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1. OZET

PROSTAT KANSERINDE iDRAR PROTEOM PROFILIi

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

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

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

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

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

ulagilmistir.

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

Proteomiks, Prostat Kanseri



2. ABSTRACT

URINE PROTEOM PROFILE iN PROSTATE CANCER

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

biomarker studies to be exercised.

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

and 5 proteins in the control group.

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

data.

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



3. GIRIS VE AMAC

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

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

proteinlerine ilgi duyulmaya baslanmistir (4).

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

biyolojisini daha iyi anlamamizi hedefleyen bir kavramdir (6).

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

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



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

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

onemini artirmistir (7).

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

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

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

rolii arastirir (9).

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

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



giintimiizde hastaliga spesifik biyobelirte¢ bulunmasinda etkin bir yontem olarak kabul

edilmektedir (1).

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

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

almistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Proteomiks

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

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

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

(8).

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

daha kolay aciklanabilecegi agiklik kazand1 (18, 19).

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

aragtirmalara yilda milyon dolarlar harcanmakta fakat istatistiksel degerlendirmeler



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

iiretebilecek ileri teknolojiler gelistirilmistir (20).

4.2. Proteomiks Calismalarinda Kullanilan Metodlar

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

ile hasta doku ve s1vidaki protein ekspresyonu karsilastirilir.

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

kesfedilen biyo-belirte¢lerin kullanildig1 protein microgip teknolojisidir.

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

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

4.2.1. Pre-fraksiyonlama

Kompleks proteomda bulunabilecek protein bilesenlerinin sayisini arttirmak

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



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

kromatografik ve elektoforetik yontemler kullanilmaktadir (21).

4.2.2. Protein Ayristirma

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

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

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

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

Protein tanimlama yontemi olarak kiitle spektrometresi (MS) yaygin olarak

kullanilmaktadir. Bir kiitle spektrometresinin iki ana bileseni vardir; Iyonizasyon



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

4.2.3. Kiitle Spektrometresi

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

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

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

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



IYON
KAYNAGI

KUTLE
ANALIZORU

DEDEKTOR

Sekil 4.2.3. Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenlerinin sematik gdsterimi.

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

analizoriine yollanir (27).

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

ion cyclotron (FTMS) analizorleridir (23).

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

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

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

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

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

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

Iiyon kaynagi : : Kiitle analizorii

Ornekleme konisi

Sivi

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

Sekil 4.2.4.1. Numunenin ESI sistemine girisi ve iyonizasyon siireci

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

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

kullanilmaktadir (23).

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

gore ayristirilir (Sekil 4.2.4.3).

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

Carpigsma hiicresi

al

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

fragmanlar taranarak tandem kiitle spektrumu olusturulur.

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

Carpigma hiicresi

O‘l \qZ 03

E/ﬁ [l fv\“ilm

Omek plagi

— | N

vl

Reflektor

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

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

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

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

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

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

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

degildir.

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

agirliklarinin farkina gore peptid sekansi tanimlanir (21).

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

baglanma egilimi proteinlerin izoelektrik noktalarina bagli olarak degisir.

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

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

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

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

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

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

oldugunca az sayida degiskene sahip olmas1 gerekmektedir.

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

gecerlilik kazanmamaigtir (34).
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4.3. idrar ve Ozellikleri

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

tagimaktadir.

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

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

4.3.1. Idrar Numunesinin Tipleri

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

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

numunesidir.

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

icinde toplar. Boylece 24 saatlik idrar toplanmis olur.

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

asit ile asidifiye edilmelidir.

4.3.2. Idrar Numunesinin Toplanmasi

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

olur. Bu da testin dogru degerlendirilmesini etkiler.

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

olarak verilmelidir.

4.3.3. idrarin Fiziksel Ozellikleri ve Analizi

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

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

sebepleridir.

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

durumlar, ilaglar ve gidalar idrarda renk degisikliklerine neden olabilir.

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

kokusu)

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

oligiiriye neden olur (32).

4.3.4. Idrarin Kimyasal Analizi

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

(32).

19



4.3.5. idrarda Protein Tayini

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

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

4.3.5.1. idrarda Protein Elektroforezi

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

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

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

myoglobiniiri bu grupta sayilabilir.

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

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

getirir (32).

4.3.5.2. 24 Saatlik Protein Atilim

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

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

4.3.5.3. Spot idrar Numunelerinde Albumin-Kreatinin Oram

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

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

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

edilmektedir (1).

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

idrarin rengini ve diger 6zelliklerini tanimlamist1 (35).

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

tanimlanmasina izin verebilir (36-37).

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

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

engel olmaktadir (40).

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

acikca gosterilmistir (41).

1. Plazma proteinleri

2. Plazma bilesenlerinin
glomeriiler filtrasyonu

3. Glomeriiler

Glomerulus
s ; proteinler

Tiibiiller

4. Tiibiiler
emilim/
modifikasyon/
sekresyon

5.idrar
Idrar proteinleri

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

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

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

%1’lik diger proteinleri maskelemektedirler (4).

4.4.1. Kullanilabilecek Yontemler

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

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

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

kilmaktadir (43).

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

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

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

temelde 3'e ayrilir: sabah ilk idrar1, spot idrar ve belli bir zamanda istenen idrar 6rnegi.

24



Protein ekskresyonunun (atilim1) incelenmesi i¢in kullanilabilecek en uygun idrarin
hangisi oldugu ile ilgili biiyiik bir tartisma vardir. Cogu idrar proteomiksi derleme

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

4.5. Prostat Kanseri

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

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

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

(45).

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

biyobelirte¢ panelinin gelistirilmesi gereklidir (46-48).

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

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

engel olarak goriilmektedir.

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

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

4.5.1. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

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

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

4.5.2. Prostat Kanseri Gelisimi

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

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

birlikte goriilmesi bu durum i¢in bir kanittir.

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

benign hastaliktir ve insidansi yasla birlikte artmaktadir (49).

4.5.3. Prostat Kanseri Taramasi ve Tani

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

saptanmasinda etkilidir (21).

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

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

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

gosterilmistir (53).

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

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

Prostat Kanseri Yol Haritas1 Ekim 2015
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4.5.4. Proteomik Teknolojileri ve Prostat Kanserinde Uygulamalari

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

biyolojisini daha iyi anlamamizi1 hedefleyen gorece olarak yeni bir kavramdir.

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

kendini protein seviyesinde ortaya ¢ikarmaktadir.

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

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

4.6. Prostat Kanserinde idrarda Bakilan Belirtecler:

Normal idrarda giiniimiizde proteomik analizi ile 2500 protein tespit edilmistir.
Bu proteinlerden iiriner PSA, Timozin P15, Uriner Transferrin, S100 Kalsiyum
Baglayic1 Protein, Matrix Metallopr