler 

hücre yaşamının vazgeçilmezleri arasında bulunmaktadırlar. Isı şok proteinleri bir 

çok kanser türünde yüksek miktarlarda bulunmaktadırlar (299, 300). Isı şok 

proteinleri kanser hücreleri hakkında oldukça fazla bilgi sunmaktadırlar özellikle 

kemoterapiye karşı direnç kazanılması ve yaşam süreci tahminlerinde önemli bir 

belirteç olarak düşünülmüşlerdir (301, 302). HSP proteinlerinin miktarındaki 

değişim hücrelerin apoptoza karşı gösterebileceği direncin bir göstergesi kabul 

edilebilir(303). Yapılan çalışmalarda kanser hücrelerinin kemotörapatik  ilaçlara 

karşı direnç kazanmasında ve apoptozun inhibe edilmesinde bu ısı şok proteinleri 

son derece etkin olarak rol almaktadırlar (304). 

 Tez çalışmasında HSPE1  ve  HSPD1 proteinleri CaCo2 hücrelerinde 

hemostatik ajan ile  yaklaşık 4.1 kat artmıştır.   HSPA5 proteini 3.74 kat artarken, 

HSP90B1 3.40 kat artmıştır. HSP1B proteini ise yaklaşık olarak 1.7 kat artış 

göstermiştir.   

Protein Disülfid izomeraz proteinleri 

Protein disülfit izomeraz proteinleri hücreler içerisinde proteinlerin üç 

boyutlu yapısının kazanılmasında oluşan disülfit bağlarının oluşumundan görevli 

proteinler olarak tanımlanmıştır. PDI grubu proteinleri, yapısal olarak yanlış oluşan 

proteinlerin hücre içerisinde birikmesini engellemektedir (305).  Bu proteinler 

kanser hücrelerinde yüksek miktarda ekspresyona uğradığı saptanmıştır (306, 307). 

Yapılan çalışmalar PDI proteinlerinin kanser hücrelerinde uygulanan kemoterapiye 

karşı direnç kazanmada etkili olduğunu göstermiştir ve kanser tedavisinde önemli 

bir hedef olarak ele alınmıştır (308, 309). 

Protein disülfid izomeraz (P4HB) proteini translasyon sonrası 

modifikasyonlarda görev alan önemli bir enzimdir. Ayrıca hücre içerisinde 

antioksidayon ve detoks yolaklarında görev aldığı ve kanser hücrelerinde 

miktarının arttığı saptanmıştır (310). Yapılan çalışmalarda bu proteinin akciğer 

kanserinde yüksek miktarda bulunduğunu göstermiştir. Akciğer kanser hücrelerinde 
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kullanılan bazı tedavi yöntemlerinde hücre proliferasyonu etki gözlemlenirken 

P4HB miktarında düşüş tespit edilmiştir (311). Beyin tümörleri ile yapılan 

çalışmalarda bu proteininin susturulması ile birlikte kanser hücrelerinin kemoterapi 

ajanlarına daha duyarlı hale geldiği saptanmıştır (312). Tez çalışmasında 

hemostatik ajan ile  48 saatlik inkübasyon sonrasında protein seviyesinde 3.38 

katlık bir artış tespit edilmiştir. 

Protein disülfid izomeraz 6A (PDI6A) ile yapılan çalışmalarda bu proteinin 

kanser türlerinde yüksek miktarda bulunduğu saptanmıştır (306, 313-315).  Yapılan 

çalışmalarda  PDIA6 nın kanser tedavisinde kemoterapötik ajanlarına karşı direnç 

oluşumunda etkili olduğu ve hücrelerin apoptozlarını inhibe ettiği saptanmıştır 

(316, 317). Tez çalışmasında hemostatik ajan ile   48 saat süren inkübasyon 

sonrasında PDIA6 protein seviyesinde 2.07 kat artış gözlemlenmiştir. 

 Anterior gradient protein 2 homolog (AGR2) bir başka disülfit izomeraz 

proteinidir. AGR2 proteini bir çok kanser türünde yüksek miktarda bulunmaktadır 

(318-320). Kanser gelişimi ile son derece ilgili olan protein hücrenin canlılığı, 

çoğalması ve metastaz evrelerinde etkin rol almaktadır (321-324). Yapılan 

çalışmalarda AGR2’ nin kemoterapi ajanlarına karşı direnç kazanma sürecinde çok 

etkili olduğu saptanmıştır (325, 326). Tez çalışmasında bu proteinin hemostatik 

ajan ile  48 saat sonunda kontrol grubuna göre 2.06 kat arttığı saptanmıştır. 

Calretucilin (CALR) 

Calretucilin proteini endoplasmik retikulum içerisinde yer almaktadır. 

Hücre içerisinde çeşitli süreçlerde görev almaktadır. Özellikle CALR’ nin protein 

şaperonu  ve kalsiyum homeostaz sürecinde  denetleyici olarak görev yaptığı 

saptanmıştır (327). CALR üzerine yapılan yoğun çalışmalarda bu proteinin kanser 

hücrelerinde normal hücrelere göre oldukça fazla miktarda olduğu saptanmıştır 

(328). CALR ile yapılan analizlerde proteinin kanserin oluşum, gelişim, adezyonu 

ve metastazında etkin rol aldığı saptanmıştır.  CALR inhibisyonun kanser üzerinde 

apoptoz ve çoğalmayı durudurucu etki yaptığı saptanmıştır (329, 330). Tez 

çalışmasında hemostatik ajan ile  CALR’nin T grubu hücrelerinde 1.97 kat arttığı 

saptanmıştır.  
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Retinal denidrogenaz 1(ALDH1A1) 

ALDH proteinleri hücre içerisinde peroksit zararını engellemesi açısından 

önemli bir koruyucu görevi gördüğü saptanmıştır (331). Birçok kanser türünde bu 

proteinin miktarı oldukça yüksek miktarda bulunmaktadır (332). Proteinin özellikle 

ilaçlara karşı direnç kazanılmasında etkili olduğu saptanmıştır (333, 334). Bu 

proteine ait genin susturulması ile yapılan çalışmalarda kemoterapötik ajanlara 

karşı kanser hücresindeki direncin azaldığı bulunmuştur (335). Tez çalışmasında 

hemostatik ajan ile  T gruplarında  1.96 katlık bir artış gözlemlenmiştir.  

Anneksin A5 (ANXA5) 

ANXA 5 proteini bir çok kanser türünde biyobelirteç olarak 

kullanılmaktadır. Kanser gelişiminin bir çok kısmında çeşitli yolaklarla etkinlik 

gösterdiği belirlenmiştir ANXA5’in ilaçlara karşı gelişen hücre direncinde etkin 

olduğu saptanmıştır (336).  Kolon kanseri ile yapılan çalışmalarda ANXA 5 

miktarının tümörlerde çok yüksek olduğu gözlemlenmiştir (337). Tez çalışmasında 

hemostatik ajan ile  48 saat sonunda hücrelerde ANXA 5 miktarı kontrol grubuna 

oranla yaklaşık olarak 1.8 kat artmıştır.  

Histidine triad nucleotide-binding protein 1 (HINT1) 

HINT1 proteini ile yapılan çalışmalarda kolonkanseri hücreleri SW480 

üzerinde tümör baskılayıcı özelliğinin olduğu gözlemlenmiştir.  Kanser 

hücrelerinde oldukça az miktarda bulunan proteinin artması ile hücrelerde 

çoğalmayı durdurucu bir etki yapmıştır. HINT1 in bu baskılayıcı özellğininde JAK 

yolağına etki etmesinden kaynaklandığı saptanmıştır (338). Kanser baskılayıcı 

özellik sadece kolon kanserinde değil diğer kanser türlerinde de gösterilmiştir (339, 

340). Tez çalışmasında hemostatik ajan ile  HINT1 proteinin miktarının 1.79 kat 

arttığı gözlemlenmiştir.  

Transketolaz (TNK) 

Transketolase proteini bir çok kanser türünde oksidatif strese karşı hücreyi 

korumaktadır. Transketolaz oksidatif strese karşı etkinliği NADPH‘ı kullanmasıyla 



106 
	

	

meydana geldiği saptanmıştır. Böylelikle hücredeki antioksidan kapasite arttırılarak 

oluşan oksidatif strese karşı savunma gerçekleşmektedir (341). Transketolazın 

kanser oluşumunda etkin olduğu belirtilmiş ve transketolazın susturulmasının 

kanser hücreleri üzerinde çoğalmayı durdurucu etki yaptığı gözlemlenmiştir (342). 

Tez çalışmasında hemostatik ajan ile  bu proteinin miktarı T gruplarında 48 saat 

sonrasında 1.74 kat artmıştır. 
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5. TARTIŞMA 

Vücudumuz binlerce hücreden oluşmaktadır. Proteinler ise hücre içerisinde 

yaşamsal fonksiyonların devamı için  gerekli yapı taşlarıdır. 

Organizmaların fenotipinin belirlenmesinde proteinler önemli bir 

parametredir. Proteinler organizma içerisinde kromozomun belirli bir kısmını 

oluşturan gen adı verilen kısımlardan kodlanarak sentezlenmektedirler. Genler 

organizmanın yöneticileridir. Belirli bir zaman içerisinde genler tarafından 

kodlanan bütün proteinler proteom adı verilen yapıyı oluşturur. Proteom 

içerisindeki proteinler proteomik çalışmalar ile  incelenmektedir. 

Sağlıklı vücut hücreleri (kas ve sinir hücreleri hariç) yaşamsal 

fonksiyonların devamı için bölünebilme yeteneğine sahiptir. Bu yeteneklerini 

zamanla ölen hücrelerin yenilenmesi ve çeşitli yaralanmalara uğrayan dokuların 

onarılmasında kullanmaktadırlar. Hücrelerin sınırlı sayıda bölünme süreçleri vardır. 

Hiç bir hücre sağlıklı bir şekilde sonsuza kadar bölünmeye devam edemez 

(apoptoz). Ancak kanser hücreleri bölünme sürecinde kontrolü kaybederek 

kontrolsüz bir şekilde bölünmeye başlar. Kontrolsüz çoğalan kanser hücreleri 

birikerek tümörleri (kitleleri) oluştururlar. Kanser tümörleri normal dokulara çeşitli 

şekillerde zarar vermekte ve tahrip etmektedirler. 

 Kanser günümüz dünyasını sosyal ve ekonomik açıdan tehdit eden en 

tehlikeli   ölümcül hastalıklardan biridir. Farklı kanser türlerinin gelişimleri ve 

biyolojik süreçleri birbirinden farklıdır. Bu nedenle kanser hastalıklarının 

tedavisinde kanser türüne göre uygulanan tedaviler farklılıklar göstermektedir. 

Kolon kanseri ise dünya çapında en yaygın 3. kanser türüdür. Yaşam süresi 

boyunca her 50 kişiden birinde kolon kanserine rastlanmaktadır.  Kolon kanseri, 

özellikle teşhisi erken safhalarda oldukça güç olan sinsi bir hastalık olup, sindirim 

sisteminde ince bağırsaklardan sonra gelen yaklaşık 1,5-2 m uzunluğundaki kalın 

bağırsak  kısmında  rastlanmaktadır. Kolon kanserinin  teşhisinin konulabilmesi ve 

yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilebilmesi için omik teknolojiler son yıllarda 

kullanılarak klinik çalışmalara destek vermektedirler. Bu tekniklerden proteomik 

çalışmalar hastalığı protein seviyesinde inceleyerek erken teşhis ve etkin tedavi 

yöntemlerinin geliştirilmesine yardımcı olmaktadır. 

Bu tez çalışması kapsamında, proteomik açıdan;  CaCo2 kolon kanseri 
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hücreleri üzerinde, bitkisel temelli hemostatik ajan kullanılarak, hücre 

proliferasyonu etki mekanizması in vitro sonrası olarak UPLC/ MS  yöntemi ile 

incelenmiştir.  

Yapılan analizler doğrultusunda elde edilen sonuçları sıralayacak olursak; 

1) Proteomik analizleri için UPLC/MS yöntemi geliştirilmiş ve 

Maxquant programı  ile uyumlu bir şekilde analiz yapılmıştır. 

2)  Geliştirilen bu yöntem CaCo2 kolon kanseri hücreleri içerisinde 

bulunan tüm proteinlerin yani hücre proteomunun nitel analizinde kullanılmıştır.  

3) Geliştirilen bu yöntemle proteomik çalışmalar devam etmiş, CaCo2 

kolon kanseri hücrelerine  bitkisel temelli hemostatik ajan ilave edilmiş (T grubu) 

ve ilave edilmemiş (K grubu) CaCo2 kolon kanseri hücreleri üzerinde 

antikanserojen etkileri incelenmiştir.  

4)  Elde edilen bu proteomik sonuçlar ayrı ayrı değerlendirildikten 

sonra kaynaklarda ve reactome programı ile belirtilen bulgularla karşılaştırılarak 

antiproliferasyon (çoğalmayı durdurucu etki) mekanizması moleküler düzeyde 

açıklanmaya çalışılmıştır. 

5) Yapılan çalışmalarda bitkisel temelli hemostatik ajanın 

antikanserojen etkisine karşı hücrenin hangi savunma yolağının kullanıldığı ve bu 

ajana karşı nasıl direnç kazandığı saptanmıştır. 

6) Proteomik çalışmalarla CaCo2 kolon kanseri hücre hattı için gen 

ontoloji analizleri ile Panther programında protein profillemesi yapılmıştır. 

Böylelikle analizleri yapılan proteinlerin hücrede hangi biyolojik süreçte ve 

hücrenin hangi kısmında oldukları belirlenmiştir.  

7) Bu çalışmalarda elde edilen sonuçlar hem kaynaklarda belirtilen 

sınırlarla hem de kullanılan UPLC/MS yönteminden elde edilen verilerle 

karşılaştırılarak değerlendirilmeye çalışılmıştır. 

Proteomik çalışmalarda analiz edilecek örnek ve yapılacak çalışmanın 

türüne göre kullanılan, pek çok kimyasal, cihaz ve veri değerlendirme programı 

mevcuttur. Kullanılan bu farklı kimyasal ve cihazlarla değişik proteomik yöntemler 

geliştirilmiştir (Bölüm 2.7.2.). NMR bazlı yöntemler fonksiyonel proteomik 

çalışmalarda sıklıkla kullanılırken, tarama (array) bazlı sistemler proteinlerin yarı 

nicel analizlerinde kullanılmaktadır. Son yıllarda gelişen ayırma teknikleri ve 
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biyoinformatik teknolojilerle birlikte kütle spektroskopisi proteomik çalışmalarda 

en çok kullanılan sistem haline gelmiştir. Özellikle gelişen yüksek ayırıcılık, kütle 

doğruluğu, duyarlılık ve tarama hızı ile birlikte proteomik çalışmalar kütle 

spektroskopisi bazlı yöntemlerle güvenilir bir şekilde gerçekleştirilmektedir. 

Tez kapsamında yapılan proteomik çalışmalarda dedektör olarak kuadrupol 

uçuş zamanlı (QTOF) analizörün kullanıldığı ters faz  UPLC/MS yöntemi ile 

çalışılmıştır. 

MS bazlı proteomik çalışmalarda iki yaklaşım bulunmasına karşın aşağıdan 

yukarı yaklaşımlı LC/MS sistemleri geniş analiz aralığı sağlaması  nedeni ile 

oldukça sık kullanılmaktadır. Tez çalışmasında LC/MS ile aşağıdan yukarı 

yaklaşım  kullanılmıştır. Proteinler MS analizinden önce tripsin ile küçük peptitlere 

parçalanmıştır. Proteinlerin parçalanması ile oluşan peptit karışımları LC sistemi ile 

ayrıldıktan sonra MS ile analiz edilerek peptit profillemesi ve daha sonra da  buna 

bağlı olarak protein profillemesi yapılmıştır. Elde edilen MS ve MS/MS sonuçları  

Maxquant programı ile değerlendirilmiştir. 

Günümüzde nano boyutta LC yöntemi tüm dünyada proteomik çalışmalarda 

sıklıkla kullanılmaktadır. Ancak nano LC yöntemi düşük tekrarlanabilirlik ve 

cihazın doğasından kaynaklı olarak  ölü hacim ve  tıkanma riski gibi problemler 

içermektedir. Bu nedenle bu çalışma kapsamında nano LC yöntemine  alternatif 

olabilecek UPLC yöntemi  geliştirilmeye çalışılmıştır.  

Tez kapsamında yapılan çalışmalarda  proteinlerin LC/MS bazlı aşağıdan 

yukarı proteomik çalışmaları birbirini takip eden  örnek hazırlama, LC/MS  

yöntemi ile sığır serum albümin ve CaCo2 kolon kanseri hücrelerinin protein ve 

peptitlerin analizi ve LC/MS verilerinin biyoinformatik sistemlerle değerlendirmesi 

şeklinde yapılmıştır.  

CaCo2 kolon kanseri hücre hattı ile yapılan çalışmalarda, örnek hazırlama 

basamağı hücrelerin  mekanik liziz teknikleri  ile parçalanmasıyla başlamıştır. 

Parçalanan hücrelerin içerisinde bulunan proteinlerin diğer moleküllerden ve hücre 

ile yapılan deneylerde, dışardan gelen kimyasallardan  ayrılması işleminde tüm 

dünyada sıklıkla kullanılan metanol, kloroform ve su karışımı kullanılmıştır. 3 fazlı 

bu sistemin en büyük avantajı; polar metabolitlerin sulu faz içersinde,  lipidlerin de 

organik faz içerisinde etkin bir şekilde proteinlerden ayrılmasıdır. Organik ve sulu 
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fazın ortasında ise katı protein peleti oluşmaktadır ( Bölüm 3.3.4). 

Elde edilen protein peleti daha sonra amonyum bikarbonat çözeltisi ile 

çözünmüştür. Çözünme işlemi oldukça güç bir işlemdir. Çözünen proteinler, 

disülfid bağlarının koparılması ve tekrar oluşumunun engellenmesi amacıyla en sık 

kullanılan ajanlardan DTT ve iyodoasetamid seçilerek denatüre hale getirilmiştir. 

Örnek hazırlama işleminin son basamağı ise proteinlerin peptitlere parçalanması 

işlemidir. Denatüre hale gelerek 3 boyutlu yapısını kaybeden proteinlerin 

parçalanmasında proteaz enzimi olan  tripsin enzimi kullanılmıştır. Tripsin ile 

parçalanmasından sonra peptit karışımı elde edilmiştir (Bölüm 3.3.5). Çözelti 

içerisinde enzimlerle proteinleri parçalama işlemi için optimum şartların 

sağlanması gerekmektedir. Enzimin maksimum aktiflik gösterdiği sıcaklık ve pH 

değeri ve enzim/protein oranı optimize hale getirilmelidir. Yapılan çalışmalarda 

tripsin enziminin optimum verim verdiği sıcaklık 37 oC,  en aktif olduğu pH değeri  

8.5 ve enzim/protein oranı 1/50 ile 1/100 (a/a) olarak seçilmiştir. Ayrıca tripsin ile 

proteinin inkübasyon süresi 18 saat olarak uygulanmıştır. Parçalama işlemi 

sonrasında oluşan peptit karışımının tripsin enziminden zarar görmemesi için ortam 

şartları değiştirilerek tripsin inhibe edilmiştir.  Bunun için ortamın sıcaklığı 4 oC’ ye 

düşürülmüş  ve formik asit kullanılarak ortamın pH değeri 3.5 olarak 

değiştirilmiştir (Bölüm 3.3.5).  

Elde edilen peptit karışımı daha sonra UPLC yöntemi ile analiz edilebilecek 

şekilde hareketli faz ile seyreltilmiştir. Örnek hazırlama ile elde edilen peptit 

karışımının direkt MS yöntemi ile analizi, bazı  problemler içermektedir. Kompleks 

peptit karışımlarında miktarı düşük olan peptitler diğer peptitler tarafından 

baskılanacağı için MS yöntemi ile analizi oldukça zordur. Bunun için MS yöntemi 

ile uygulama öncesinde peptit karışımlarının daha basit hale getirilerek analiz 

edilmesi gerekmektedir. Bu amaçla günümüzde en sık kullanılan ayırma tekniği LC 

yöntemidir. LC yöntemi içersinde peptitler hareketli ve sabit faz ile farklı oranlarda 

etkileşerek ayrılmaktadırlar. 

Tablo 2.1’de LC yöntemi  ile ilgili olarak verilen bilgilerde proteomik 

çalışmalarda en sık kullanılan LC yönteminin son derece yüksek duyarlılığa sahip 

nano LC yöntemi olduğu görülmektedir. Nano LC yönteminde  genellikle 75 μm 
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çaplı kolonlar ve  buna uygun olarak hareketli faz akış hızı ortalama 300 nL/dk 

olarak kullanılmaktadır.  

Analizlerde UPLC kolonu olarak 1.8 μm çapa sahip parçacıkların 

bulunduğu apolar sabit faz  olan C18  (2.1 mm x 100 mm, 1.8 μm, 300 Å) kolon 

seçilmiştir. Çalışmada peptitlerin iyi bir şekilde ayrılması için gözenek boyutu 300 

Å olan bir kolon kullanılmıştır. 

Proteomik çalışmalarda hidrofilik etkileşim kromatografisi, iyon değiştirme 

kromatografisi gibi ayırım yöntemler kullanılmasına karşın dünya çapında sıklıkla 

kullanıldığı için çalışmalarda ters faz LC yöntemi kullanılmıştır. Bunun en önemli 

nedeni, bu sisteme uygun hareketli faz ve iyon çifti ajanlarının kütle spektrometresi 

ile uygun bir şekilde çalışmasıdır.  

Kaynaklarda en çok kullanılan asetonitril (% 0.1 formik asit (h/h)) ve su (% 

0.1 formik asit (h/h)) karışımı hareketli faz olarak seçilmiştir. UPLC’de 

tekrarlanabilir sonuçların elde edilmesi için analizlerden önce kolonun dengeye 

gelmesi gerekmektedir. Bunun için yaklaşık 50 kolon hacmi kadar hareketli faz 

sistemden geçirilmiştir. Hareketli faz akış hızı 0.2 mL/dk olarak belirlenmiştir.  

UPLC yöntemi ile ayrılan peptitler daha sonra analiz için kütle 

spektrometresine gelmektedir. Şekil 2.9.’da görüldüğü gibi kütle spektrometresi 

iyonlaşma kaynağı, kütle analizörü ve detektörden oluşmaktadır. Sistem vakum 

altında çalışmaktadır. Kütle spektrometresine gelen peptitler ilk olarak gaz halinde 

peptit iyonlarının elde edildiği iyonlaşma kaynağına gelmektedir. Proteomik 

çalışmalarda MALDİ ve ESI olmak üzere iki iyonlaşma kaynağı kullanılmasına 

rağmen LC/MS bazlı proteomik çalışmalarda ESI sistemi kullanılmaktadır. Bu 

nedenle tez çalışmasında ESI sistemi kullanılmıştır. ESI içerisinde gaz halinde 

iyonik peptit türlerini elde etmek için sıcaklık 350 oC ye çıkarılmıştır. Kapiler 

potansiyeli 4000 volt olarak belirlenmiştir. Düzgün bir sprey oluşumu için 

nebulizer basıncı 45 psig olarak ayarlanmıştır (Tablo 3.7). Analizlerde hareketli 

fazdan kaynaklanan her hangi baskılayıcı türlere rastlanmamıştır.   

Gaz haline getirilen peptit iyonlarının analizi kütle analizöründe 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmalar kapsamında kuadrupol uçuş zamanlı (QTOF) kütle 

analizörü kulanılmıştır. QTOF sisteminin çok hızlı tarama yapabilmesi yaşam 

süresi kısa olan türlerin analizlerinde büyük bir avantaj sağlamakta, ayrıca iyon 
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tuzaklı sistemlerde sıklıkla gözlemlenen boş yükler (space charge) TOF içerisinde 

gözlemlenmemesi sisteme bir başka avantaj katmaktadır. QTOF sisteminde gaz 

halindeki iyonik peptitler kuadrupol sistemine geçmektedir. Kuadrapol filtresinden 

geçen iyonlar, parçalanmanın yapıldığı ve MS/MS verilerinin elde edildiği 

parçalanma ünitesine gelmekte  iyonların ağırlıklarına göre  ayrılan pozitif yüklü 

iyonların bulunma miktarları ile orantılı olarak tespit edilerek  MS ve MS/MS 

verileri elde edilmiştir (Tablo 3.8 ve 3.9). 

Elde edilen bu MS ve MS/MS verileri biyoinformatik sistemlerde 

değerlendirilmiştir. LC/MS bazlı proteomik çalışmalarda yüzlerce proteinin nitel 

analizi aynı anda yapılmaktadır.  De novo ve peptit dizileme işlemleri sadece bir 

tek protein veya basit bir protein karışımları için uygulanabilmektedir. Bu yüzden 

bu kadar fazla proteinin nitel analizi biyoinformatik sistemlerde  de novo ve peptit 

dizileme çalışmaları ile yapılamamaktır. Tez kapsamında yüzlerce proteinin analizi 

için peptitlerden elde edilen MS ve MS/MS spektrumları veri tabanları ile 

karşılaştırılarak analizleri  yapılmıştır.  Veri tabanları ile karşılaştırma çalışmaları 

Bölüm 2.7.5’te verildiği gibi iki basamaktan meydana gelmiştir. İlk  olarak 

peptitlere ait olan m/z değerleri, teorik m/z değerleri ile karşılaştırılmış ve olası 

peptitler belirlenmiştir.  İlk kısımdan sonra m/z değeri deneysel olarak bulunan 

precursor iyon parçalanma ünitesi (CID) içinde parçalanmıştır. Böylelikle MS/MS 

verileri elde edilmiştir. Elde edilen MS/MS verileri, veri bankaları içerisinde 

bulunan teorik MS/MS sonuçları ile karşılaştırılmıştır.  Deneysel MS/MS sonuçları 

elde edilirken spektrumlarda peptidin parçalanması ile birlikte N-merkezli ve C-

merkezli iyonlar oluşmaktadır. Oluşan N merkezli iyonlar a, b ve c iyonları olarak 

gösterilmiştir. C-merkezli iyonlar ise x, y ve z iyonları olarak gösterilmiştir (Şekil 

2.14). Eşleştirme işleminde oluşan deneysel iyonlar teorik iyonlarla 

karşılaştırılmıştır. Bu eşleşmelerde amino asit dizileri belirlenmeye çalışılmıştır.  

Bu karşılaştırma ile birlikte eşleşme sağlandığı zaman peptidin nitel analizinin 

yapılabildiği kabul edilmiştir. Eşleşmenin derecesini belirlemek için eşleşme 

skorları kullanılmıştır.  Böylelikle peptitlerin ve buna bağlı olarak proteinlerin veri 

bankalarında bulunan peptit ve proteinlere olan yakınlığı gözlemlenmiştir. Tez 

kapsamında yapılan bu çalışmalarda proteinlerin nitel analizleri Andromeda ve 

Maxquant programları ile birlikte entegre bir şekilde kullanılmıştır. Andromeda 
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(Maxquant) programı  hem kolay bir arayüze sahiptir hem de başta Mascot 

programı olmak üzere diğer programlara karşı yapılan çalışmalarda daha yüksek 

verim sağlamaktadır. 

Maxquant ve Andromeda programı  ile yapılan analizlerde ilk olarak 

çalışılan örnek türüne uygun bir şekilde veri bankası seçilmelidir. Yapılan sığır 

serum albümin çalışmalarında dünyada çok sık kullanılan Uniprot veri bankası 

içerisinde BosTaurus.fasta taksonomik birimi kullanılırken, CaCo2 kolon kanseri 

hücreleri için HUMAN.Fasta taksonomik birimi kullanılmıştır. Bu veri bankası 

içerisinde  insan için validasyonu yapılmış  yaklaşık 20000 protein mevcut iken 

bilgisayar simülasyonları ile belirlenen yaklaşık 130000 türde mevcuttur. Sistem 

her ay kendini yenilemekte ve yeni proteinler eklemektedir. Veri bankalarının 

seçilmesinden sonra sıra bu bankalarda bulunan proteinlerin deneysel koşullarla 

aynı olacak şekilde sanal ortamda peptitlerine parçalanması işlemine geçilmiş ve  

tripsin enzimi seçilmiştir. Parçalayıcı enzim ve veri bankasının belirlenmesinden 

sonra proteinler üzerinde deneysel olarak meydana gelebilecek olası 

modifikasyonlar sanal ortamda belirlenmelidir. Böylelikle modifikasyonlardan 

dolayı meydana gelebilecek kütlesel farklılıklar sistemde tanımlı hale getirilmelidir.  

Deneysel çalışmalarda oluşabilecek en kısa ve en uzun amino asit dizileri 

sisteme girilerek araştırılacak peptitlerde bir filtre yaratılmıştır. 

Belirlenen deneysel parametrelerle birlikte teorik peptitler oluşturulmuştur. 

Oluşturulan teorik peptitler ile deneysel sonuçlar iki basamaklı bir eşleştirme 

işlemine sokulmuştur. Birinci basamakta deneysel olarak belirlenen peptitlere ait 

m/z değerleri teorik sonuçlarla karşılaştırılmıştır. Burada kullanılan kütle 

spektrometresinin türüne göre eşleşmede olası hata payları 20 ppm olarak 

belirlenmiştir. Burada eşleşen olası peptitlerin MS/MS verileri teorik sonuçlarla 

karşılaştırılmış ve ikinci basamakta eşleştirme işlemi yapılmıştır. Yapılan 

analizlerde güvenilirliği arttırmak için çeşitli yöntemler uygulanmıştır. Bunların 

başında tüm dünyada kullanılan FDR filtresi uygulanmıştır. MS/MS verileri hedef 

veri bankası ile analiz sonrasında Maxquant  programı tarafından yapılan tuzak veri 

bankası ile de karşılaştırılmıştır. Bu eşleşmede hedef/tuzak oranı hesaplanmıştır. Bu 

karşılaştırılma işlemlerinde FDR değeri  maksimum 0.01 olarak belirlenmiştir. Bu 

değerin altında bulunan proteinler nitel analiz çalışmalarında kullanılırken FDR 
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değeri 0.01’den büyük olanlar elimine edilmiştir. FDR filtresinden sonra skor 

filtresi uygulanmıştır. Nitel analizi yapılan proteinler için 10 ve altındakiler elimine 

edilmiştir. Son olarak sığır serum albüminde yapılan 3 enjeksiyondan en az 2 

tanesinde gözlemlenen peptitler nitel analiz için seçilmiştir. CaCo2 kolon kanseri 

hücreleri için aynı işlem protein seviyesinde uygulanmıştır. CaCo2 kolon kanseri 

hücrelerinde bir proteinin nitel analizinin yapılabilmesi için o proteine ait en az 2 

peptidin nitel analizinin yapılabilmesi şartı konmuştur. 

Yapılan çalışmalarda proteinlere ait nitel analizin yanı sıra iki farklı koşul 

altında bulunan proteinlerin karşılaştırılmalı analizleri (yarı nicel) yapılmıştır. Bu 

işlem için yine Maxquant programı kullanılmıştır. 

LC/MS bazlı  protemik çalışmalarda yarı  nicel analiz çalışmaları işaretli 

(labelled) ve işaretsiz (label free) olmak üzere iki farklı yöntem uygulanarak 

yapılmaktadır. İşaretsiz nicel analiz yöntemi klinik çalışmalarda çok iyi sonuçlar 

vermektedir. Özellikle biyobelirteçlerin belirlenmesinde bir çok çalışmada 

kullanılmaktadır. Tez kapsamında proteinlerin nicel analizleri, işaretsiz  olarak pik 

yoğunluklarının karşılaştırılması ile yapılmıştır. Bu sistemin en önemli avantajı 

uygulanabilirliğinin kolay olması ve çok fazla koşulun birbiri ile kıyaslanmasının 

yapılabilmesi olarak belirtilmiştir. Bu amaçla kullanılan bilgisayar programı 

günümüzde dünya çapında kullanılan Maxquant programı olmuştur. Maxquant 

programı içerisinde yapılan nicel analizlerde sistemde kullanılacak yöntem yani 

işaretli veya işaretsiz nicel analiz ile yapılacağı mutlaka  belirtilmelidir. Şekil 

2.17’de işaretsiz nicel analiz metodu için örnek hazırlama basamakları verilmiştir. 

İşaretsiz yöntemlerde örnekler birbirinden tamamen ayrı bir şekilde analiz 

edilmekte ve elde edilen LC/MS verilerinin karşılaştırılması ile göreceli bir miktar 

tayini gerçekleştirilmektedir. 

Proteinlere ait yarı nicel  analizlerinde proteinlerin yoğunluklarının 

karşılaştırılması ile de yarı nicel analizler yapılmıştır. Pik yoğunluklarının 

karşılaştırılmasında kullanılan yöntem, peptitler için elde edilen tek boyutlu MS 

verilerinde peptit piklerinin yoğunluklarının belirlenmesi ve iki farklı koşul için bu 

yoğunlukların karşılaştırılması ile yapılmıştır. Bu sistem ilk geliştirildiğinde iki 

temel sorun ile karşılaşılmıştır. Bunlar aynı örneğin farklı enjeksiyonlarında farklı 

peptit yoğunluklarının gözlemlenmesi ve iki farklı koşul için yapılan 
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enjeksiyonlarda aynı peptitlerin farklı alıkonma zamanlarında bulunmuş 

olmalarıdır. Son yıllarda geliştirilen yeni algoritmalarla birlikte güvenilir 

normalizasyon yöntemleri geliştirilmiş ve enjeksiyonlar arasında gözlemlenen pik 

yoğunluğundaki sapmalar büyük ölçüde önlenmiştir.  

Maxquant programı ile yarı nicel analizleri yapılan proteinlerin 

değişimlerinin anlamlı olup olmdığı Perseus istatistik programı ile incelenmiştir. 

Kolay arayüzü ve Maxquant programı ile uyumlu olması nedeniyle Perseus 

programı proteomik analizlerde kullanılmıştır. Perseus analizlerinde öncelikle her 

iki koşulda yoğunluğu hesaplanmış proteinler belirlenmiştir. Daha sonra protein 

yoğunlukları her bir koşulun 3’er enjeksiyonu hesaba katılarak çift yönlü t-testi ile 

analiz edilmiştir. Böylelikle farklı koşullarda miktarları istatistiksel olarak anlamlı 

değişen proteinler belirlenmiştir. 

5.1. Sığır Serum Albüminin Maxquant Programı  ile Nitel Analizi 

Tez kapsamında yapılan analizlerde sığır serum albümin proteini referans 

standart madde olarak seçilmiştir. Geliştirilen UPLC/MS metodu sığır serum 

albüminin analizinde kullanılmış ve maxquant programı ile birlikte uyumlu ve 

güvenilir sonuçlar verip vermediği araştırılmıştır.  Öncelikle standart sığır serum 

albümin proteini analiz edilmiştir. Bu nedenle proteomik çalışmalarda sıkça 

kullanılan sığır serum albümin standart proteini hem analitik yöntemin 

geliştirilmesinde hemde biyoinformatik sistemlerde kullanılmıştır.  

Sığır serum albümine ait çok sayıda peptidin nitel analizi yapılabilmiştir. 

Ayrıca elde edilen peptitlerin sığır serum albüminin %50 den fazlasını gösterdiği 

tespit edilmiştir.  Verilerin maxquant programı içerisinde bu sonuçları vermesi bize 

UPLC verilerinin biyoinformatik sistemlerle de uyumlu olduğu sonucunu vermiştir. 

 Bu amaçla geliştirilen UPLC/MS bazlı yöntem birbirini takip eden üç 

basamaktan meydana gelmiştir. Bu basamaklar örneklerin analiz için hazırlanması 

(Bölüm 3.2.1), örneklerin UPLC/MS ile analizi (Bölüm 3.2.2) ve son olarak elde 

edilen MS/MS verilerinin Maxquant programı içerisinde incelenmesidir. 

Çalışmalarda UPLC yöntemi sığır serum albümine ait peptit karışımının 

ayrılmasında kütle spektrometresi ise ayrılan peptitlerin analizinde kullanılmıştır. 

Mass hunter programı ile birlikte UPLC/MS ile analiz sonucunda elde edilen 
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kromatogram incelenmiştir.  Çalışmada hareketli faz olarak kaynaklarda sıkça 

kullanılan su ve asetonitril çözeltileri seçilmiştir. Hareketli faz içerisine iyon çifti 

ajanı olarak formik asit eklenmiştir. Formik asit kullanımı ile birlikte peptitler 

pozitif olarak yüklenmiştir. Kütle spektrometresinde analiz modu  pozitif olarak 

seçilmiştir. 

Sığır serum albüminin UPLC ile analizinde iki farklı gradient sistemi 

kullanılmıştır. Toplamda 70 (Gradient 1) ve 45 (Gradient 2) dk gradient sistemi 

uygulanmıştır (Tablo 3.5. ve3.6.).  

Peptitlerin ters faz UPLC yöntemi ile analizinde asetonitrilin % 3 ile % 45 

arasında değişim gösterdiği kısımlarda peptitlerin kolonda polaritelerine göre 

ayrımı gerçekleştirilmiştir. Bu ayrım sırasında MS/MS verileri de alınmıştır. 

Gradient 1  içerisinde peptitler asetonitrilin hareketli fazdaki yüzdesiyle orantılı 

olacak şekilde ilk 45 dk’da yoğun bir şekilde gözlemlenmiştir Şekil 4.1.’de 45 ile 

70 dk arasında ise kolonun yıkanması ve yeniden başlangıç koşullarına dönmesi 

sağlanmıştır. 

Gradient 2 sisteminde yine asetonitril yüzdesi % 3-45 aralığında değiştiği 

ilk 25 dk kısımda peptitler kolon içerisinde polaritelerine göre ayrılmıştır (Şekil 

4.2.). 25 ile 45 dk  arasında kolonun yıkanması ve yeniden başlangıç koşullarına 

dönmesi sağlanmıştır . 

Her iki gradient sisteminde 10 μg sığır serum albümin proteini enjekte 

edilerek 3’er tekrarlı analizler yapılmıştır. 

Bu çalışmada sistemin verimi, sığır serum albümine ait peptit sayıları ve 

bulunan peptitlerin proteinin ne kadarlık bir kısmını gösterdiği yönünden 

incelenmiştir. Peptitlerin MS/MS verilerinden nitel analizlerini yapmak için 

Maxquant programı kullanılmıştır. Deneysel kısımda anlatılan parametreler 

girilerek nitel analiz işlemi gerçekleştirilmiştir. 

UPLC/MS yöntemi  ile elde edilen sonuçların 45 dk gradient sistemi ile 26 

peptit gözlemlenirken bu peptitler sığır serum albümin proteinin %41’lik kısmını; 

70 dk gradient sisteminde ise 36 peptidin nitel analiz yapılmış ve sığır serum 

albüminin %56’lık kısmını göstermiştir. 

Elde edilen sonuçlar neticesinde daha fazla peptit gözlemlenen 70 dk 

gradient sistemi sığır serum albümin ile yapılan diğer çalışmalarda kullanılmıştır.  
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Sığır serum albümin analizlerinde değişik miktarlarda (0,5, 1, 5, 10 ve 20 

μg) protein enjekte edilerek optimum enjeksiyon miktarı belirlenmeye çalışılmıştır. 

Her bir miktar için 3 enjeksiyon yapılmış ve en az 2 enjeksiyonda nitel analizi 

yapılabilen peptitler seçilmiştir. Şekil 4.3.’de verildiği gibi enjeksiyon miktarı 

arttıkça peptitlere ait piklerin şiddetleri de artmaktadır.  

Tablo 4.1’de görüldüğü gibi en az enjeksiyon miktarı 0.5 μg olarak 

uygulanmıştır. 0.5 μg için sadece 14 peptit gözlemlenmiş ve gözlemlenen peptitler 

sığır serum albüminin % 28’sini içermiştir. 1 μg enjekte edildiğinde ise 

gözlemlenen peptit sayısı 29’ a çıkmıştır. Burada gözlemlenen peptitler  proteinin 

% 42 sini kapsamıştır. 5 μg protein enjeksiyonunda ise % 48 lik bir protein içeriği 

ile 26 peptit gözlenmiştir. 10 μg enjeksiyonda 36 peptit  proteinin %58 lik kısmını 

ve son olarak 20 μg enjeksiyon proteinin % 63’lük kısmını içermiştir. Tablo 4.2’ de 

bütün enjeksiyon miktarları için gözlemlenen peptitlerin aminoasit dizilimleri 

verilmiştir. Sonuçlar Şekil 4.4.’ de grafikte de gösterilmiştir. 

Sonuçlarda sadece 10 ve 20 μg protein miktarları enjeksiyonu ile proteinin 

% 50 den fazlasının nitel analizinin yapılabildiği gözlenmiştir. Bundan sonraki 

deneysel süreçte hem çok sayıda peptit vermesi hem de ekonomik olması nedeniyle  

10 μg sığır serum albümin kullanılmıştır.  

Hem sığır serum albümin analizleri hem de CaCo2 kolon kanseri 

hücrelerindeki peptit ve buna bağlı olarak proteinlerin nitel analizlerinin nasıl 

yapıldığı sığır serum albümine ait olan MPCTEDYLSLILNR peptidinin nitel 

analizi ile gösterilmiştir (Bölüm 4.2.). MPCTEDYLSLILNR peptidine ait deneysel 

olarak elde edilen MS ve  MS/MS verileri Maxquant programı içerisinde analiz 

edilerek veri bankalarında bulunan teorik peptit sonuçları ile karşılaştırılmıştır. 

MPCTEDYLSLILNR peptidinin nitel analizi için iki basamaklı bir 

eşleştirme işlemi yapılmıştır. Eşleştirme işlemini ilk olarak peptidin MS 

verilerinden elde edilen m/z alınarak yapılmıştır.  

İkinci kısımda ise peptitlerin MS/MS verileri kullanılarak parçalanma 

ürünleri teorik sonuçlarla karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma işleminde eşleşen 

ürünlerden hareket ile aminoasit dizisi belirlenmiştir.  

MPCTEDYLSLILNR peptidi EIS de iyonlaşarak +2 yüklü iyon halinde 

analiz edilmiştir. MPCTEDYLSLILNR  peptidine ait ayrıştırılmış iyon 
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kromatogramı Şekil 4.5.’de görülmektedir.  Peptidin alıkonma zamanı 36.8 dk 

olarak saptanmıştır. MPCTEDYLSLILNR peptidi biraz daha yakından 

incelendiğinde peptide ait izotop kümeleri gözlemlenmiştir. Peptide ait 

monoizotopik pik 892.9152 m/z değerine sahiptir (Şekil 4.6.). 

MPCTEDYLSLILNR  peptidinin +2 yüklü iyonunun gerçek m/z değeri 892.9204 

olarak veri bankasından belirlenmiştir. 

MS/MS verilerinin teorik sonuçlarla karşılaştırılmasında kullanılan en 

önemli parametre eşleşmede kullanılacak kütle hata payıdır.  MS/MS verilerinin 

karşılaştırılmasında kullanılacak hata payı maksimum 20 ppm olarak belirlenmiştir. 

Yukarıda belirlenen peptitler için eşleştirme işleminde oluşan hata payları Tablo 

4.3. içerisinde gösterilmiştir. MPCTEDYLSLILNR peptidinin deneysel MS/MS 

sonuçlarının teorik sonuçlarla karşılaştırılması Şekil 4.7.’de verilmiştir.  Yapılan ön 

tarama sonrası monoizotopik pike ait MS/MS verileri olası peptitlerin teorik 

MS/MS verileri ile karşılaştırılarak fragment iyonların eşleşmesi yapılmıştır. Bu 

eşleşmede deneysel MS/MS verileri MPCTEDYLSLILNR peptidine ait fragment 

iyonlarla eşleşmiştir (Şekil 4.7). Şekilde görüldüğü gibi bu eşleşme ürünleri ; y1, 

y2, y3, y4, y5, y6, y8, y9, y11, y12, y13, y1-NH3, y2-NH3, y2-NH3, y3-NH3, y4-

NH3, y6-H2O, y8-NH3, Y11-H2O, y12-H2O, y13-H2O, a2, b2, b3, b4-H2O, b5, b5-

H2O olarak belirlenmiştir.  

Yapılan bu analizle birlikte MS/MS verilerinden oluşan eşleşmelere göre 

geliştirilen algoritmalarla birlikte peptidin nitel analiz eşleşme skoru belirlenmiştir. 

MPCTEDYLSLILNR peptidi için eşleşme skoru 93.65 olarak belirlenmiştir.  

Tez kapsamında yapılan bütün çalışmalarda peptitlerin nitel analizi bu 

şekilde yapılmıştır. 

Sığır serum albümin ile yapılan gradient ve enjeksiyon miktarı 

optimizasyonlarından sonra geliştirilen yöntem gerçerliliği araştırılmıştır. Geçerlilik 

parametreleri kaynak olarak ICH klavuzuna göre değerlendirilmiştir (226)   

Özgünlük 

ICH klavuzuna göre  nitel analiz çalışmalarında yerine getirilmesi gereken 

tek parametre  özgünlük olarak belirtilmiştir.  Buna bağlı olarak sistem 

geçerliliğinde özgünlük parametresi çalışmaları için sığır serum albümin içermeyen 
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fakat tripsinde dahil olmak üzere bütün  kimyasalları içeren  kör çözeltiler 

hazırlanmıştır (Bölüm 3.2.4). Kör çözeltiler 70 dk gradient sistemi ile 6 tekrarlı 

olacak şekilde analiz edilmiştir. Elde edilen veriler Maxquant programı ile 

değerlendirilmiş, sonuçlarda herhangi bir peptide rastlanmamıştır. Bu sonuç bize 

nitel analizi yapılan peptitlerin hepsinin sığır serum albüminden geldiğini ve 

çalışma esnasında dışarıdan gelebilecek protein kalıntılarının bulunmadığını 

göstermiştir ( Şekil 4.8.). 

Doğruluk 

Yapılan özgünlük parametresine ilaveten sistemin yarı nicel analizde 

kullanılacağı düşünülerek doğruluk ve kesinlik parametreleri de incelenmiştir.  

Geliştirilen UPLC/MS yönteminin doğruluğunu hesaplamak için farklı 

eşleşme skorlarına sahip 2 farklı peptit seçilmiştir. Bu peptitler 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR’dir.  Bu 2 farklı peptit 

Maxquant programında analiz edilmiş, ve m/z değerlerinden peptit kütleleri 

hesaplanmıştır. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR 

peptitlerine ait MS/MS spektrumları ve aminoasit dizileri Şekil. 4.9. ve 4.10.’da 

verilmiştir. 

Deneysel olarak hesaplanan sonuçlar, teorik (gerçek) sonuçlarla 

karşılaştırılmıştır.  Yapılan ölçümler 11 gün boyunca devam etmiştir ve 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için Tablo 4.4. ve  LGEYGFQNALIVR 

peptidi için Tablo 4.5.’ de gözlenen sonuçlar elde edilmiştir. 11 gün boyunca 2 

peptit için elde edilen %BH ortalaması alınmış, GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK 

peptidi için 1,05x10-5 ve LGEYGFQNALIVR peptidi için 4,67 x10-5 olarak 

hesaplanmıştır. Bu sonuçlar neticesinde peptit kütlelerinin çok yüksek doğrulukta 

bulunduğu saptanmıştır. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR 

peptitlerinin 11 günlük çalışmasında elde edilen m/z verilerinin değişimi Şekil 

4.11.’de verilmiştir. 

Kesinlik 

Proteomik çalışmalarda, kesinlik parametresi özellikle yarı nicel analizlerde 

önem taşımaktadır. Yapılan çalışmalarda kesinliği incelemek için çeşitli ölçütler 
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kullanılmıştır. Sığır serum albümin analizlerinde kesinlik çalışmaları 11 gün 

boyunca yapılan analizlerle incelenmiştir 

Çalışmalarda öncelikle 11 gün boyunca kaç tane peptidin nitel analizi 

yapıldığı ve hangi peptitlerin kaç gün boyunca nitel analizinin yapılabildiği takip 

edilmiştir. Her gün 10 μg sığır serum albümin proteini 3 defa enjekte edilmiş ve  

her gün gözlemlenen peptitler Tablo 4.6’da verilmiştir. Bunun yanısıra  

CCTESLVNR,  ECCHGDLLECADDR, VPQVSTPTLVEVSR, 

DDPHACYSTVFDK,     ETYGDMADCCEKQEPER, 

SHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCK, 

TVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPK peptitleri   11 günlük çalışmada 

10 gün boyunca gözlemlenmiş sadece 1 gün gözlemlenememiştir. EACFAVEGPK, 

KQTALVELLK, VPTAHLEDVLPLAEDITTILSK, HPYFYAPELLYYANK, 

MPCTEDYLSLILNR peptitleri ise 9 gün boyunca gözlemlenmiş sadece 2 gün 

gözlemlenememiştir. Böylelikle 10 μg sığır serum albümin proteini içinde bulunan   

peptitlerin nitel analizlerinin büyük bir çoğunluğunda tekrarlanabilir olduğu  

gözlemlenmiştir.  

Yöntemin kesinliğini incelemek için kullanılan diğer ölçütler ise 

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR  peptitlerine ait 

alıkonma zamanları, yoğunlukları ve eşleşme skorlarıdır.  

Şekil 4.12’de peptitlere ait alıkonma zamanlarının 11 gün boyunca nasıl 

değiştiği verilmiştir. Elde edilen veriler neticesinde alıkonma zamanlarının 11 gün 

boyunca değişmediği ve tekrarlanabilir olduğu gözlemlenmiştir. Bu süre boyunca 

hesaplanan %BSS değerleri GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için % 

0.1993 ve LGEYGFQNALIVR peptidi için % 0.17703 olarak hesaplanmıştır. Elde 

edilen sonuçlar kaynaklarda belirtilen nano LC yöntemi ile karşılaştırılmıştır (Nano 

LC bağıl standart sapma değeri 0.380 olarak verilmiştir) ve nano LC yöntemine  

oranla tekrarlanabilirliğin yüksek olduğu bulunmuştur (232). 

Maxquant programı ile peptitlerin  yoğunlukları 11 gün boyunca 

hesaplanmıştır (Şekil 4.13). GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için  %BSS    

değeri % 11.24, LGEYGFQNALIVR  peptidi için ise % 14.58 olarak bulunmuştur. 

Peptitlerin  yoğunlukları ile 11 gün boyunca  yapılan çalışmalar kaynaklarda 

yapılan nano LC yöntemi çalışmaları ile karşılaştırıldığında sonuçların nano LC 
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yöntemine göre çok daha iyi olduğu saptanmıştır (nano LC çalışmalarında peptit 

yoğunluklarında gözlemlenen b%BSS değerleri 11.54-63.5 arasında değişmektedir) 

(233). 

Kesinliğin belirlenmesinde eşleşme skorlarının tekrarlanabilirliliğine de 

bakılmıştır. Bunun için MS/MS verileri elde edilen peptitlerin teorik sonuçlar ile ne 

kadar eşleştiği yönünden incelenmiştir. GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve 

LGEYGFQNALIVR peptitleri için  11 gün boyunca yapılan analizlerinde ölçülen 

eşleşme skorları takip edilerek %BSS değerleri  % 12,29 ile % 15,75 olarak 

değerleri sırasıyla hesaplanıştır (Şekil 4.14.). 

Geliştirilen yöntemin tekrarlanabilirliği protein seviyesinde de 

incelenmiştir.  Sığır serum albümin ile yapılan çalışmalarda Şekil 4.15.‘de protein 

yoğunluğunun 11 gün boyunca nasıl değiştiği gösterilmiştir. Protein yoğunluğunun  

%BSS değeri %14.27 olarak hesaplanmıştır. 

Protein yoğunluğu için elde edilen sonuçlar kaynaklarla karşılaştırıldığında 

elde edilen değerlerin nano LC yöntemine göre çok daha iyi olduğu görülmüştür 

(233). 

Doğrusallık 

Doğrusallık parametresi için enjeksiyon miktarı ile yoğunlukların değişimi 

incelenmiştir. Böylelikle hem protein hemde peptit seviyesinde incelemeler 

yapılmıştır. Çalışmalarda Maxquant  programı içerisinde hem hesaplanan sığır 

serum albümin protein yoğunluğu, hem de GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve 

LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait yoğunluklar kullanılmıştır.  

GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK ve LGEYGFQNALIVR peptitlerine ait 

yoğunluklar Maxquant programı ile hesaplandıktan sonra enjeksiyon miktarına 

göre grafiğe geçirilmiştir. Şekil 4.16. ve 4.17.’de peptitlere ait sonuçlar 

gösterilmiştir. Buradaki grafiklerde 0.5 μg enjeksiyon miktarı göz önüne 

alınmamıştır. Bunun nedeni gözlemlenen peptit yoğunluklarının oldukça düşük 

olmasıdır. Yapılan analizlerde GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK peptidi için 

tanımlayıcılık katsayısı (R2) değeri 0.976, LGEYGFQNALIVR peptidi için  ise 

0.9922 olarak belirlenmiştir. 
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Peptitler için yapılan enjeksiyon miktarı analizleri protein boyutunda sığır 

serum albümin ile de yapılmıştır.  Maxquant programı ile hesaplanan protein 

yoğunluğu enjeksiyon miktarına göre grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.18.). 

Elde edilen sonuçlar kaynaklar ile karşılaştırıldığında peptit ve protein 

yoğunluklarının enjeksiyon miktarı ile değişiminin kabul edilebilir ölçütlerde 

olduğu saptanmıştır (234, 235). 

Yapılan çalışmalar sonucunda geliştirilen UPLC/MS yönteminin Maxquant 

programı ile birlikte sığır serum albümin proteinin nitel analizinde yüksek 

özgünlük, doğruluk ve tekrarlanabilir sonuçlar verdiğini göstermiştir. Referans 

standart madde sığır serum albümin  ile yapılan analizler sonrasında geliştirilen 

yöntemin içerisinde binlerce protein bulunduran CaCo2 kolon kanseri hücre hattı 

üzerinde  denenmesine karar verilmiştir. 

5.2. CaCo2 Hücre Hattı Proteinlerinin Nitel Analizi 

Sığır serum albümin ile yapılan analizler sonrasında CaCo2 kolon kanseri 

hücrelerinin nitel analizleri yapılmıştır. Analizlerde öncelikle hücre içerisinde 

bulunan protein konsantrasyonunun bilinmesine gerek duyulmuştur. Bu nedenle 

hücrelerin liziz işlemi sonrasında elde edilen lizat içerisindeki protein 

konsantrasyonu Bölüm 3.3.3’ de anlatıldığı gibi Bio-Rad deterjan uyumlu (DC) 

ticari kit ile protein konsantrasyonu belirlenmiştir. Protein miktar analizlerinde ilk 

olarak kit içerisinde bulunan sığır serum albümin ile kalibrasyon doğrusu çizilmiştir 

(Şekil 4.19.). Elde edilen kalibrasyon doğrusu sonrasında hazırlanan CaCo2 kolon 

kanseri hücresinden elde edilen lizat  çözeltisi ölçülmüş ve 750 nm dalga boyunda 

absorbansı okunmuştur. Kalibrasyon eğrisinin regrasyon denklemi (y=0.379x + 

0.017) kullanılarak CaCo2 hücre lizatının protein konsantrasyonu 1.106 mg mL-1 

olarak hesaplanmıştır.  

Protein konsantrasyonu belli olan hücre lizatları içerisinden proteinlerin 

izole edilmesi işlemi ise metanol, kloroform ve su karışımı ile yapılmıştır (Bölüm 

3.3.4.).   

Çöken proteinler sığır serum albüminde olduğu gibi amonyum bikarbonat 

ile çözülüp DTT ve iyodo asetamid ile denatüre hale getirilmiştir. Tripsin ile 18 

saat inkübasyon sonrası proteinler peptitlerine parçalanmıştır. Elde edilen peptit 



123 
	

	

karışımları vakum santrifüj ile uçurma sonrası UPLC ile analize hazır hale 

getirilmiştir (Bölüm 3.3.5.). 

Elde edilen peptit karışımının UPLC ile analizinde kullanılan gradient süresi 

değiştirilmiştir.  Sığır serum albüminde tek bir protein analiz edilirken CaCo2 

kolon kanseri hücrelerinde binlerce protein analiz edilmeye çalışılmıştır. Bu 

nedenle gradient süresi daha uzun tutulmuştur. Kaynaklarda gradient süresi ile ilgili 

olarak 120 dk ve üstünde çalışmalar yapılmıştır. Buna göre gradient sistemi 150 dk 

olarak alınmıştır (Tablo 3.10.).    

CaCo2 kolon kanseri hücrelerinin analizinde optimum enjeksiyon miktarı 

araştırılmıştır. Optimum protein miktarı 20, 40 ve 80 μg enjeksiyon miktarı 

kullanılarak gözlemlenen protein sayısı ile belirlenmeye çalışılmıştır. Nano LC 

proteomik çalışmalarda uygun miktarda protein miktarı ile 500 ile 1000 arasında 

protein analiz edilebilmektedir. Bu değerler göz önüne alınarak protein miktarları 

araştırılmıştır. Şekil 4.20’de 20, 40 ve 80 μg enjekte edilmiş proteinlerin  

kromatogramları verilmiştir. Her bir enjeksiyon sonrası elde edilen MS/MS 

verilerinden faydalanarak proteinlerin nitel analizi yapılmıştır.  Her bir miktar için 

3’er tekrarlı analizler yapılmıştır. Yapılan CaCo2 kolon kanseri hücresi analizleri 

sonrasında 20 μg enjeksiyon miktarı için 420 protein (Şekil 4.21.). 40 μg 

enjeksiyon miktarı için 599 protein (Şekil 4.22.) ve 80 μg enjeksiyon miktarı için 

741 protein tespit edilmiştir (Şekil 4.23.). Sonuçlar karşılaştırıldığında beklenildiği 

gibi enjeksiyon miktarı arttıkça nitel analizi yapılan protein sayısı da artmıştır.  

Yapılan nitel analizlerde en uygun enjeksiyon miktarının, 741 protein sayısı 

gözlemlenen 80 μg enjeksiyon miktarı olduğu saptanmıştır.  

Proteinlerin tanımlanmasının yanı sıra yapılan analizlerin birbirleri ile tutarlı 

olup olmadığını anlamak için Perseus istatistik programı kullanarak veriler 

değerlendirilmiştir. Bu işlem için önce peptit boyutunda karşılaştırma yapılmıştır.  

Şekil 4.26.’ da görüldüğü gibi tanımlanan peptitlerin normalize olmamış 

yoğunlukları 3 enjeksiyon arasında karşılaştırılmıştır ve aralarındaki korelasyon 

incelenmiştir.  Tablo 4.7.’de 80 μg CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait peptitlerin 

yoğunluklarının 3 farklı enjeksiyonda karşılaştırılmalı olarak verilmiştir. Elde 

edilen sonuçlarda R2 değeri 0.9382 ile 0.9162 arasında değişmiştir. Bu sonuçlar 

bize analizlerin peptit düzeyinde tekrarlanabilir  olduğunu göstermiştir. 
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Protein düzeyinde ise yapılan analizlerde Maxquant programı içerisinde 

kullanılan işaretsiz nicel analiz algoritması ile hesaplanan  normalize edilmiş 

protein yoğunlukları yine 3 enjeksiyon için karşılaştırılmıştır. Şekil 4.27 ve  Tablo 

4.8.’de 80 μg CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait proteinlerin yoğunluklarının 3 

farklı enjeksiyondaki  karşılaştırılmaları verilmiştir.  Proteinler için gözlemlenen R2 

değeri 0.9934 ile 0.9878 arasında hesaplanmıştır. Proteinler için hesaplanan R2 

değerlerinin yüksek olmasının sebebi peptit düzeyinde herhangi bir 

normalizasyonun yapılmaması ve sistemden gelecek belirsizliklerin sonuçları 

etkilememesinden kaynaklanmıştır. Yapılan nitel analiz çalışmaları sonrası bulunan 

proteinler gen ontoloji yöntemi ile analiz edilerek hücre içerisindeki görevleri, 

fonksiyonları, bulundukları protein sınıfı ve moleküler özellikleri analiz edilmiştir. 

Elde edilen proteinlerin ait oldukları gen isimleri kullanılarak Panther programında 

gen ontoloji analizi yapılmıştır. İlk olarak proteinlerin ait oldukları sınıflar 

düşünülerek incelenmiştir. Şekil 4.28.’da gösterildiği gibi analiz sonucunda bir çok 

sınıfa ait proteinin nitel analizinin yapılabildiği saptanmıştır.  Analizi yapılan 

proteinlerin büyük bir çoğunluğunu sitoskeletal proteinler, enzim modülatörleri ve 

nükleik asite bağlı proteinler oluşturmaktadır.  

Gen ontolojisi ile yapılan bir başka çalışmada  ise  proteinlerin hücre 

içerisinde hangi moleküler fonksiyonlara sahip olduğunun belirlenmesidir. Elde 

edilen sonuçlara bu açıdan yaklaşıldığında Şekil 4.29 ‘daki dağılım 

gözlemlenmiştir. Analiz edebilen proteinlerin % 39.5 kısmı katalitik aktivitelerde 

rol almıştır. 

Bu katalitik aktiviteyi gösteren proteinler yine gen ontolojisi analizlerinin 

Panther programı ile incelendiğinde, enzim düzenleyici aktiviteler, helikaz, 

hidrolaz, izomeraz, ligaz, liyaz, oksiredüktaz ve transferaz aktivitelerini sağladıkları 

bulunmuştur. Ayrıca bu proteinlerin % 33.9’luk bir kısımı hücre içerisinde 

bağlanma özelliğine sahip olup, bağlanma aktivitesi olarak görev yapan proteinlerin 

kalsiyum, kalsiyum bazlı fosfolipid, kromatin, nükleik asit, nükleotid ve proteinlere 

bağlandığı bulunmuştur.  

Nitel analizi yapılan proteinleri bulundukları protein sınıfı ve moleküler 

aktivitelerine göre inceledikten sonra hangi biyolojik süreçlerde yer aldıklarıda yine 

gen ontolojisi ile incelenmiştir. Nitel analizi yapılan proteinlerin %29’luk kısmı 
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hücresel süreçlerde rol almaktadır. Bu hücresel süreçler iletişim, hücre döngüsü, 

çoğalma, hücresel bileşenlerin hareketleri kromozom segregasyonu ve sitokinesis 

olarak belirlenmiştir. Nitel analizi yapılan proteinlerin ikinci olarak en çok görev 

aldığı biyolojik süreç ise  metabolik süreçlerdir. Bu proteinlerin   %23,3’ ü 

metabolik süreçlerde katabolik, biyosentez, koenzim metabolizması, azotlu 

bileşikler metabolizması, fosfat içeren bileşiklerin metabolik sürecinde,  birincil 

metabolik süreçlerde, ikincil metabolik süreçlerde, sülfür ve vitamin metabolik 

süreçlerinde görev aldıkları saptanmıştır.  Proteinlerin  biyolojik süreçlerdeki 

dağılımı Şekil 4.30.’ da gösterilmiştir.  

Gen ontolojisi analizlerinde son olarak nitel analizi yapılabilen proteinlerin 

hücre içerisinde  bulunduğu yerlere göre dağılımı araştırılmıştır.  Proteinlerin % 

42,3’lük bir kısmı hücre içerisinde sitoplazma ve plazma zarında moleküler 

fonksiyonlarını göstermektedirler. Proteinlerin % 7.7’ lik bir kısmı membran 

proteinleri olduğu saptanmıştır. Analizi oldukça güç olan membran proteinlerinin 

analizinin yapılabilmesi özellikle örnek hazırlama kısmının oldukça başarılı 

olduğunu göstermiştir. Proteinlerin hücre içerisindeki dağılımı ve yüzdeleri  Şekil 

4.31.’de  verilmiştir. 

Gen ontoloji analizleri ile birlikte elde edilen sonuçlar geliştirilen yöntem ile 

CaCo2 kolon kanseri hücresi içerisinde bulunan pek çok farklı sınıftan, biyolojik 

süreçten, moleküler özelliklere sahip ve hücrenin değişik kısımlarında bulunan 

proteinin analiz edilebileceğini göstermiştir.  

5.3. Bitkisel Temelli Hemostatik Ajanın Antikanserojen Etkisinin 

Proteomik Açıdan İncelenmesi 

Tez çalışmaları kapsamında Hacettepe Üniversitesi Hemotoloji 

Anabilimdalı Başkanlığından elde edilen bitkisel temelli hemostatik ajan 

kullanılmıştır. Kaynaklarda hemostatik ajanların antikanserojen etkisi proteomik 

çalışmalarla incelenmiştir. Geliştirilen ve nitel analizde kullanılan analitik yöntem, 

bitkisel temelli hemostatik ajanın in vitro çalışmalar sonrasında CaCo2 kolon 

kanseri hücreleri üzerindeki hücre proliferasyonu etkisini kıyaslamalı proteomik 

çalışmalarda incelemek için kullanılmıştır. CaCo2 kolon kanseri hücre hatlarından 

bir kısmına hemostatik ajan  eklenerek (T grubu)  48 saat  inkübasyon edilmiştir. 
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Hemostattik ajan eklenmeyen diğer grup ise kontrol grubu (K grubu) olarak aynı 

koşullarda  inkübasyon sürelerinde tutulmuştur. K ve T gruplarında proteomik 

analiz yapılmadan önce protein miktar tayini yapılmıştır. Şekil 4.19’da elde edilen 

kalibrasyon doğrusu ile birlikte K hücrelerinde elde edilen  CaCo2 hücre lizatı 

içerisinde 1.106 mg mL-1 ve T hücrelerinden elde edilen lizat içerisinde 0.856 mg 

mL-1 protein konsantrasyonu elde edilmiştir (Bölüm 3.3.3). 

Bölüm 3.3.6’da anlatıldığı gibi LC/MS analizlerinde kullanılan aynı 

gradient sistemi kullanılmıştır. Her bir grup için 3 enjeksiyon yapılmıştır. K ve T 

gruplarına ait kromatogramlar Şekil 4.30.’da  verilmiştir. 

Elde edilen bu kromatografik veriler maxquant programında incelenmiştir. 

Maxquant programı ile proteinlerin öncelikle nitel analizleri yapılmıştır. 48 saat  

inkübe edilmiş K gruplarında yapılan analizlerde enjeksiyon başına 4975 tane MS 

verisi, 5501 tane MS/MS verisi elde edilmiştir. Yapılan üç enjeksiyonda 1739, 

1846 ve 1711 tane peptidin nitel analizi gerçekleştirilmiştir. T grupları için yapılan 

çalışmalarda ise ortalama 4974 tane MS, 5499 tane MS/MS verisi elde edilmiştir. 

Yapılan üç enjeksiyondan elde edilen sonuçlarla 2217, 2017 ve 2116 tane peptidin 

nitel analizi gerçekleştirilmiştir.  

Elde edilen protein sayıları bakımından sonuçlar incelendiğinde ise Şekil 

4.33.’ deki Venn şemasında sonuçlar görülmektedir. K grubunda elde dilen protein 

sayısı 724 iken T grubunda 727 tane protein bulunmuştur. Bu sonuç beklenildiği 

gibi CaCo2 kolon kanseri hücrelerine ait proteinlerin nitel analiz sonuçları ile 

benzerlik göstermiştir. 

Maxquant programı ile nitel analizi yapılan proteinlerin normalize edilmiş 

protein yoğunlukları hesaplanmıştır. Protein yoğunlukları hesaplanırken proteine ait 

peptit yoğunlukları kullanılmıştır.  

Elde edilen proteinlerin  yoğunluklarını karşılaştırmak ve istatistiksel olarak 

anlamlı farklılıklar olup olmadığını bulmak için Perseus programı kullanılmıştır. 

Perseus programı içerisinde K ve T grupları arasında çift yönlü t testi yapılmıştır 

(p<0.05). İstatistiksel olarak anlamlı farklılıklara sahip proteinler belirlendikten 

sonra bu proteinler iki kısımda incelenmiştir. Birinci kısımda hemostatik ajan ile 

miktarı K grubununa göre azalan proteinler, ikinci kısımda ise hemostatik ajanın 

etkisiyle K grubuna göre miktarı artan proteinler saptanmıştır. Hemostatik ajan ile 
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birlikte miktarı azalan proteinler Tablo 4.9.‘da değişim miktarları ile birlikte 

verilmiştir. Miktarı azalan proteinlerin birbirleriyle olan ilişkilerini gözlemlemek 

maksadıyla string yolak analiz programı uygulanmıştır. Şekil 4.32.’de görüldüğü 

gibi proteinlerin büyük bir kısmının bir veya daha fazla yolak ile birbirlerine bağlı 

olduğu saptanmış ve azalan proteinlerin birbirleri ile ilişkili olduğu belirlenmiştir.  

Proteomik verilerin daha güvenilir bir şekilde yorumlanmasını sağlamak 

amacıyla değişim miktarı 1.5’in altında olan proteinler elimine edilmiştir. Değişim 

miktarı 1.5 ve üzeri olan proteinler ise kaynaklarda ve yolak analiz programlarında 

incelenerek  kanser üzerinde önemli proteinler belirlenmeye çalışılmıştır. 

RSPO2, HMGB, uzaman faktörleri, p23, RNF169, KPNA2, COPB1, 

HNRNPK, EIF5A1, CDK1, UBE2N, EIF3M, FASN, SND1 proteinlerinin 

kaynaklarda kanser oluşumunda etkili olduğu belirtilmiştir. Yapılan çalışmalarda 

bu proteinlerin bitkisel temelli hemostatik ajan ile inhibe oldukları belirlenmiştir. 

Bitkisel temelli hemostatik ajanın bu hedefleri etkileryerek antiproliferatif etki 

gösterdiği saptanmıştır. Yapılan çalışmalrda ilk defa hemostatic ajanın Wnt, p53 ve 

ubiquitin proteazom gibi programlı hücre ölümüne götüren yolakları etkilediği 

belirlenmiştir (253, 247). 

Yapılan çalışmalarda CaCo2 kolon kanseri hücrelerinin bitkisel temelli 

hemostatik ajana karşı bazı direnç mekanizmalarına sahip olduğu saptanmıştır. 

Yapılan çalışmalarda GSTA1, MDH2, AKR1C3, ısı şok proteinleri, protein 

disulfide izomeraz proteinleri, CALR, ALDH1A1, ANXA5ve TNK proteinlerinin 

arttığı saptanmıştır. Kaynaklarda bu proteinlerin hücrenin antioksidan kapasitesini 

arttırarak hücrelerin stres kaynaklarına karşı direnç kazanmaları sağladıkları 

gösterilmiştir 

Elde edilen sonuçlar kaynaklarda ilk defa  bitkisel temelli hemostatik ajanın 

değişik proteinleri kullanaral farklı antiproliferatif etki mekanizmalarının varlığını 

göstermiştir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Proteomik çalışmalarla LC yöntemi kullanılarak protein ve peptitlerin nitel 

ve yarı nicel analizleri ile ayrılması ve MS yöntemi ile proteinlerin kütlelerinin 

yüksek duyarlılıkta belirlenmesi yapılmaktadır. Tez kapsamında yapılan proteomik 

çalışmalarda ilk defa CaCo2 kolon kanseri hücreleri içerisinde bulunan protein ve 

peptitlerin nitel ve yarı nicel analizleri için geliştirilen UPLC/MS yönteminin nano 

LC/MS yöntemine alternatif olarak kullanılabileceği saptanmıştır. Yapılan 

çalışmalarda UPLC/MS yönteminin nano LC yöntemine göre  daha yüksek 

tekrarlanabilirlik gösterdiği saptanmıştır. Ayrıca Nano LC sisteminde karşılaşılan 

ölü hacim ve tıkanma problemleri gibi dezavantajlar UPLC/MS yöntemi 

kullanılmasıyla ortadan kaldırılmıştır.  

UPLC yönteminde kullanılacak daha uzun ve çapı düşük kolonlar  hem 

kullanılan örnek miktarını azaltacak hemde duyarlılığı arttıracaktır. Kolonda 

bulunan sabit fazda kullanılan partiküllerin  gözenek alanlarının büyük olması 

kompleks peptit karışımlarının ayrılmasında daha etkin olacaktır ve daha fazla 

peptit yapısı aydınlatılabilecektir. 

Yapılan analizlerde CaCo2  kolon kanser hücresi içerisinde bulunan bir çok 

farklı sınıftan protein analiz edilmiştir. Gelecekte UPLC/MS  yöntemi ile  yapılan 

proteomik çalışmalarda, CaCo2  kolon kanser hücrelerinden örnek hazırlama ile 

ilgili olarak mevcut yöntemlere ilaveten yeni yöntemler geliştirilerek   analiz edilen 

protein sayısı arttırılarak klinik çalışmalara ışık tutulabilir. Örneğin geliştirilen 

UPLC/MS yönteminde analizler yapılırken kompleks protein karışımları enzimatik 

parçalanmadan önce SDS-PAGE veya jelsiz izoelektrik odaklama gibi ön 

saflaştırma sistemleri ile daha basit fraksiyonlara ayrılabilir ve analizi yapılan 

protein sayısı arttırılabilir. Örnek hazırlamada daha az basamak içeren ve madde 

kaybını azaltan filtre destekli örnek hazırlama sistemleri kullanılabilir.  Enzimatik 

protein parçalama işleminde tripsin ile birlikte bir kaç farklı enzim kullanılarak 

daha etkili parçalama işlemi ve bunun sonucunda daha fazla analiz edilebilecek 

peptit elde edilebilir. 

Geliştirilen ve valide edilen UPLC/MS yöntemi proteomik çalışmalarda 

kullanıma sunulmuştur. Böylece bu çalışma SCI dergilerinde yayınlanması 

sonrasında kaynaklarda yerini alacaktır. Bundan sonraki proteomik çalışmalarda 
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UPLC/MS yöntemi kullanımı ile birlikte dünya çapında daha fazla grup ve bilim 

insanı bu çalışmalarda yer alabilecektir.  Geliştirilen yöntemin biyolojik materyal 

(vücut sıvıları ve dokularda) analizlerine uygulanması önerilmektedir. Böylelikle 

klinik çalışmalara destek verilebilir hale gelecektir.  

Yapılan çalışmalarda bitkisel temelli hemostatik ajanın bazı proteinlerin 

ifedelerini hücre içerisinde değiştirdiği saptanmıştır. Yapılan çalışmalarda kanser 

oluşumanda ve gelişiminde etkili olan RSPO2, HMGB, uzama faktörleri, p23, 

RNF169, KPNA2, COPB1, HNRNPK, EIF5A1, CDK1, UBE2N, EIF3M,FASN, 

SND1 gibi kanser hedefleri hemostatik ajan tarafından inhibe edilmiştir. Yapılan 

gen ontoloji analizlerinde bu proteinlerin hücreleri apoptoza götürdüğü bilinen 

Wnt, p53, ubiquitin proteazom yolakları üzerinde etkili olduğu saptanmıştır. Ayrıca 

kanser hücrelerinin gelişiminde çok etkili olan FASN’nin inhibe edilmesi kanser 

hücreleri üzerinde proliferatif etki göstermektedir.  

Kontrol gruplarına göre miktarı artan proteinler içerisinde HINT 1 proteini 

tespit edilmiştir. Böylelikle bitkisel temelli hemostatik ajanın antiprolatif etkisi wnt 

yolağı üzerinden etkili olduğu saptanmıştır. Antiproliferatif etki yolakları genetik 

susturucularla analiz edilmelidir. 

CaCo2 kolon kanseri hücrelerinin hemostatik ajanın antiproliferatif etkisine 

karşı çeşitli savunma mekanizmaları geliştirdiği saptanmıştır. Bu çalışmalarda 

bitkisel temelli hemostatic ajanın etkisi ile artan GSTA1, MDH2, AKR1C3, ısı şok 

proteinleri, protein disulfid izomeraz proteinleri, CALR, ALDH1A1, ANXA5 ve 

TNK proteinlerinin hemotatik ajana karşı hücrelerin direncini arttırdığı 

saptanmıştır. Bu proteinler üzerindeki inhibe edici maddeler hemostatic ajan ile 

kullanılarak sinerjik etki araştırılmalıdır. 

Bitkisel  temelli hemostatik ajanın CaCo2 kolon kanseri üzerine etkisi 

proteomik çalışmalarla incelenmiştir. Elde edilen veriler transkriptomik ve 

metabolomik verilerle birlikte bir bütün halinde incelenmelidir. Böylelikle 

hemostatik ajanın   etki mekanizmaları moleküler seviyede tamamen çözülecektir. 

Yapılan çalışmalarda hemostatik ajanın etkilediği önemli kanser hedefleri, 

belirteçleri tek tek incelenerek hemostatik ajan ile  hangi yolak üzerinde ne kadar 

etkinlik gösterdiği belirlenmelidir.  Hemostatik ajanın  uygulandığı  in vitro 

çalışmalardan sonra in vivo çalışmalar da  araştırılmalıdır.  Hemostatik ajanın   tek 
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başına gösterdiği çoğalmayı durdurucu etki yanında  antikanserojen ilaçlarla 

birlikte gösterebileceği sinerjik etki incelenmelidir. Böylelikle olası yeni kanser 

tedavi kürleri belirlenebilecek ve tedavi amaçlı olarak klinik çalışmalarda 

kullanılabilecektir.  
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 EKLER 

Ek 1. 80 μg CaCo2 kolon kanseri hücresi ile yapılan analizlerde elde edilen 

proteinleri 

Protein Gen Peptit sayısı
Titin TTN 38 

Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 36 
Actin, cytoplasmic 2 ACTG1 28 
Actin, cytoplasmic 1 ACTB 28 

Heat shock cognate 71 kDa protein HSPA8 27 
Elongation factor 2 EEF2 25 

Heat shock protein HSP 90 
-alpha 

HSP90AA1 25 

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 TUBA1B 21 
Pyruvate kinase PKM PKM 20 

Transketolase TKT 20 
Tubulin alpha-1C chain TUBA1C 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 ACTC1 17 
Alpha-actinin-4 ACTN4 17 

Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA 16 
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 16 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 16 
14-3-3 protein beta/alpha YWHAB 15 
Creatine kinase B-type CKB 15 

Rab GDP dissociation inhibitör 
Beta 

GDI2 15 

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 ANXA5 13 

Importin subunit beta-1 KPNB1 13 
Alpha-actinin-1 ACTN1 13 

78 kDa glucose-regulated protein HSPA5 13 
Glutathione S-transferase P GSTP1 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 HSPA1B 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 SYNE1 10 
Cofilin-1 CFL1 9 
Profilin-1 PFN1 9 

Tubulin beta-8 chain TUBB8 9 
Chloride intracellular channel protein1 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 TALDO1 8 
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBA1 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 DNAH5 8 



 
	

	

Uncharacterized protein C2orf16 C2orf16 8 
Thioredoxin TXN 7 

Phosphoglycerate mutase 1 PGAM1 7 
Elongation factor 1-gamma EEF1G 7 
Tropomyosin alpha-3 chain TPM3 7 

Malate dehydrogenase, cytoplasmic MDH1 7 
Heat shock 70 kDa protein 6 HSPA6 7 

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 IQGAP1 7 
Importin-5 IPO5 7 

Protein FAM208B FAM208B 7 
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A EIF3A 7 

Unconventional myosin-XVIIIb MYO18B 7 
Desmoplakin DSP 7 

Apolipoprotein B-100;Apolipoprotein B-48 APOB 7 
Rho-associated protein kinase 1 ROCK1 7 

Myosin-13 MYH13 7 
Protein piccolo PCLO 7 
Alpha-actinin-3 ACTN3 7 

E3 ubiquitin-protein ligase 
HERC2 

HERC2 7 

Protein sidekick-2 SDK2 7 
Ryanodine receptor 3 RYR3 7 

Golgin subfamily B member 1 GOLGB1 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 

member B 
ANP32B 6 

Nucleoside diphosphate kinase A NME1 6 
14-3-3 protein gamma YWHAG 6 

Plastin-3 PLS3 6 
Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 6 

Ezrin EZR 6 
Epiplakin EPPK1 6 

Low-density lipoprotein receptor-related protein 1B LRP1B 6 
X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5 6 

NADP-dependent malic enzyme ME1 6 
Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange 

protein 2 
ARFGEF2 6 

Down syndrome cell adhesion molecule-like protein 1 DSCAML1 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 MYH10 6 
Myosin-4 MYH4 6 

Dynein heavy chain 6, axonemal DNAH6 6 
Centromere protein F CENPF 6 

Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial GLUD1 6 
Endoplasmin HSP90B1 6 

Protein disulfide-isomerase P4HB 6 
Histone-lysine N-methyltransferase 2D KMT2D 6 

Treslin TICRR 6 
Dynein heavy chain 10, axonemal DNAH10 6 

Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3 6 
Myosin-3 MYH3 6 

High mobility group protein B1 HMGB1 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 SERPINH1 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 Rho-GAP domain, ANK repeat and PH 
domain-containing protein 2 

ARAP2 5 

Protein basson BSN 5 
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 

[isomerizing] 1 
GFPT1 5 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 USP5 5 
Myosin-binding protein C, cardiac-type MYBPC3 5 

Vinculin VCL 5 
Villin-1 VIL1 5 

Cytoskeleton-associated protein 5 CKAP5 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 SPTBN1 5 

RB1-inducible coiled-coil protein 1 RB1CC1 5 
E3 ubiquitin-protein ligase MYCBP2 MYCBP2 5 
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DYNC1H1 5 

Unconventional myosin-Va MYO5A 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 PKD1L1 5 

Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3 ASCC3 5 
Dedicator of cytokinesis protein 2 DOCK2 5 

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 5 CHD5 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 BMS1 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 ANKRD12 5 

Metabotropic glutamate receptor 4 GRM4 5 
Polycystic kidney disease protein 1-like 3 PKD1L3 5 

Coatomer subunit beta COPB1 5 
Separin ESPL1 5 

E3 ISG15--protein ligase HERC5 HERC5 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 

member A 
ANP32A 5 

Myotubularin-related protein 5 SBF1 5 
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator-related protein 1 
PPRC1 5 

MORC family CW-type zinc finger protein 1 MORC1 5 
Band 4.1-like protein 4A EPB41L4A 5 

Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-Y USP9Y 5 
Serine protease inhibitor Kazal-type 5 SPINK5 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 
exchanger 2 protein 

PREX2 5 

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 NAP1L1 4 

Eukaryotic translation initiation factor 5A-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 FLT1 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 ATP1A1 4 

Microtubule-associated tumor suppressor candidate 2 MTUS2 4 
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 1 SHANK1 4 

T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 4 
Glycosyltransferase-like protein LARGE1 LARGE 4 
Coiled-coil domain-containing protein 151 CCDC151 4 

Zinc finger protein 518A ZNF518A 4 
Sushi, von Willebrand factor type A SVEP1 4 

Proto-oncogene vav VAV1 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 ACIN1 4 

Glutathione S-transferase omega-1 GSTO1 4 
Early endosome antigen 1 EEA1 4 

General transcription factor II-I repeat domain-containing 
protein 1 

GTF2IRD1 4 

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 MDN1 4 

Germinal-center associated nuclear protein MCM3AP 4 
Adenylate cyclase type 10 ADCY10 4 
Laminin subunit alpha-5 LAMA5 4 

Dynein heavy chain 14, axonemal DNAH14 4 
Centrosome-associated protein CEP250 CEP250 4 



 
	

	

DNA replication licensing factor MCM7 MCM7 4 
Unconventional myosin-X MYO10 4 
Laminin subunit gamma-1 LAMC1 4 

Cullin-4A CUL4A 4 
Tubulin polyglutamylase TTLL6 TTLL6 4 

Acylamino-acid-releasing enzyme APEH 4 
Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L ASH1L 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 KIAA0556 4 

Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic TXNRD1 4 
Inactive phospholipase C-like protein 1 PLCL1 4 

Unconventional myosin-IXa MYO9A 4 
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated 

protein 1 
PRPSAP1 4 

Probable E3 ubiquitin-protein ligase HERC1 HERC1 4 
Neurobeachin-like protein 1 NBEAL1 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 

lysine-20 specific 
NSD1 4 

Lysine-specific demethylase 3B KDM3B 4 
Zinc finger and BTB domain-containing protein 11 ZBTB11 4 

Round spermatid basic protein 1-like protein RSBN1L 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 MYO5B 4 
Pleckstrin homology domain-containing family G 

member 4B 
PLEKHG4B 4 

Mucin-16 MUC16 4 
Protein disulfide-isomerase A6 PDIA6 4 
Centrosomal protein of 57 kDa CEP57 4 

cTAGE family member 5 CTAGE5 4 
Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X USP9X 4 

Zinc finger and BTB domain-containing protein 38 ZBTB38 4 
Caldesmon CALD1 4 

Extracellular matrix protein FRAS1 FRAS1 4 
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase kappa PTPRK 4 

Myotubularin-related protein 12 MTMR12 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 POLR1A 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 NEK5 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 SMC1B 4 
Histone-lysine N-methyltransferase 2B KMT2B 4 

Uncharacterized protein C6orf118 C6orf118 4 
Thyroid receptor-interacting protein 11 TRIP11 4 

Myosin-14 MYH14 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 LAMA2 4 
Collagen alpha-5(VI) chain COL6A5 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 HSPE1 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 MYO7B 4 
Cyclin-dependent kinase 13 CDK13 4 

Vacuolar protein sorting-associated protein 13D VPS13D 4 
Brefeldin A-inhibited guanine nucleotide-exchange 

protein 3 
ARFGEF3 4 

Leucine zipper putative tumor suppressor 1 LZTS1 4 
Zinc finger protein Rlf RLF 4 

EF-hand calcium-binding domain-containing protein 6 EFCAB6 4 



 
	

	

40S ribosomal protein S9 RPS9 4 
DmX-like protein 1 DMXL1 4 

Pro-neuregulin-2, membrane-bound isoform;Neuregulin-
2 

NRG2 4 

SPATS2-like protein SPATS2L 4 
Collagen alpha-1(XI) chain COL11A1 4 

Histone acetyltransferase KAT6A KAT6A 4 
RAD51-associated protein 2 RAD51AP2 4 

Zinc finger homeobox protein 3 ZFHX3 4 
Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5 4 

Kinectin KTN1 4 
Dynein heavy chain 3, axonemal DNAH3 4 

Adenylate cyclase type 3 ADCY3 4 
Insulinoma-associated protein 2 INSM2 4 

FERM, RhoGEF and pleckstrin domain-containing 
protein 1 

FARP1 4 

Protein SOGA1;N-terminal form; SOGA1 4 
Triple functional domain protein TRIO 4 

Protein PRR14L PRR14L 4 
Basement membrane-specific heparan sulfate 

proteoglycan core protein 
HSPG2 4 

Zinc finger transcription factor Trps1 TRPS1 4 
Exophilin-5 EXPH5 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 UBA52 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 MPHOSPH8 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 

KCNQ3 3 

Elongation factor 1-delta EEF1D 3 
Immunoglobulin superfamily member 22 IGSF22 3 

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 
regulatory subunit delta isoform 

PPP2R5D 3 

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

containing protein SSC5D 
SSC5D 3 

Melanopsin OPN4 3 
Myosin-15 MYH15 3 

Sperm-associated antigen 17 SPAG17 3 
Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1 PIEZO1 3 

Guanine nucleotide exchange factor for Rab-3A RAB3IL1 3 
Actin-related protein 3 ACTR3 3 

Peroxiredoxin-2 PRDX2 3 
Nuclear receptor-interacting protein 3 NRIP3 3 

Obg-like ATPase 1 OLA1 3 
Importin subunit alpha-1 KPNA2 3 
Obscurin-like protein 1 OBSL1 3 

Pyridoxal kinase PDXK 3 
Protocadherin-15 PCDH15 3 

T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 3 
ATP-dependent RNA helicase DQX1 DQX1 3 

Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, 
muscle-specific form 

NACA 3 

Coiled-coil domain-containing protein 124 CCDC124 3 
Mis18-binding protein 1 MIS18BP1 3 

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa 
regulatory subunit A alpha isoform 

PPP2R1A 3 

Centromere protein J CENPJ 3 
Patched domain-containing protein 2 PTCHD2 3 

Coatomer subunit gamma- 
1 

COPG1 3 

Importin-7 IPO7 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 CDH17 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 MYO1C 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 ZKSCAN1 3 

Spermatogenesis-associated protein 31E1 
 

SPATA31E1 3 

WD repeat and FYVE 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 GOT1 3 
Protein FAM160A1 FAM160A1 3 

WD repeat-containing protein 44 WDR44 3 
Meckel syndrome type 1 protein MKS1 3 
Disks large-associated protein 1 DLGAP1 3 

Rab11 family-interacting protein 5 RAB11FIP5 3 
Kinase D-interacting substrate of 220 kDa KIDINS220 3 

Collectin-12 COLEC12 3 
Probable global transcription activator SNF2L2 SMARCA2 3 
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 CAND1 3 

Voltage-dependent T-type calcium channel subunit 
alpha-1I 

CACNA1I 3 

Protein FAM83G FAM83G 3 
Gigaxonin GAN 3 
Periplakin PPL 3 

Zinc finger protein 43 ZNF43 3 
PAB-dependent poly(A)-specific ribonuclease subunit 

PAN2 
PAN2 3 

Leucine-rich repeat and coiled-coil domain-containing 
protein 1 

LRRCC1 3 

NK-tumor recognition protein;Putative peptidyl-prolyl 
cis-trans isomerase 

NKTR 3 

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 BRWD1 3 
Mdm2-binding protein MTBP 3 

Hephaestin HEPH 3 
Ankyrin repeat domain-containing protein 30B ANKRD30B 3 

TRPM8 channel-associated factor 1 TCAF1 3 
Ankyrin-2 ANK2 3 



 
	

	

Tau-tubulin kinase 2 TTBK2 3 
A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 

motifs 12 
ADAMTS12 3 

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 YTHDF2 3 

Protein KIAA0100 KIAA0100 3 
Uridine-cytidine kinase 2 UCK2 3 

Glypican-4;Secreted glypican-4 GPC4 3 
Voltage-dependent P/Q-type calcium channel subunit 

alpha-1A 
CACNA1A 3 

Mitochondrial fission factor MFF 3 
Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 18 GALNT18 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 FBXW10 3 
Forkhead-associated domain-containing protein 1 FHAD1 3 

F-box/WD repeat-containing protein 11 FBXW11 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 UCHL1 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 
LOC101930

165 
3 

DNA replication licensing factor MCM3 MCM3 3 
Piwi-like protein 1 PIWIL1 3 

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

chain;MAP1 light chain LC1 
MAP1B 3 

Cardiomyopathy-associated protein 5 CMYA5 3 
Prickle-like protein 2 PRICKLE2 3 

Junction-mediating and -regulatory protein JMY 3 
Stathmin STMN1 3 

Importin-9 IPO9 3 
Ankyrin-3 ANK3 3 

Retinal-specific ATP-binding cassette transporter ABCA4 3 
Rab11 family-interacting protein 4 RAB11FIP4 3 

THO complex subunit 2 THOC2 3 
Peroxisomal NADH pyrophosphatase NUDT12 NUDT12 3 
Sterile alpha motif domain-containing protein 15 SAMD15 3 

E3 ubiquitin-protein ligase HECTD1 HECTD1 3 

MARVEL domain-containing protein 2 
MARVELD

2 
3 

Coiled-coil domain-containing protein 171 CCDC171 3 
Cell division cycle 5-like protein CDC5L 3 

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 EIF4G1 3 
Liprin-beta-1 PPFIBP1 3 

Biorientation of chromosomes in cell division protein 1-
like 1 

BOD1L1 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 CCDC88A 3 
Rho GTPase-activating protein 22 ARHGAP22 3 

DNA topoisomerase 2-beta TOP2B 3 
Protein PRRC2B PRRC2B 3 
Protein FAM83H FAM83H 3 

Ryanodine receptor 2 RYR2 3 
Laminin subunit alpha-3 LAMA3 3 

FERM and PDZ domain-containing protein 1 FRMPD1 3 
Uncharacterized protein CXorf23 CXorf23 3 

Potassium voltage-gated channel subfamily C member 1 KCNC1 3 
Transient receptor potential cation channel subfamily M TRPM2 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 PTPDC1 3 
Inactive serine/threonine-protein kinase TEX14 TEX14 3 

Protein CASC5 CASC5 3 
A-kinase anchor protein 9 AKAP9 3 

Teneurin-4 TENM4 3 
Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog B PDS5B 3 

Mucin-5AC MUC5AC 3 
Leucine-rich repeat and IQ domain-containing protein 3 LRRIQ3 3 

Alpha-mannosidase 2 MAN2A1 3 
Hemicentin-1 HMCN1 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(58)-N(1))-methyltransferase, 

mitochondrial 
TRMT61B 3 

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 NOL8 3 

Zinc finger protein 777 ZNF777 3 
Schlafen family member 12 SLFN12 3 

Rho GTPase-activating protein 4 ARHGAP4 3 
Sialic acid-binding Ig-like lectin 11 SIGLEC11 3 
Neural cell adhesion molecule L1 L1CAM 3 

Testis- and ovary-specific PAZ domain-containing 
protein 1 

TOPAZ1 3 

Rab5 GDP/GTP exchange factor RABGEF1 3 
Nebulette NEBL 3 

Golgin subfamily A member 8B subfam GOLGA8B 3 
T-box transcription factor TBX2 TBX2 3 

Structural maintenance of chromosomes protein 1A SMC1A 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 
RAG1 

RAG1 3 

Fibrocystin PKHD1 3 
Spatacsin SPG11 3 



 
	

	

Regulator of nonsense transcripts 2 UPF2 3 
Coiled-coil domain-containing protein 82 CCDC82 3 

PAX3- and PAX7-binding protein 1 PAXBP1 3 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex 

subunit 7 
NDUFB7 3 

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-
containing subunit alpha 

PIK3C2A 3 

Transcription factor TFIIIB component B homolog BDP1 3 
Coiled-coil domain-containing protein 73 CCDC73 3 

Putative RNA-binding protein 
15 

RBM15 3 

Transmembrane protein 131-like KIAA0922 3 
Testis-specific gene 10 protein TSGA10 3 

Ankyrin repeat domain-containing protein 
36A 

ANKRD36 3 

Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase 
substrate 

HGS 3 

Ankyrin repeat domain-containing protein 13D ANKRD13D 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 BAZ1A 3 
Spermatogenesis-associated protein 31D1 
spermatogenesis-associated protein 31D3 

SPATA31D
1 

3 

Dynamin-3 DNM3 3 
Zinc finger protein 133 ZNF133 3 

Cysteine-rich protein 2-binding protein CSRP2BP 3 
Glypican-1;Secreted glypican 

-1 
GPC1 3 

Myomegalin PDE4DIP 3 
Cytoskeleton-associated protein 2-like CKAP2L 3 

Neurobeachin-like protein 2 NBEAL2 3 
Copine-1 CPNE1 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 repeat-containing protein 1;HEAT repeat-

containing protein 1, N-terminally processed 
HEATR1 3 

Solute carrier family 12 member 5 SLC12A5 3 
Protein ZGRF1 ZGRF1 3 

Integrator complex subunit 1 INTS1 3 
Nuclear pore complex-interacting protein family member 

B5 
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 EF-hand domain-containing 
protein 1 

ZZEF1 3 

Myotubularin-related protein 11 MTMR11 3 
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 PSMD3 3 

Splicing factor 3A subunit 1 SF3A1 3 
Zinc finger protein 707 ZNF707 3 

Protein PAT1 homolog 2 PATL2 3 
Plastin-2 LCP1 3 

Dynein heavy chain 8, axonemal DNAH8 3 
Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1 3 

Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic ACAT2 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 

 
MDH2 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;Soluble RET kinase fragment; 

RET 3 

Serine/threonine-protein kinase N1 PKN1 3 
PHD and RING finger domain-containing protein 1 PHRF1 3 

Little elongation complex subunit 2 ICE2 3 
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 HSD17B10 3 

Unconventional myosin-If MYO1F 3 
Probable helicase senataxin SETX 3 

Hepatoma-derived growth factor HDGF 3 
Ral guanine nucleotide dissociation stimulator RALGDS 3 

Uncharacterized protein C9orf84 C9orf84 3 
cAMP-specific 3,5-cyclic phosphodiesterase 4C PDE4C 3 
Probable E3 ubiquitin-protein ligase TRIML2 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 
Wee1-like protein kinase WEE1 3 

Uncharacterized protein KIAA1210 KIAA1210 3 
Heparin cofactor 2 SERPIND1 3 

Uncharacterized protein KIAA0753 KIAA0753 3 
Integrin alpha-11 ITGA11 3 

Centlein CNTLN 3 
Transmembrane protein 232 TMEM232 3 

Lysine-specific demethylase 5C KDM5C 3 
Plexin-D1 PLXND1 3 

Protein disulfide-isomerase A2 PDIA2 3 
Autophagy-related protein 2 homolog B ATG2B 3 

Protein GREB1 GREB1 3 
Kinetochore-associated protein DSN1 homolog DSN1 3 

Antigen KI-67 MKI67 3 
Nitric oxide synthase, brain NOS1 3 

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A DNMT3A 3 
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 DDX6 3 

Kinesin-like protein KIF1C KIF1C 3 
Plakophilin-4 PKP4 3 

Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly protein PICALM 3 
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 

regulatory subunit beta isoform 
PPP2R5B 3 

Serine/threonine-protein kinase Nek1 NEK1 3 
Neuralized-like protein 4 NEURL4 3 

Structural maintenance of chromosomes protein 2 SMC2 3 
UPF0160 protein MYG1, mitochondrial C12orf10 3 

Utrophin UTRN 3 
Protein kinase C epsilon type PRKCE 3 

ATP-binding cassette sub-family D member 1 ABCD1 3 
Ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 2 RGL2 3 

Kinetochore-associated protein NSL1 homolog NSL1 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 MYO15A 3 
Cytosolic carboxypeptidase 

2 
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 COL3A1 3 
Lysosomal-trafficking regulator LYST 3 

Lon protease homolog, mitochondrial LONP1 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 CNOT1 3 

Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMA1 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 PRDM2 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 MYO1D 3 

TBC1 domain family member 21 TBC1D21 3 
DNA helicase INO80 INO80 3 

Canalicular multispecific organic 2 ABCC3 3 
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