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OZET

Anahtar kelimeler: Prostat kanser, LC-MS-MS, proteomiks.

Prostat kanseri (PCa) tiim diinyada erkeklerde en ¢ok goriilen kanser tiirlerinden biri
olup biiyiik oranda 6liimle sonuglanmaktadir. Prostat kanserinin tanisi, genel olarak
parmakla rektal muayeneye (PRM), serum PSA (Prostat spesifik antijen) dlgiimiine
ve biyopsiye dayanmaktadir. PSA'nin en biiyilk dezavantaji, yanlis negatif veya
yanlis pozitif test sonuclarina yol agmasidir. Biyopsi, hastalar tarafindan organ ve
dokularinin  hasar gormesine sebep olabilir endigesi ile tercih edilmek
istenmemektedir. Bu ¢alismada ise LC-MS-MS teknigi kullanilarak invazivtekniklere
alternatif olacak sekilde prostat kanseri tanisinda kullanilabilecek biyobelirtegler
belirlenmistir.

Steril tiiplerde uygun sartlarda muhafaza edilen saglikli ve prostat kanserli idrar
orneklerine aseton ¢oktiirme teknigi uygulanarak proteinlerin saflagtirilma islemi
yapilmistir. Bu asamadan sonra filtre yardimli 6rnek hazirlama teknigi kullanilarak
proteinlerin enzimatik pargalanmasi gerceklestirildi. Elde edilen peptitler LC-MS-
MS cihazi ile analiz edilerek protein profilleri karsilikli olarak incelendi. Hastalik ile
iligkili olabilecek up-regiile ve down-regiile olmus proteinler saptandi. Bulunan
anlamli proteinler i¢in string yolak analizi yapilarak bu proteinlerin birbirleri ile olan
iliskilerinin yanisira, molekiiler fonksiyonlari, hiicresel, biyolojik ve reaksiyon
prosesleri incelendi. Ingenuity Pathways Analysis (IPA) programi ile iki grup
arasinda anlamli olarak belirlenen proteinler incelendi ve prostat kanserle iligkili olan
Pyruvate kinase PKM ve Kallikrein-11 proteinleri biyobelire¢ adaylari olarak tespit
edildi. Elde edilen bu sonuglar umut vadedici bir 6n ¢alisma olup, belirlenmis olan
biyobelirteglerin dogrulanmasi1 asamasindan sonra LC-MS-MS tekniginin klinikte
uygulanabilir olabilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Bu teknik ile idrardan prostat kanseri
teshisinin kisa stirede ve yliksek dogrulukla yapilabilir duruma gelmesi kanserlerin
hizli bir sekilde teshis edilerek, basarili tedavi programlarmin olusturulmasi
agisindan 6nem arz etmektedir.



INVESTIGATION OF PROTEOM PROFILES IN PROSTATE
CANCER WITH LC-MS-MS

SUMMARY

Keywords: Prostate cancer, LC-MS-MS, proteomics.

Prostate cancer (PCa) is one of the most common cancer types observed in males
around the worldwide and resulted in death in large proportions. The diagnosis of
prostate cancer is based mainly on digital rectal examination, serum PSA (prostate
specific antigen) measurement and biopsy. The biggest disadvantage of PSA is that it
leads to false negative or false positive test results. Biopsy is not intended to be
preferred with concerns that it may cause damage to organs and tissues by patients.
In this study, biomarkers were determined to diagnose prostate cancer as an
alternative to invasive techniques using LC-MS-MS.

The proteins obtained from the urines of healthy and prostate cancer specimens were
purified by applying acetone precipitation technique which had been kept in sterile
tubes. After this step, by using the filter assisted sample preparation technique, the
proteins were firstly broken up into the peptides by enzymatic digestion prior to MS
analysis. The obtained peptides were analyzed by using LC-MS-MS and the protein
profiles were examined mutually. The up-regulated and down-regulated proteins
which may be associated with the cancer disease were detected. For the detected
significant proteins, in addition to the relationship of these proteins to each other, the
molecular functions, cellular, biological and reaction processes were investigated by
string pathway analysis. Significant proteins between the two groups by Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) program were examined. Pyruvate kinase PKM and
Kallikrein-11 proteins associated with prostate cancer were detected as biomolecular
candidates. These results are very promising as a preliminary study, and LC-MS-MS
technique is crucial to be clinically feasible after the validation phase of identified
biomarkers. With this technique, the diagnosis of prostate cancer from urine in a
short time and with high accuracy is very important in terms of establishing
successful treatment programs by rapidly diagnosing cancers.

Xi



BOLUM 1. GIiRiS

Erkek iireme sisteminde, prostat, rektumun Oniindeki mesanenin altinda yer alan,
idrar akimin1 saglayan tiretra (idrar yolu) tarafindan ¢evrilmis sekil ve boyut olarak
cevize benzeyen kiiciik bir salgi bezdir. Basglica islevleri seminal sivinin {iretilmesine
ve depolanmasina yardimci olmaktir. Spermay1 igeren sivilarin yaklasik % 20'si

prostat icindeki kiigiik bezlerden olusur (Unal ve ark., 2017).

Prostat bezlerinde hiicre mutasyonu siireci prostat kanserine neden olmaktadir.
Prostat kanseri (PCa) diinya capinda en yaygn goriilen ikinci kanserdir ve
Tiirkiye’de mide kanserinden sonra lgiincli sirada yer almaktadir (Aydin, 2007
Frantzi ve ark., 2015).

Prostat kanserinin tanisi, parmakla rektal muayeneye (PRM), tarama yontemi olarak
kullanilan serum PSA (Prostat spesifik antijen) Olglimiine ve biopsiye

dayanmaktadir.

PRM, hizli, diisiik maliyet ve risk ve normal veya minimal diizeyde yiiksek PSA
seviyesine sahip erkeklerde kanser tespitine katkida bulundugu i¢in prostat kanseri
tanisinda halen temel teskil eder. PRM'nin tek basmna diisikk duyarliligi vardir, bu
nedenle tarama icin Onerilmez, ancak (PSA) testiyle birlikte kanser tespit etme

oranini arttirir (Tenke ve ark., 2007).

PSA'nin en biiylik dezavantaji, yanlis negatif veya yanlis pozitif test sonuglarina yol
acmasidir. Doktorlar 4.0 ng / mL'nin altinda tespit edilen PSA degerini normal olarak
tanimlarken, PSA seviyesi <4.0 ng / mL olan erkeklerin % 15,2'sinde prostat kanseri

teshis edilmistir. Yanlis pozitiflikler saglikli kisilere postat kanseri teshisi konmasina



neden olmasina neden olur Ve ardindan uzun siire hastalarin gereksiz yere tedavisi ve

izlenmesi yapilir.

Prostat kanseri tanisini tam olarak dogrulayan tek test biyopsidir. Bununla birlikte,
bir biyopsi yapilmadan Once, prostat ve iiriner sistem hakkinda daha fazla bilgi
toplamak icin birka¢ baska ara¢ kullanilabilir. Parmakla rektal muayene bir doktorun
prostat anormalliklerini tespit etmesine izin verebilir. Transrektal ultrason prostat
gorlntiisiinii olusturmak i¢in rektuma yerlestirilen bir prob tarafindan {iretilen
duyulamaz ses dalgalarini kullanir. Biyopsi kanseri gosteriyorsa, doktor kanserin
yayilip yayilmadigini veya ne kadar yayildigini belirlemek i¢in kemik taramalari, x-
isinlari,  bilgisayarli tomografi (BT) taramasi veya manyetik rezonans

goriintiileme (MR) gibi diger testleri isteyecektir.

Tiim bunlara ragmen biyopsi, hastalar tarafindan organ ve dokularmin hasar
gormesine sebep olabilir endisesi ile tercih edilmek istenmemektedir. Ayrica, bazi

hastalar tan1 testlerinin yapilmasi i¢in kan vermeyi tercih etmemektedirler.

Idrar ©6rnegi, tiikiiriik ©&rnegi gibi invaziv olmayan yani cerrahi miidahele
gerektirmeyen teshis prosediirleri viicuda mekanik olarak niifuz etmez, cilde zarar
vermez ve viicut bosluguna girmez ve biyolojik dokunun ¢ikarilmasina ihtiyag¢
duymazlar. Bu sayede teknigin gelistirlmesi ile birlikte kanser teshisinde invaziv
miidahelelere gerek duyulmamasi hedeflenmektedir. Biyolojik belirtecler, kiitle
spektroskopisi ile yapilan invaziv olmayan tanida kullanilabilecek umut vadedici
adaylardir (Nelen, 2007; Gamagedara ve Ma, 2011).

Cok asamali prostat kanseri ile iliskili belirteglerin tanimlanmasi olas1 nedenler ve
altta yatan mekanizmalar hakkinda daha bilimsel bir anlayis saglayacak ve tedaviyi

iyilestirmek i¢in gereken 6nemli bilgileri saglayacaktir.

"Proteomik" terimi ilk olarak 19901 yillarin sonlarinda ortaya ¢ikmis ve kiitle
spektrometresi (MS) temelli proteomik analizler, klinik biyoloji ve karmasik insan

hastaliklarint daha iyi anlayabilmek i¢in sistem biyolojisi alanlarinda ortaya ¢ikan
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onemli bir ara¢ olmustur. Proteomik teknigi yenilik¢i deneysel yaklasimlar,
hassasiyetteki gelismeler, c¢oziiniirlik ve kiitle analizorlerinin  dogrulugunun

gelistirilmesiyle hizla biiylimeye devam etmektedir (Goo ve Goodlett, 2010).

1990'larin baslarinda ilk defa idrarda protein tespiti ¢alismalar1 yapilmistir. 2004'te
Pieper ve ark. (Pieper ve ark., 2004) iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) kullanarak
idrarda yaklasik 1400 farkli nokta tespit etmistir. 1400 farkli nokta kiitle

spektrometresi ile analiz edilerek igerdigi 420 protein tespit edilmistir.

Sun ve ark. (2005) saglikli insan iiriner proteom profilini olugturmak igin tandem
kiitle spektrometresi (LC-MS-MS) ile birlestirilmis sivi kromatografi kullanarak 226
proteini Ui¢ farkli ayirma yontemiyle (1D jel, bunu takiben 1DLC ve 2DLC) tespit
etmislerdir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii LTQ-FT ve LTQ-Orbitrap kiitle spektrometrelerini
kullanarak, Adachi ve ark. (2006) tarafindan saglikli insan idrarinda 1534 protein
tespit edilmistir.

Li ve ark. (2010) 1310 protein teshis etmeyi basardiklari iki farkli yaklagim gelistirdi.
Bunlardan birincisi entegre ¢cok boyutlu sivi kromatografisi (IMD-LC) ve ikincisi ise
Yin-yang ¢ok boyutlu sivi kromatografisi (Yin-yang MDLC) tandem kiitle
spektrometrisidir. Bugiine kadar yapilan tiim ¢alismalarda, saglikli insan idrarinda

2000'den fazla protein tespit edilmistir (Shao ve ark., 2011).

Prostat kanseri i¢in idrara dayali tarama testlerinin baslica zorlugu, iyi performans
ozelliklerine sahip ve ayni zamanda idrar toplama ve isleme kolaylig1 saglayan bir
biyobelirte¢ bulmaktir. Serum prostat spesifik antijen dl¢timleri, prostat kanserinin
erken saptanmasi i¢in yaygin olarak kullanilir, ancak 6zgiilliigii yoktur. Bu nedenle

ek biyobelirte¢ arayisi hastaliin teshisi i¢in sarttir.

Bu ¢aligmanin amaci LC-MS-MS teknigi kullanilarak invaziv tekniklere alternatif
olacak sekilde prostat kanseri tanisinda kullanilabilecek biyobelirteclerin
saptanmasidir. Prostat kanseri tanisinda kullanilabilecek biyobelirteclerin saptanmasi

ve dogrulanmasi ile birlikte bu teknigin klinikte uygulanabilirliinin gosterilmesi



calismanin en temel amaglarindan biridir. Kiitle spektroskopisi kullanilarak idrardan
prostat kanseri tanisi yapilabilmesi teshis siiresi ve kolaylig1 agisindan birgok avantaj
saglayacaktir. Bu dogrultuda saglikli ve prostat kanserli hastalardan alinan idrar
numuneleri LC-MS-MS cihazi ile analiz edilerek protein profilleri karsilikli olarak
incelenmigtir. Hastalik ile iliskili olabilecek up-regiile ve down-regiile olmus
proteinler saptanmistir. Bulunan anlamli proteinler i¢in string pathway analizi
yapilarak bu proteinlerin birbirleri ile olan iligkilerinin yanisira, molekiiler
fonksiyonlari, hiicresel, biyolojik ve reaksiyon prosesleri incelenmistir. Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) programi ile iki grup arasinda anlamli olarak belirlenen
proteinler incelenmis ve prostat kanserle iliskili olan Pyruvate kinase PKM ve

Kallikrein-11 proteinleri biyobelirteg adaylari olarak tespit edilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri tiim diinyada en cok goriilen kanser tiirlerinden biridir (Tefekli,
2012). Diinya genelinde her 100.000 kiside 25,3 kiside goriilen, iilkeler arasinda
biiyiik farklilik gostermekle birlikte erkeklerde ikinci en ¢ok goriilen kanser tiirtidiir.

Kanser ii¢ 6lgiimle ifade edilebilir; insidans, 6liim oram ve yayginlik. Insidans, bir
toplumda yilda bir kez meydana gelen yeni vakalarin sayisidir ve mutlak say1 veya
100.000 kisi basina bir oran olarak ifade edilebilir. Oliim orani, meydana gelen
Olimlerin sayisidir ve ayrica her yil her 100.000 kiside bir oran olarak ifade
edilebilir. Yayginlik ise belirli bir zaman zarfinda hastalig1 olan canli sayisidir. 2002
yilinda diinya c¢apinda 10,9 milyon yeni kanser vakasi tespit edildi, 6,7 milyon kisi

kanserden 6ldii ve 24,6 milyon kisi ise kanserle yasamaktadir (Parkin ve ark., 2005).

Prostat kanseri insidans1 kitalar arasinda (Sekil 2.1.) ve {ilkeden iilkeye
degismektedir (Sekil 2.2.). Insidans Amerika Birlesik Devletleri, Kanada,
Avusturalya, Yeni Zelanda Kuzey ve Dogu Avrupada yiiksektir. En diislik oran ise

Cin ve Asya’da goriilmektedir (Parkin ve ark., 2005).
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Sekil 2.1. Diinya ¢apinda prostat kanser vakalari (Ferlay ve ark., 2004)
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Sekil 2.2. Prostat kanser, yasin standarilize edildigi vaka ve her 100.000 de 6liim oranlar1 (Parkin ve ark., 2005)

Prostat kanseri tim kanser Oliimlerinin % 3,3’iinden sorumludur. 2004 yilinda
Avrupa’da yaklasik 85.000 erkek prostat kanserinden Olmiistiir ve bu say1 kanser
Olimlerinin % 5,8’ini ifade etmektedir. Avrupa Birligi'nde prostat kanserinden
Olenlerin yasam boyu (0-74 yas) riski 2004'te % 1,1 olarak belirlenmistir (Boyle ve
Ferlay, 2005). Kanser 6liim oranlari, gelismekte olan {ilkeler ile gelismis iilkeler
arasinda insidans hizlarina gore daha az farklilik gostermektedir. Erkekler icin
toplam kiimiilatif 6liim oran1 65 yasindan Once tiim kanserler i¢in % 18’dir (Ferlay
ve ark., 2004). Bu oran gelismis lilkelerde daha yiiksektir. Prostat kanserindeki
farkliligin bir kismi1 toplumdaki farkli yas gruplarindan kaynaklanmaktadir.

2.1.1. Tiirkiye’de iiriner sistem kanserlerinin goriilme sikhig

Ulkemizde kanser konusunda ilk diizenleme 1947 yilinda Tiirk Kanser Arastirma ve

Savas Kurumu’nun kurulmasiyla baglayan c¢alismalarda toplanan verilere
dayanmaktadir ve elde edilen veriler lilkemizde kanser vakalarinin goriilme sikliginin

her yil artmakta oldugunu gostermektedir. Sekil 2.3.’de 2000-2003 yillar1 aras1 ulusal



kanser goriilme siklig1 goriilmektedir. 2000 yilinda {ilkemizde kanser goriilme siklig1
yiiz binde 49,29; 2001°de 60,49; 2002°de 70,24 ve 2003’de 70,32 olarak tespit
edilmistir. Erkeklerde goriilen kanserler igerisinde prostat kanseri goriilme siklig1 yiiz

binde 14,01 dir. Akciger ve mide kanserinden sonra en sik goriilen kanser tiirii olarak

literatiire girmistir (Aydin, 2007).
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Sekil 2.3. 2000-2003 yillar arast ulusal kanser goériilme siklig1 (Aydin, 2007)

Sekil 2.4.de ayn1 yillarda cinsiyete gore kansergdriilme sikliklar1 goriilmektedir.
2000 yilinda kadinlarda yiiz binde 40,16, erkeklerde yiiz binde 58,18 olan kanser
goriilme sikligi, 2003 yilinda kadinlarda yiiz binde 58,55’¢, erkeklerde ise yliz binde
77,19’a yiikselmistir.
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Sekil 2.4. Ulusal Kanser Goriilme Sikliginin Cinsiyete Gore Dagilimi (Aydin, 2007)

Tablo 2.1.’de erkeklerde en sik goriilen 10 kanser tiirii sirasiyla goriilmektedir.
Akciger kanseri yiiz binde 19,20 goriilme siklig1 oraniyla birinci sirada yer alirken,

prostat kanseri mide kanserinden sonra tiglincii sirada yer almaktadir.



Tablo 2.1. Tirkiye’de erkeklerde en sik goriilen on kanser tiirii (2003) (Aydin, 2007)

Kanser Tipi Olgu Sayist % Insidens
Akciger 6828 24,22 19,20
Mide 2275 8,07 6,40
Prostat 2122 7,53 5,97
Mesane 2109 7,48 5,93
Deri 2006 7,12 5,64
Larinks 1324 4,70 3,72
Kolon 1240 4,40 3,49
Kemik iligi 1090 3,87 3,06
Beyin 923 3,27 2,60
Rektum 906 3,21 2,55
Diger 7366 26,13 20,71
Toplam 28189 100 79,26

Cinsiyet ayirimi olmaksizin yapilan siralama ise Tablo 2.2.°de verilmistir. Burada

prostat kenserinin goriilme siklig1 yiiz binde 4,30 ile ti¢lincii siray1 almistir.

Tablo 2.2. Tiirkiye’de en sik goriilen on kanser tiirii (2003) (Aydimn, 2007)

Kanser Tipi Olgu Sayist % Insidens
Akciger 7754 15,70 11,04
Meme 5828 11,80 8,30
Prostat 2122 4,30 5,97
Deri 3703 7,50 5,27
Mide 3448 6,98 4,91
Mesane 2400 4,86 3,42
Kolon 2247 4,55 3,20
Kemik iligi 1833 3,71 2,61
Beyin 1643 3,33 2,34
Rektum 1555 3,15 2,21
Diger 16854 34,13 24,00
Toplam 49387 100,00 70,32

Tablo 2.3.’de iirolojinin konusu olan kanserlerde olgularinin dagilimlar1 ve oranlar

gorilmektedir. Bu siralamada prostat kanseri ilk siray1 almaktadir.



Tablo 2.3. Urogenital sistem kanserlerinin dagilimi (2003) (Aydin, 2007)

Kanser Tipi Kod Erkék Kadl,n Toplellm
Sayt  Insidens Say1 Insidens Say1 Insidens

Prostat 61,9 2122 5,97 - - - -

Testis 62,0-62,9 475 1,34 - - - -
Bobrek 64,9 531 1,49 337 0,97 868 1,24
Bobrek Pelvisi 65,9 11 0,03 7 0,02 18 0,03
Ureter 66,9 14 0,04 4 0,01 18 0,03
Mesane 67-67,9 2109 5,93 291 0,84 2400 3,42

2.1.2. Prostat kanseri risk faktorleri

Prostat kanserine sebep olan faktorler heniiz kesin olarak tespit edilememistir. Prostat
kanseri muhtemel risk faktorlerinin bir kombinasyonunun sonucudur. Bu faktorler

yas, kalitimsal faktorler ve ¢evresel risk faktorleri olarak siniflandirilabilir.

Prostat kanser oraninin diger bir¢ok kanser tiirlerine gore yasa bagl olarak belirgin
sekilde arttig1 gozlenmistir. Otopsi ¢alismalari, histolojik kanserin yasla birlikte
arttigini, 50 yas iizerindeki erkeklerde %15-30 ve 80 yasin lizerindeki erkeklerde %
60- 70 arasinda degistigini gostermektedir (Pienta ve Esper, 1993).

50 yasin altindaki erkeklerde prostat kanseri vakasi az sayida goriilmektedir. Tiim
prostat kanseri vakalarinin dortte iicli 65 yas ve st erkeklerde goriilmektedir.
Oranlar yasa bagli olarak orantisal bir sekilde artmaktadir. Bu nedenle, daha yash
erkek niifusuna sahip iilkelerde goriilme orani daha yiiksektir. Prostat kanseri orani,
geligmis iilkelerde yeni vakalarin %19'una, gelismekte olan {ilkelerde ise sadece %

5,3’1line denk gelmektedir (Quinn ve Babb 2002).

Prostat kanseri risk faktorlerinden diger bir etmen olan kalitim, onemli bir risk
faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Birinci derece akrabada (baba, erkek kardes,
agabey) hastalik varsa hastalik riskinin en az iki kat arttii, iki veya daha fazla
akrabada bu hastaligin goriilmesi ile hastalik riskinin 5 ila 11 kat arttig1 belirlenmistir

(Steinberg ve ark., 1990; Gronberg ve ark., 1996).
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Prostat kanser insidansinda yiiksek farkliliklar farkli etnik gruplarda da
farkedilmigtir. Afrikan Amerikalilar benzer egtimli ve sosyo ekonomik gec¢mise
sahip olan beyaz Amerikalilara gore daha yiiksek insidans oranina sahitir (Baquet ve
ark., 1991). Sigara icimi, alkol tiikketimi, kadmiyum maruziyeti, meslek tipi,
enfeksiydz ajanlar, iyonlastirict radyasyon, mordtesi 11k, fiziksel aktivite, viicut
kiitle indeksi ve beslenme faktorleri genis anlamda ¢evresel risk faktorleri olarak ileri

stiriilmektedir (Nelen, 2007).

Kanser ile beslenme arasindaki iliski bir¢ok farkli calisma ile ortaya konmustur.
Diyette yiiksek miktarda hayvansal yaglarin bulunmasi prostat kanser riskinin
artmasinda onemli olabilir (Meyer ve ark., 1999). Diisik E vitamini, selenyum,
lignanlar ve izoflevonoidlerin alinmasi da diger etkileyici risk faktorleri icerisindedir
(Denis ve ark., 1999). Giines 1sinlarina maruz kalma siiresinin prostat kanserin
ilerleme riski ile ters iligkili oldugu belirtilmektedir. Giines 1sinin D vitamini
liretimini artirmasinin prostat kanserinde koruyucu etkisi oldugunu gosterilmistir

(Hanchette ve Schwartz, 1992).

2.1.3. Tam

Prostat kanseri tanisinda parmakla rektal muayene (PRM), Prostat spesifik antijen
(PSA) ve Transrektal ultrasonografi en ¢ok kullanilan tarama teknikleridir (Imai ve

ark., 1995).

2.1.3.1. Parmakla rektal muayene (PRM)

Parmakla rektal muayene (PRM) basit ve ucuz bir tarama testidir fakat hassasiyeti
transrektal ultrasonografiye gore daha diisiiktiir (Oesterling ve ark., 1995). Cogu
prostat kanseri periferik bolgede bulunur ve ancak hacmi 0.2 mL’den biiyiik

oldugunda PRM tarafindan tespit edilebilir (Richie ve ark., 1993).

PSA seviyesi 2 ng / mL den kii¢iik hastalarda PRM'nin pozitif prediktif degeri % 5
ile %30 arasindadir. Anormal PRM yiiksek Gleason skoru riski ile iligkilidir ve
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biyopsinin gerekliliginin bir gostergesidir (Okotie ve ark., 2007; Gosselaar ve ark.,

2008).

2.1.3.2. Prostat spesifik antijen

Prostat spesifik antijen (PSA) , yaklasik olarak 237 tane amino asit residiisiinden
olusan, yaklagik 26 kDa molekiil agirligmma sahip ve tek polipeptit zincirinden
meydana gelen ve insan sperm sivisinda 0.5-2 mg / mL seviyelerinde bulunan
proteolitik bir enzimdir (Lundwall ve Lilja, 1987; Schaller ve ark., 1987; Lundwall,
1989; Lilja, 1993; Clements ve Mukhtar, 1994).

PSA'nin serumdaki diizeyi FDA onayli bir prostat kanseri belirteci olmakla beraber
bir serum belirteci olarak kullanilmasi prostat kanseri tanisinda devrim yaratmistir

(Gittes, 1987; Stamey ve ark., 1987; Wolf ve ark., 2010).

PSA ilk olarak prostat dokusunda veseminal sivida izole edildikten sonra yapilan
calismalar sonucunda tiikriikk salgisinda, pankreas ve meme dokularinda da tespit

edilmistir (Acar ve Sanli, 2012).

Kanserin erken teshisi, nihai kontrolii ve oOnlenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. PSA
organlara 6zgii olmakla beraber benign prostat hipertrofisinde (BPH), prostatitte ve
diger kotii huylu olmayan durumlarda da miktar1 ytikselebildiginden dolay1 kanser
spesifik degildir Prostat kanseri ve BPH olan hastalarin tani, tedavi ve takip

siireclerinde siklikla kullanilmaktadir.

PSA gibi konvansiyonel tani stratejilerindeki ilerlemeler hastalifin tespitinde
ilerleme saglamis olsa da serum PSA konsantrasyonu prostat kanseri i¢in diistik bir
tanisal Ozgiilliige sahiptir ve bu da birgok gereksiz hasta biyopsisine neden
olmaktadir (Catalona ve ark., 1994; Acar ve Sanli, 2012; Wilt ve ark., 2014;
Waulfkuhle ve ark., 2003).
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PSA, prostat kanseri tanisinda kullanilan PRM ve Transrektal ultrasonografi gibi
tarama tekniklerine kiyasla daha iyi bir kanser belirleyicisidir (Catalona ve ark.,
1994). PSA prostat kanseri tanisinda tek basina yeterli olmadigindan dolay1 kesin
tanty1 olusturabilmek icin ¢esitli stratejiler arastirilmistir. Bunlart PSA yogunlugu,
PSA velositesi, yasa gore degisen PSA referans araliklari, serbest / toplam PSA
yiizdesi, PSA formlar1 ve Prostat Saglik Indeksi (PHI) testi olarak siralayabiliriz.
Bunlarin ortak amaglar1 yanlis-pozitif test sonuglarini azaltmaktir. Bu spesifisiteyi ve
pozitif prediktif degeri arttirir ve gereksiz biyopsileri azaltarak maliyeti diisiiriir

(McLaughlin ve Dryer, 2000).

PSA yogunlugu, serum PSA diizeyinin (tPSA) trans rektal ultrasonografi (TRUS) ile
belirlenmis prostat hacmine boliinmesidir. PSA yogunlugu ne kadar yiiksek olursa,
PCA’nin klinik agidan anlamlig1 da o kadar yiiksektir. Bu strateji ile biyopsi oranin
azaltilmasma ragmen degerleri ile de PSA yogunlugu ile elde edilen performansa
ulasilabilmektedir. Bu nedenle pratikte kullanilmamakla beraber akademik

arastirmalarda kullanilmaktadir.

PSA velositesi, toplam PSA (tPSA) hiz1 (ng/mL/y1l), tPSA’nin yillik mutlak artis1
olarak tanimlanmis. Serum PSA seviyesi 4-10 ng/mL arasinda olanlarda baslangigta
kanser tanisina yonelik 0,75 ng/mL/y1l artig olarak tanimlandi. Prostat kanserli
erkeklerin, prostat kanseri olmayan erkeklere gore prostat kanseri tanis1 konmadan
onceki yillarda daha hizli yiikselen serum PSA degerlerine sahip olduklar
gosterilmistir. Serum PSA degerleri yilda 0,75 ng/mL’den daha hizli yiikselen
erkeklerin prostat kanserine yakalanma risklerinin arttig1 diisliniilmektedir. Yiiksek
PSA velositesi, ancak birka¢ serum PSA analizinin 20 ayni1 laboratuvarda ve en az 18
aydan fazla stirelik birperiyot i¢inde yapildigi zaman anlamli sayilmalidir (Ayyildiz
ve Ayyildiz, 2014; McLaughlin ve Dryer, 2000).

Toplam PSA (tPSA), serumda bulunan serbest PSA ve plazma proteinlere bagli PSA’
dan olusmaktadir. En 6nemli baglanan proteinler alfa-1-antikimotripsin (ACT), alfa-
2-makroglobiilin (A2M) ve alfa-1-tripsin (veya protein) inhibitoriidiir (API). tPSA

degeri 4,0 ng/mL olarak alindiginda prostat kanser i¢in hassasiyet %20, 6zgiilliik ise
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%60-70 arasinda degismektedir. Bu nedenle baska stratejiler gelistirmeye ¢alismiglar
(Jain ve ark., 2002).

Serbest PSA (sPSA) ve Serbest / toplam (f / t) PSA orani, serbest PSA, serum
proteinlere bagli olmayan kismidir. Serbest PSA , proPSA , benign PSA (BPSA) ve
intakt PSA (iPSA) olarak ii¢ farkli formu bulunmaktadir.

proPSA 244 amino asite sahiptir. Hem dokuda hem de serumda bulunmaktadir. Diger
onemli formu [-2]pPSA (p2PSA)’dir ve 239 amino aside sahiptir. Mikolajczyk ve
ark. tarafindan tamimlanmistir, bu form PCa’li dokuda ve sonradan da serumda

saptanmistir (Ayyildiz ve Ayyildiz, 2014).

Benign PSA, PSA’nin prostat dokusu icinde ugradigi proteolitik degisimin
sonucunda olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, BPSA’nin prostat hacmi (6zellikle
transition zone) ile iligkili oldugu saptanmugtir. Prostat kanseri olan ve olmayan

hastalarin ayriminda ise ¢ok kisith bilgiler saglamaktadir (Acar ve Sanli, 2012).

Intakt PSA, PSA'nin baska bir alt boliimiidiir. Insan Prostat; sol supraklavikiiler lenf
nodu metaztazindan elde edilmis LNCaP hiicrelerinden izole oldugu ig¢in, klinik

uygulamadaki yeri hala tartismalidir.

sPSA, tek basina bir anlam icermemektedir. Bu nedenden dolay1 sPSA yiizdesi olarak
kullanilmaktadir. Matematiksel olarak %sPSA = 100*sPSA/tPSA seklindedir. Prostat
kanserin ayirt edilmesinde toplam PSA ya gore daha duyarlidir. PCa, £/t PSA orani
<0,10 olan erkeklerin % 56'sinda biyopsi ile tespit edildi, ancak f/t PSA oran1 > 0,25
olanlarda ise tespit edilen PSA miktar1 yalnizca % 8 idi. Toplam serum PSA degeri>
10 ng / mL veya bilinen PCa takibi sirasinda f / t PSA orami klinik olarak
kullanilamaz (Ayyildiz ve Ayyildiz, 2014; Stephan ve ark., 1997).
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2.1.3.3. Yasa gore degisen PSA referans arahklari

Prostat kanseri olmayan erkekler i¢in olan yasa-bagli PSA degerleri Tablo 2.4.’de
gosterilmistir. Oesterling ve arkadaglar1 tPSA degeri ve prostat hacmi arasinda yasa
bagli olarak logaritmik bir korelasyon oldugunu gozlemlemisler ve Tablo 2.4.’de
gosterilen yasa bagli referans araliklarinin %95 oraninda yararli oldugunu ileri
sirmiigler. Yasa 0zgli PSA degerlerinin kullanilmasinda fikir ayriliklar
bulunmaktadir. Catolona ve arkadaslar1 geng yastaki erkeklerde diisiik PSA araliklari
ile gereksiz biyopsi yapilmasina ve maliyet artisina neden oldugunu tespit
etmislerdir. Bu nedenden dolay1 tek basina anlamli bir parametre degildir (Ayyildiz
ve Ayyildiz, 2014; Kutlu ve Koksal, 2012).

Tablo 2.4. Yas araligina gore normal PSA araliklar1 (McLaughlin, 2000)

Yas Araligt Normal PSA Araligi
40-49 0-2,5
50-59 0-3,5
60-69 0-4,5
70-79 0-6,5

PHI testi, Phi indeks: [-2]proPSA/fPSA x PSA1/2 formiilii kullanarak PSA testi olan
erkeklerdeki gereksiz prostat biyopsilerinin sayisini azaltilmasi hedeflenen bir testtir
(Ayyildiz ve Ayyildiz, 2014). Klinik etkileri, heniiz kanitlanmamis olmakla beraber,

klinik karar verme i¢in az da olsa bir 151k saglayabilir (Fossati ve ark., 2015).

2.1.3.4. Diisiik PSA degerlerinin PCa riski ile iliskisi

Tablo 2.5. diisiik PSA diizeylerinde Gleason> 7 olma riskini ve prostat kanser olma

riskini gostermektedir. Bu tablo klinik ag¢idan anlamli PCa'nin saptanmasi i¢in

optimal bir PSA esiginin olmadigin1 gostermektedir.
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Tablo 2.5. Diisiik PSA degerlerinin PCa riski ile iliskisi (Aus ve ark., 2005)

PSA seviyesi (ng/mL) Pca Riski (%) Gleason Riski > 7 PCa (%)
0.0-0.5 6,6 0,8
0.6-1.0 10,1 1,0
1.1-2.0 17,0 2,0
2.1-3.0 23,9 4,6
3.1-4.0 26,9 6,7

2.2. Proteinler ve Protein Analitik Teknikleri

2.2.1. Amino asitler

Insan viicudunda 20 amino asit bulunur. 20 amino asitten pirolin hari¢ geri kalan
tim amino asitler a-amino asitlerdir. Bunlar ayn1 karbon atomuna bagli bir
karboksil grubu ve bir amino grubuna sahiptir. Onlar birbirleriyle R guruplaria gore
farklilasirlar. Bu durum yapi, boyut ve elektrik yiikiinde degisiklik gosterir ve amino

asitlerin sudaki ¢ozliniirliiglinii etkiler (Nelson ve Cox, 2012).

Cu
\‘}? |O|
H,N— C [-C—OH
|
R

Amino asit

Sekil 2.5. Amino asit yapis1 (Harvey ve Ferrier, 2011)

Amino asitler, R gruplarinin genel kimyasal O6zelliklerine dayanarak dort gruba

ayrilmaktadir:
1. Polar olmayan R gruplu hidrofobik amino asitler

2. Notr R gruplarma sahip polar amino asitler
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3. Fizyolojik pH degerinde pozitif yiike sahip R gruplar ile pozitif yiiklii amino

asitler,

4. Fizyolojik pH'da negatif ylike sahip negatif yiiklii R gruplu amino asitler (Berg ve
ark., 2012).

Hidrofobik amino asitler igerisinde en basit amino asit, glisin olup yan zincir olarak
tek bir hidrojen atomuna sahiptir. a-karbon atomuna bagli iki hidrojen atomuyla,

glisin akiral molekiil olarak benzersizdir (Sekil 2.6.).

Bir sonraki en basit amino asit olan alanin, yan zinciri olarak bir metil grubuna

(OCH3) sahiptir (Sekil 2.6.).

Daha biiyiik hidrokarbon yan zincirleri valine, 16sin ve izoldsin bulunur. Metiyonin,

tioeter (-S-) grubu igeren biiyiik dl¢iide alifatik bir yan zincir igerir.

Glisin Alanin Prolin Valine Losin
(Cli.G) (Ala,A) (Pro.P) (val.v) (Leu, )
3 -9, y @ 4 "
J ) _ J YW © ¥
2 2 W
v a s Wl ° '8 - J
J g 5 ¥ 9 WalW
0 b Y
/' A b |
C C e W o o
N 000" N7 00" wd: AL o CHy
1 ; C _— H'/ HC
K, A !
- CHy : WA 000" “_VC/CH
*HN—C—C00" *HN—C—C00" He - BN 000
b 5 o
H H He o H—C—oh, H—C—CH
: N*—C—C00" 5
Glisin o " A= CH
; (Ala, A) ! :
(Gli. G) H .
Prolin 3 H—C—C00
(Pro,P) aline .
(val,V) -
Losin
(Leu.L)

Sekil 2.6. Hidrofobik aminlerin yapis1 (Berg ve ark., 2012)



lzolosin
ke,

CHy

HyC « CHy

H /~H
C
M oo

CHy

|
CH,
H—C—CHy
'HEN—C]—COO

H

lzolosin
(e, 1)

Metiyonin
(Met, M)

Metiyonin
(Met, M)

c
|
s
l
C
|
I
“HN | coo-
'

Triptofan
(Trip, W)
[+
o o
=]
g pe ]
c 2
o
@ =3
=) J
Q
H
H H
H.y H
H
H /cu,
c
*HiN COO
¢
H i
L cH HC
C
C
S CH;
H;N % COO
H
Triptofan
(Trp, W)

Sekil 2.6. (Devami)
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Fenilalanin
(Phe,r)

H
H

C CH,
H |
*HN—C—C00"
H

Fenilalanin
(Phe,F)

Alt1 amino asit polar molekiillerdir. Fakat yiiksiizdiir. U¢ amino asit, serin, treonin ve

tirozin, bir hidrofobik yan zincire bagl hidroksil gruplari (-OH) igerir (Sekil 2.7.).

Serin, bir hidroksil grubu bagli bir alaninin bir versiyonu olarak diisiiniilebilir;

treonin, valine metil gruplarindan birinin yerine bir hidroksil grubu olan valine

benzemektedir ve tirozin, fenilalaninin, hidroksil grubunun, aromatikte bir hidrojen

atomu yerine gectigi bir versiyonudur yiiziik.

Hidroksil grubu, bu amino asitleri hidrofobik analoglarina kiyasla ¢ok daha hidrofilik

(su seven) ve reaktif hale getirir.
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Serin
(Ser.S)

Treonin
(Thr,T)

[
B

H—C—CHy
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H
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Sekil 2.7. Polar aminlerin yapis1 (Berg ve ark., 2012)
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Lizin ve arjinin, nétr pH degerinde pozitif yiiklii gruplarla son bulan uzun yan

zincirlere sahiptir. Lizin, primer bir amino grubu, arjinin guanidinyum grubu ve

histidin, pozitif yilikli olabilen bir aromatik halka olan bir imidazol grubu igerir

(Sekil 2.8.).



Lizin
(Lys. K)

x
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Lizin
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H
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Histidin
(His. H)

THiN— l—COO'
H

Histidin
(His, H)

Sekil 2.8. Pozitif yiiklii polar aminler lysine arginine, histidine (Berg ve ark., 2012)
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Sekil 2.9. Negatif yiiklii amino asitler (Berg ve ark., 2012)

Proteinler peptit baglar ile birbirine baglanan amino asitlerden olusmaktadir (Sekil
2.10.). Iki amino asit bir dipeptit olusturmak {izere birlesir; {ic amino asit bir tripeptit
olusturur; dort aminoasit ise bir tetrapeptit olusturur. Birka¢ amino asit ise birlikte
bir oligopeptit olusturur ve 10 ila 50 amino asit kombinasyonu bir polipeptit olarak
adlandirilir. Konvansiyonel olarak, 50'den fazla amino asit iceren bilylik polipeptit
zincirlerine protein denir. Bir proteinin yapisinda 20 farkli amino asit buluabilir. Bir
tripeptitte 3 amino asit bulunur ve bu 3 amino asit 20 amino asitten herhangi biri
olabilir. Boylece tripeptitte 20° = 8000 farkli permiitasyon ve kombinasyonlar:
miimkiindiir. Yaklasik 100 amino asit igeren siradan bir proteinin 20'% farkh

olasilig1 vardir. Bu sayi, tiim evrende bulunan toplam atom sayisindan daha fazladir.
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Boylece, sadece 20 amino asit olsa bile, bu amino asitlerin kombinasyon dizisini
degistirerek, belirgin sekilde farkli proteinler olusabilmektedir (Vasudevan ve ark.,

2011).

Karboksil
Crup
¥ siassib

Glisin Alanin

SUYUN UZAKLASMASI| a
iLE OLUSAN PEPTIT BAGI { Sis

Glikoalanin de olugan peptit bag

Sekil 2.10. Peptit baginin olusumu (Alberts ve ark., 2014)

2.2.2. Proteinler

Protein kelimesi, birincil anlami tagiyan "proteios" sozciigiinden tliremistir. Adindan
da anlagilacag tizere, proteinler biyolojik sistemler i¢in biiylik 6nem tasir. Toplam
kuru viicut agirliginin 3 / 4 proteinlerden olusur. Proteinler viicut gelistirme i¢in
kullanilir. Viicudun tiim o6nemli yapisal ve islevsel yonleri protein molekiilleri
tarafindan gerceklestirilir. Protein yapisindaki anormallik, metabolik islevlerde derin
degisikliklerle birlikte molekiiler hastaliklara yol agabilmektedir. Proteinler ana
bilesenler olarak karbon, hidrojen, oksijen ve azot igerirken, ayn1 zamanda kiikiirt ve
fosfor da igermektedir. Ortalama olarak, siradan proteinlerin azot igerigi agirlik¢a %

16'dir (Vasudevan ve ark., 2011).

Proteinler, canli sistemlerdeki ¢cok yonlii makromolekiillerdir ve temel olarak tiim
biyolojik siireclerde 6nemli islevlere hizmet ederler. Onlar katalizor, oksijen gibi

diger molekiillerin taginmasi ve depolanmasi, mekanik destek ve bagisiklik korumasi
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saglamak, hareket olusturmak, sinir uyarilarini iletmek ve biiylimeyi ve farklilagmay1

kontrol etmek gibi fonksiyonlara sahiptir (Berg ve ark., 2012).

2.2.3. Proteinlerin yapisi

Proteinler farkli yapisal orgiitlenme diizeylerine sahiptir; Birincil, ikincil, liglinciil ve

kuaterner (Vasudevan ve ark., 2011).

2.2.3.1. Birincil yapisi

Bir proteinin birincil yapis1 peptit baglar1 ile bir arada tutulan amino asitin dogrusal
dizilimidir. Birincil yap1 alfa-karboksil ve alfa-amino gruplar1 arasindaki rezonansa
gore dengelenmis diizlemsel bir yapidir. Yan zincirler, peptit zincirinden disari

uzanabilir ve birbirleriyle veya diger molekiillerle etkilesime gegebilir (Pelley, 2012).

2.2.3.2. Ikincil yap1

Ikincil yap1, peptit baglar1 arasinda hidrojen bagiyla sabitlenmis diizenli bir yapidir.
En yaygin olarak goriilen ikincil yapi tiirleri a-heliks ve B-sheettir (Beta kirmali
tabaka). Hem a-heliks hem de B-sheet polipeptitin iskelet yapis1 igerisinde karbonil

ve N-H grubu arasinda lokalize olmus hidrojen baglari ile stabilize olur.

a-heliks bir polipeptit zinciri sag elle sarmal yapiya dondiigli zaman sert ¢ubuga
benzer bir yap1 olusur. Her bir amino asidin N-H grubu, dort rezidii uzaktaki amino
asit karbonil grubu arasinda hidrojen baglar1 olusturur. Sarmalin her doniisiinde 3,6
adet amino asit rezidii vardir ve donilis basina karsilik gelen noktalar arasindaki
mesafe 0.54 nm'dir (Sekil 2.11.). Amino asit R gruplar1 sarmaldan disar1 dogru
uzanir. Birkag yapisal kisitlama nedeniyle (yani, peptit baglarinin sertligi ve a ve 8
agilarindaki izin verilen smirlar) bazi amino asitler sarmal olusumunu tesvik
etmezler. Ornegin, glisin'in R grubu (bir hidrojen atomu) ¢ok kii¢iik oldugundan,

polipeptid zinciri ¢cok esnek olabilir (McKee ve McKee, 2012).
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Amino asit
%Q’ yan Zzinclr

™ Karbon —_

— Azot
\

Sekil 2.11. o heliks yapis1 (Alberts ve ark., 2014)

B-pleated sheets ( Beta kirmali tabaka) yapida ise iki veya daha fazla polipeptit
zinciri pargalar1 yanyana dizilirler. Herbir bireysel polipeptit zincir pargasi § —strand
olarak tanimlanir. Kivrilmaktan ziyade her bir beta-strand uzatilmistir. Beta kirmali
tabaka yan zincirlerin N-H gurubu ve karbonil grubu arasinda olusan hidrojen bagi
tarafindan stabilize olur. Beta kirmali tabaka ya paraleldir ya da antiparaleldir. Paralel
beta kirmali tabakalarda polipeptit zincirlerindeki hidrojen baglari ayni yonde
diizenlenir. Antiparalel zincirlerde ise bu baglar zit yonde diizenlenir. Ara sira
paralel-antiparalel beta kirmali tabaka goézlenir. Sekil 2.12.°de beta kirmali yap1

gosterilmektedir.
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Sekil 2.12. Beta kirmali yapinin iki formu ; paralel ve antiparalel. (McKee ve McKee, 2012) Hidrojen baglari
noktali ¢izgilerle gosterilir.

Sekil 2.13. Beta kirmali yapinin daha detayli goriniimii (McKee ve McKee, 2012)
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Sekil 2.14. Beta kirmali yapinin detayli goriiniimii (Alberts ve ark., 2014)

2.2.3.3. Ugiinciil yap

Tersiyer yapi, bir polipeptidin 3-D yapisindadir. Alfa sarmal ve beta yapraklar
kompakt bir yap1 olusturacak sekilde katlanirlar. Spontan olarak olusur ve hem yan
zincir etkilesimleri hem de hiicre dis1 proteinlerde disiilfiir baglari tarafindan stabilize

edilir.

Coziiniir proteinlerde hidrofobik yan zincirler bir proteinin i¢ kisminda bulunur.
Suyla hidrojen baglar1 olusturabilen hidrofilik amino asitler, ¢6ziiniir proteinlerin
yiizeyindedir. Herhangi bir fizyolojik kosul altinda en kararli yapi, bir proteinin dogal
konformasyonu olarak adlandirilir (Pelley, 2012).

Dogal konformasyonu hidrofobik baglar, elektrostatik baglar ve van der Waals
kuvvetleri gibi kovalent olmayan etkilesimler ile muhaftaza edilir (Vasudevan ve ark.,

2011).



26

2.2.3.4. Kuarterner yapi

Kuvaterner yapi bir proteinin altbirim bilesimine karsilik gelir. Birgok protein, birden
fazla polipeptit alt birimine sahiptir. Coklu altbirim proteini bir multimer olarak ifade

edilir. Multimerik proteinler iki ila yiizlerce altbirime sahip olabilirler.

Sadece birkag¢ altbirime sahip bir multimer, genellikle oligomer (oligo= birkag, mer
(viicut)) olarak adlandirilir. Eger bir multimer, belirli sayida 6zdes olmayan

altbirimden olusuyorsa, proteinin genel yapist asimetrik ve olduk¢a karmasik olabilir.

En yaygin alt birim sayis1 2 (dimer) veya 4 (tetramer), ancak trimerler, pentamerler
ve heksadekamerler ve yiiksek mertebeden yapilar da olusur. Kuvaterner yap,
polipeptit altbirimlerindeki tamamlayici yiizey hidrofobik ve hidrofilik bolgeler
arasindaki kovalent baglarla birarada tutulur (Nelson ve Cox, 2012; McLaughlin ve

Dryer, 2000).

2.2.4. Proteinlerin karakterizasyonunda kullamilan analitik yontemler

2.2.4.1. Kromotogrofi

Baslangicta sekerler ve amino asitler gibi diigiik molekiil agirlikli maddeleri ayirmak
icin tasarlanmis olan kromatografi, protein saflastirmada paha bigilmez bir arag

haline gelmistir.

Protein karisimlarimi boyut, sekil ve agirlik gibi molekiiler 6zelliklere veya bazi
baglanma afinitelerine gore ayirmak i¢in ¢ok c¢esitli kromatografik teknikler

kullanilir.

Tiim kromatografik yontemlerde protein karisimi, hareketli faz olarak bilinen bir s1vi
icinde ¢oziiliir. Protein molekiilleri duragan fazdan (kati bir matris) gecerken

birbirlerinden ayrilirlar ¢ilinkii iki faz arasinda farkli sekilde dagitilirlar. Her bir
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molekiiliin goreli hareketi, hareketli fazin akmaya devam ettigi siirece duragan faz ile

baglantili kalma kapasitesinden kaynaklanmaktadir.

Protein saflastirmasinda yaygin olarak kullanilan ii¢ kromatografik yontem jel

filtreleme kromatografisi, jel elektroforez ve afinite kromatografisidir.

2.2.4.2. Jel-filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisinde sabit faz, molekiillerin boyutlarina gore ayrilmasi
icin deneyci tarafindan secilen gdzenek boyutlarina sahip jelatinimsi bir polimerdir.

Numune, kolonun tepesine uygulanir ve tamponla (mobil faz) eliie edilir.

Eliisyon ilerledik¢e, daha biiylik molekiiller, kiiciik molekiiller gibi gdézeneklere
girmediklerinden dolay1 jel icerisinde daha hizli ilerlerler. Fraksiyonlar toplanirsa,
daha biiylik molekiiller ilk fraksiyonlarda ortaya ¢ikar ve kii¢iik molekiiller ise daha
sonraki fraksiyonlarda gozlemlenir (Sekil 2.14.) (McKee ve McKee, 2012).
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Sekil 2.15. Jel-Filtrasyon Kromatografisi (Nelson ve Cox, 2012)
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2.2.4.3. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisinde, proteinlerin essiz biyolojik 6zelliklerinden yararlanir. Bu
teknikte protein ve 6zel bir molekiil (ligant) arasinda 6zel bir kovalent olmayan

baglanma afinitesi kullanilir.

Ligant, kovalent olarak bir kolona yerlestirilen ¢oziinmeyen bir matrise baglanir.
Baglayici olmayan protein molekiilleri kolondan gectikten sonra, ilgilenilen protein
baglanmay1 etkileyen kosullar1 (yani pH veya tuz konsantrasyonu) degistirerek

kaldirilir (Sekil 2.15.) (McKee ve McKee, 2012).

) s | o
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ayngtirihir,

Sekil 2.16. Afinite kromatografisi (Nelson ve Cox, 2012)
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2.2.4.4. Jel elektroforez

Protein molekiilleri igeren bir ¢ozeltiye bir elektrik alan uygulandiginda, molekiiller
boyutlarini ve net yiikiinli yansitan bir yonde hizla go¢ ederler. Bu, elektroforez
tekniginin temelini olusturur. Jel elektroforez; SDS poliakrilamid jel elektroforezi

(PAGE) ve iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi olarak ayrilmaktadir.

SDS-PAGE; bireysel polipeptit zincirleri, negatif yiiklii sodyum dodesil siilfat (SDS)
molekiillerine sahip bir kompleks olusturur ve bu nedenle, negatif yiiklii SDS-protein
kompleksleri gdzenekli bir poliakrilamid jelin bir dosemesinden gecirilir (Alberts ve
ark., 2014).
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Sekil 2.17. SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) (Alberts ve ark., 2014)
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Bu elektroforez teknigi igin kullanilan cihaz yukarida gosterilmektedir. Indirgeyici
bir madde (merkaptoetanol) genellikle proteinlerin i¢indeki -S-S-baglarini kirmak
icin eklenir. Bu kosullar altinda, acilmis polipeptit zincirleri, molekiil agirligim

yansitan bir oranda yer degistirirler (Sekil 2.16.) (Alberts ve ark., 2014).

Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi ise kompleks protein karisimlari bir
boyutlu jellerde 1yi ¢oziimlenemez ve iki boyutlu protein haritasinda 1000'den fazla
proteini ¢dzmek igin kullanilabilir. Ilk asamada, dogal proteinler, izoelektrik
odaklamay: kullanarak kendi i¢ yiiklerine dayanarak dar bir jelde ayrilir. ikinci
asamada, bu jel, bir jel levhanin iizerine yerlestirilir ve proteinler, birinci asamada
kullanilana dikey bir yonde SDS-PAGE'ye tabi tutulur. Her protein ayri bir nokta
olusturacak sekilde yer degistirir. Jelde her nokta farkli bir polipeptit zincirine
karsilik gelir. Izoelektrik noktalarina gore soldan saga dogru ve molekiil agirligina

gore yukaridan asagiya dogru ayrilirlar (Alberts ve ark., 2014).

Izoelektrik odaklama, molekiiliin pozitif ve negatif yiikiiniin sifir oldugu, elektrik
alanda molekiiliin hareket etmedigi pH derecesidir. Proteinlerin net yiiki
olmadigindan dolay1 proteinler elektrik alanda hareket etmez. izoelektrik odaklama
isleminde, proteinler, 6zel bir tampon karigimi ile bir pH gradyaninin olusturuldugu
poliakrilamid jelinin dar bir tiiplinde elektroforezlenir. Her protein pH
degradasyonunda, izoelektrik noktasina tekabiil eden bir noktaya tasinir ve orada

kalir (Sekil 2.17.) (Alberts ve ark., 2014).

51abf pH gradiant

Burada gostenlen protain pH 6 5 te zoslekmk nokrasina sahip

Sekil 2.18. 1zoelektrik odaklama (Alberts ve ark., 2014)
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2.2.4.5. Kiitle spektrometresi

Kiitle spektrometresi (MS), proteinlerin kalitatif ve kantitatif analizleri ve genel
olarak biyomolekiillerin ¢aligilmast i¢in yaygin olarak kullanilan bir analitik

tekniktir.

Proteinleri hassas bir sekilde tanimlama, karakterize etme ve Olgme ihtiyaci ile
giderek daha da karmagsik olan orneklerde genis kapsamli yeni kiitle spektrometri
tabanli analitik platformlar ve deneysel stratejiler ortaya c¢ikmistir (Domon ve

Aebersold, 2006).

Proteomikte son zamanlarda kaydedilen ilerlemeler, MS'in diisiik protein diizeylerini

tespit etme ve karakterize etme yeteneginin artmasini saglamistir.

MS temelli proteomik, femtomole duyarliligin rutin olarak saglandigindan, sinirh
ornek materyalinin bulundugu biyomedikal arastirmalarda giderek artan bir role

sahiptir (Aebersold ve Mann, 2003).

Son birka¢ yilda MS tabanli proteomik yaklagimi, iletisim yollarin1 arastirmak i¢in
kullanish ve giiclii bir ara¢ olmustur. Bu yaklasimlar, hiicre, doku veya ortamda
bulunan proteinlerin genel bir goriinlimiinii; sinyal verme ve salgilama da dahil
olmak tizere ¢ok cesitli proseslerle ilgili protein seviyesi degisikliklerinin 6l¢iilmesini

ve PTM'le bilgi alinmasini saglamaktadir (Dudley, 2014).

Diger kromatografik dedektorlere kiyasla, MS'in hassas ve yiiksek oranda spesifik
dogasindan dolayr MS'in kromatografik tekniklerle birlestirilmesi her zaman

istenmistir (Pitt, 2009).

Genellikle proteomikste uygulanan kiitle spektrometreleri matriks yardimh
lazer desorpsiyon iyonizasyonu — ugus siiresi-ugus siiresi (MALDI-TOF-TOF) ve nano

Sivi  kromatografisi-kiitle  spektroskopisi-kiitle  spektroskopisi (LC-MS /
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MS)’dir. MALDI-TOF-TOF'da, peptitler bir matrikse gomiiliir ve lazer darbelerine
(ayrica lazer atislari olarak adlandirilir) tabi tutulan bir hedef plakaya yiiklenir.

Lazerden gelen enerji, peptid iyonlasmasini ve desorpsiyonunu tesvik eder. Iyonlar
elektromanyetik alanla hizlandirilir ve m / z oranlarina gore ayrilan iyonlar TOF
tipiine dogru bir elektromanyetik alanla hizlandirilir.  MALDI-TOF kiitle

spektroskopisine ait diagram Sekil 2.8.’de gosterilmistir.

Lazer

b 4

Yakll 1zgara

_;“‘-"I
.’.“'F]'_’ " ~
— 0% —(+)(H) © o —|TOF B

& O~ o Dedektor

-0] .""'
MALDI hedef Yiksek voltaj m/z+ oranina — —
plaka (Matiks sayesinde pozitif phagh olarak
ile kangtinlomg ylklu iyonlarin ayrilan iyonlar PME eslesme
ornek) hizlandirilmasi sles

Sekil 2.19. MALDI Kiitle spektroskopisi (Dudley, 2014)

Tipik LC-MS sistemi, ara ylizey (iyonizasyon kaynagi) kullanilan HPLC ile MS
kombinasyonudur. Numune LC ile ayrilir ve ayrilan numune tiirleri atmosferik
basing iyonu kaynagma piskiirtilerek gaz fazindaki iyonlara donistiiriiliir. Daha
sonra kiitle oziimleyicisi, iyonlar:1 kiitle yiiklenme oranlarina gore siralamak igin
kullanir ve dedektor, kiitle analizoriinden ¢ikan iyonlari sayar ve her iyondan iiretilen

sinyali de yiikseltebilir (Sekil 2.19.).
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Sekil 2.20. WATERS SYNAPT G2 Si HDMS kiitle spektrofotometrenin semasi (Ponthus ve Riches, 2013)

Sonug olarak bu teknikte bir numunenin, parcaciklarin ve molekiillerin kiitlelerinin
elemental orisotopik yapisini belirlemek i¢in kullanilan kiitle spektrumu (kiitle / ytik
oraninin bir fonksiyonu olarak iyon sinyalinin bir grafigi) olusturulur ve molekiillerin

kimyasal yapilar1 aydinlatilir (Subramani Parasuraman, 2014; Korfmacher, 2005).

Kompleks numunelerin analizi i¢in entegre sivi kromatografisi (LC) kiitle
spektroskopisi (MS) sistemleri tercih edilitrken MALDI-MS normal olarak nispeten

basit peptit karigimlarini analiz etmek i¢in kullanilir (Aebersold ve Mann, 2003).

2.2.5. LC-MS-MS’in prostat kanseri tanisindaki uygulamalari

Pisitkun ve arkadaslar1 2004 yilinda insan idrarinda eksozomlarin protein profilleri
ve tanimlasi ile ilgili ¢aligma yaptilar. Bir integral membran proteini olan aquaporin-
2 (AQP2) ve diger apikal plazma proteinlerin idrara nasil gectigi ile ilgili bir
aragtirma  yapmuslardir.  Immiinoelektron mikroskopi ve nanosprey  sivi
kromatografisi-tandem MS teknikleri kullanarak {iriner membran proteinleri, AQP2
ve diger apikal plazma-membran proteinlerinin exosome olusum siireci boyunca

atildigin1 gostermislerdir. Bu calismada LC-MS-MS analizleri ile 295 protein tespit
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edilmistir. Tespit edilen bu proteinlerden 21 tanesi, spesifik bobrek hastaliklar1 veya
kan basinci regiilasyonunu ortaya koymustur. Bu ¢alisma, hastalik biyolojik belirteg
kesifini amaclayan caligmalarda {iriner eksosomlarin baslangi¢ materyali olarak

kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir (Pisitkun ve ark., 2004).

Wei sun ve arkadaglar1 2005 yilinda 10 kDa dan daha diisiik molekiillere sahip olan
proteinleri ¢alistilar. Bunun i¢in saglikli erkek ve kadin goniilliilerden idrar 6rnekleri
topland1 ve karistir1ldi. . Uriner proteinler asetonla ¢oktiiriildii, ayrildi ve SDS-PAGE
ve 1-D LC/MS / MS kombinasyonu, dogrudan 1-D LC / MS / MS ve 2-D LC / MS
/ MS  teknikleri kullanilarak proteom profil analizleri yapildi. On iki diisiik
molekiiler kiitle proteini tespit edildi. Cogu idrar proteinlerinin 30 ila 60 kDa
arasinda bir molekiiler kiitleye ve 4 ila 10 arasinda bir pl'ye sahip oldugunu tespit

ettiler (Sun ve ark., 2005).

Lnjie ve arkadaglar1 2006 yilinda N- bagl glikoproteinlerin analizleri {izerine
calismalar yapti. Bu calismada saglikli erkek ve kadinlardan alinan idrar 6rnekleri
kullanildi. Lectin konanavalin A (Con A) 1, N-baglh glikoproteinleri zenginlestirmek
icin kullanildi. Zenginlestirilmis glikoproteinler SDS-PAGE, LC-MS-MS ve 2D-LC-
MS-MS ile analiz edilerek toplamda 225 tane idrar proteini tespit edildi. Tanimlanan
bu proteinler arasinda 94 tanesi, daha onceki caligmalarda tespit edilmis ve 150
tanesi de hastalikla ilgisi olan glikoproteinol arak tespit edilmistir. (Wang ve ark.,

2006).

Richard ve arkadaslar1 2008 yilinda klinik olarak yararli biyolojik belirteglerin tespiti
icin iriner proteomun sorgulanmasi, protein ekstraksiyonu ve numune alma
yontemlerinin normallestirilmesini  gerektirdigini, ©ornek toplama ve isleme
yontemlerinde cesitliliklerin, niteliksel ve nicelik bakimindan 6nemli tutarsizliklara
neden olabilecegini One siirdiiler.  Saglikli yetiskin erkeklerden alinan idrar
orneklerine liyofilizasyon, % 90 etanol ile ¢okeltme, Vivaspin 5 kDa mikro
yogunlastirict ve ters faz yakalama kolonu tekniklerini uygulayarak bu tutarsizliklar

test ettiler. Burada, protein ekstraksiyonu yonteminin, oda sicaklifinda tutma
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stiresinin ve tekrarlayan dondurarak-eritme dongiilerinin protein veya peptid

diizeyinde iiriner proteomu degistirmedigini tespit ettiler (Lee ve ark., 2008).

Qing Run Li ve arkadaslar1 2010 yilinda fosforilazyon karakterizayonu iizerine
calismalar yaptilar. 2010 yilina kadar idrar proteomiks ¢alismalarinda o6n
fraksiyonlama yapilmistir. Bu calismalarda 6n fraksiyonlama kullanmadan peptit
fraksiyonu i¢in kendi laboratuvarlarinda gelistirdikleri ve entegre ¢ok boyutlu sivi
kromatografisi (IMDL) ve Yin-yang cok boyutlu sivi kromatografisi (MDLC)
tandem kiitle spektrometresi adin1 verdikleri iki teknik kullandilar. Bu iki teknigi
dogrusal bir iyon tuzak-orbitrap (LTQ-Orbitrap) teknigi ile entegre ederek her iki
teknikte 59 fosforilazyon boliimlerini iceren toplamda 1310 protein tanimladilar (Li

ve ark., 2010).

Arivusudor ve arkadaglar1 2011 yilinda idrar numunelerinde bulunan proteinlerin
genis kapsamli haritalanmasi iizerine c¢alismalar yapti. LC-MS-MS teknigini
kullanarak saglikli insan idrarinda daha 6nce tanimlanmamig 671 proteinle beraber
toplamda 1823 tane protein tespit ettiler. Bu veri seti, ¢esitli hastaliklar i¢in {iriner
biyolojik belirteclerin tanimlanmasina yonelik gelecekteki ¢alismalar i¢in kapsamli

bir referans listesi olmustur (Marimuthu ve ark., 2011).

Irene ve arkadaglari 2013 yilinda, kanserli olmayan hiicreleri etkileyebilecek
proteinlerin tespiti ve yiiksek riskli PCa hastalarin1 tanimlamak i¢in idrar eksozomal

proteinlerinin kullanilip kullanilamayacag tizerine arastirmalar yaptilar.

Idrar ornekleri ve hiicre hatlarindaki eksozomlar1 ultrasantrifiij teknigi ile izole
ettiler. Proteinleri LC-MS-MS cihaz1 ile tanimladilar ve western blot teknigi ile
valide ettiler. Exozomal ITGA3'Un inhibisyonunun, kanserli olmayan prostat
epitelinin migrasyonunu ve istilasim1 azalttigmi gozlemlediler. ITGA3 ve ITGBI
proteinleri, benign prostat hiperplazisi veya PCa'ya kiyasla, metastatik hastalarin
idrar exozomlarinda daha fazla bulunmustur. Elde ettikleri bu veriler ekzozomal
ITGA3'lin ve ITGBl'in kanserli olmayan hiicrelerin manipiilasyonunda rol

oynayabilecegi ve idrar eksosomlarindaki ITGA3 ve ITGB1 dlgiimlerinin, invaziv
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olmayan bir sekilde metastatik PCa'li hastalar1 tanimlama potansiyeline sahip oldugu

gosterilmistir (Bijnsdorp ve ark., 2013).

Haj-Ahmad ve arkadaslar1 2014 yilinda benign prostat hiperplazisi (BPH) arasinda
prostat kanseri (PCa) saptamak i¢in iiriner proteinlerin deregiilasyonunun kullanilma
potansiyelini arastirdilar. PCa'ya 0zgli protein isaretlerini tanimlamak i¢in, PCa
hastasi, BPH hastas1 ve saglikli erkeklerden idrar numuneleri topladilar ve izole
ettikleri proteinlerin  ekspresyon profillerini LC-MS-MS cihaz1 kullanarak
belirlediler. PCa hastalar1 arasinda fibronektin ve TP53INP2'nin down-regiilasyonu
belirgin bir sekilde tespit edildi. PSA ile kasilagtirildiginda fibronektin mRNA'nin
down-regiilasyonunun ve fibronektin mRNA'nin PSA ya gore 6zgilliigiiniin % 50
oraninda arttig1 tespit edilmistir. TP53INP2 proteini ise prostat kanserli hastalarin %
75 inde tespit edildi. Fakat Ozgilinlik % 7 olarak bulundu. Elde edilen sonug,
kantitatif ~ ger¢ek-zaman-PCR  (Gergek-zaman Polimeraz  zincir  reaksiyonu)
kullanilarak tiim hasta idrarlarinda belirlenen proteinlerin relatif ekspresyon

diizeyleri ile dogrulandi1 (Haj-Ahmad ve ark., 2014).

Andrej ve arkadagslar1 2015 yilinda BPH PCa arasinda ayrim yapan yeni invaziv
olmayan biyolojik belirtecleri kesfetmek ve dogrulamayir amag¢ edinmislerdir. Bu
ama¢ dogrultusunda BPH ve PCa’li hastalardan idrar 6rnekleri toplandi ve iTRAQ
LC/LC/MS cihaz1 kullanilarak proteinler tanimlandi. ITRAQ ile ii¢ protein, 2M,
PGA3 ve MUC3 benign prostat hiperplazisi (BPH) ile prostat kanseri (PCa) arasinda
ayrim yapan proteinler olarak anlamli bulundu ve imiinoblot analizleri ile elde edilen
sonuclar dogrulandi. Bu ii¢ proteinin, BPH ve lokalize PCa arasinda etkin bir sekilde
ayrim saglanmasi ve bu ikisi arasinda yasanilan ikilemin noninvaziv olarak
¢oziilmesinde klinik olarak yararli olabilecegi sonucuna varildi (Jedinak ve ark.,

2015).

Kazutoshi ve arkadaglar1 2017 yilinda kantitatif proteomik yoluyla idrardaki hiicre
dis1 kesecikler (extracellular vesicles) icerisinde yiiksek gleason skora (GS) sahip
PCa i¢in yeni bir biyobelirte¢ kesfetmeyi amagcladilar. Farkli GS’ye sahip olan

hastalar gruplandirildilar ve bu hastalardan toplanan idrarlardaki hiicre dis1 kesecikler



37

izole edildi. Hiicre dis1 keseciklere ait olan proteinler ITAQ ile etiketlendi ve LC-
MS-MS ile analiz edildi. idrardan izole edilen hiicre dis1 keseciklerden 4710 protein
tanimladilar ve 3528 proteinin miktar tayinini gergeklestirdiler. Bulunan proteinler
arasinda 7 tane protein anlamli olarak bulundu. Bu aday biyobelirtecler arasinda, yag
asidi baglama proteininin 5 (FABPS5) kanser grubunda negatif gruba goére daha
yiiksek oldugu ve GS ile anlamli derecede iliskili oldugu tespit edildi (Fujita ve ark.,
2017)

2.2.6. Prostat kanseri tamisi icin belirlenmis olan biyobelirtegler

Prostat kanserinde ilk biyobelirte¢ aramalart 1960’1 yillarda baslamistir. Hara ve
arkadaslari, 1966 senesinde, seminal plazmada gamma-seminoprotein adin

verdikleri bir protein izole etmislerdir (Hara ve ark., 1971).

Richard J. Ablin 1970’li yillarda normal, benign ve malign prostat dokularinin
antijenik yapis1 ile ilgili caligmalar yliriitmiistiir. Calismalarin sonucunda insan
prostat dokusuna 6zgii ii¢ antijen bulundugu, antijenlerden ikisinin prostatik doku
ektraktina spesifik oldugu, t¢linciisiiniin ise hem prostat dokusu hem de prostatik
stvida goriildigi tespit edildi. Prostat dokusuna 6zgilin iki antijenden birisinin
prostatik asit fosfataz oldugu, digerinin ise daha detayli bir sekilde karakterize
edilmesi gerektigini bildirmislerdir. Prostatik asit fosfatazdan farkli 6zellikteki bu
antijeni tanimlarken “prostat spesifik antijen” tanimini kullanmuglardir (Ablin,

1972).

Papsidero ve arkadaglar1 1980 yilinda prostat antijenini prostat kanserli ve saglikli
olan insanlarin serum Orneklerinden roket immiinoelektroforezi teknigi ile tespit
etmislerdir. Antikor afinite kromatografisi ve radyoimiinopresipitasyon teknikleri

kullanilarak serumdaki antijeni saflagtirdilar (Papsidero ve ark., 1980).

Papsidero ve Kuriyama 1980 lerde prostat kanserli hastalarda PSA’nin arttigim
buldular. PSA testi, prostat kanseri progresyonunu izlemek icin 1986'da FDA
tarafindan onaylandi (Papsidero ve ark., 1980).
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1994 yilinda, FDA, prostat kanseri i¢in asemptomatik erkekleri test etmek i¢in bir
parmakla rektal muayene (PRM) ile birlikte PSA testinin kullanimini onayladi
(Filella ve Foj, 2016).

1997 yilinda Mikolajczyk SD ve arkadaslar1 sebest PSA iizerine ¢alisamalar yapti.
Bu calisma da, PCa serumunda saptanan serbest PSA'nin yapisini hidrofobik
etkilesim kromatografisi-yliksek performansh sivi kromatografisi (HIC-HPLC) ve
western blot analizi teknikleri kullanarak incelendi. PSA'min bir kisminin PSA'nin

inaktif bir prekiirsorii (pPSA) oldugunu gosterdiler (Mikolajczyk ve ark., 1997).

1998 yilinda serbest PSA prostat kanserinin tespiti i¢in FDA tarafindan onayland:
(Filella ve Foj, 2016).

1999 yilinda Bussemakers ve arkadaslar1 Ters transkripsiyon-PCR analizi kullanarak
PCA3 (DD3) geninin prostata spesifik oldugunu ve prostat kanser dokularinda ¢ok
fazla ekspres edildigini tespit ettiler (Bussemakers ve ark., 1999).

De Kok ve arkadaglar1 2002 yilinda Ters transkripsiyon-PCR analizi yaparak PCA3
geninin prostat tiimor hiicrelerinin saptanmasi i¢in ¢ok duyarli ve spesifik bir belirteg
oldugunu, PCA3 (DD3) 6l¢iimleri, kan, idrar gibi viicut sivilarinda klinik uygulama
icin kullanilabilecegini tespit ettiler (de Kok ve ark., 2002).

2008 yilinda Mitchell ve arkadaslar1 prostat kanserli hastalarin  kaninda
mikroRNA’larin varligini transkripsiyon-PCR analizi ile tespit ettiler (Mitchell ve
ark., 2008). 2012 yilinda PCA3, prostat kanserinin tespitinde kullanilmasi i¢in FDA
tarafindan onay aldi. 2012 yilinda PHI, prostat kanserinin tespiti i¢in kullanilmasinda

FDA tarafindan onay ald1 (Filella ve Foj, 2016).

2.2.7. Idrarda tespit edilen prostat kanseri biyobelirte¢ adaylari

Idrarda tespit edilen prostat kanserine 6zgii belirtegler Tabla 2.5.’de gdsterilmektedir.
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Tablo 2.5. idrarda tespit edilen prostat kanseri biyobelirte¢ adaylar1 (Jamaspishvili et al., 2010)

Sembol Belirteglerin agiklamalari Referanslar
AMACR a-Methylacyl coenzyme A (Chiou ve ark., 2003)
racemase
ANXA3 Annexin (Schostak ve ark., 2009; Gerke ve ark.,
2005; Kollermann ve ark., 2008; Pisitkun
ve ark., 2004)
BHUAE* Basic human urinary arginine (Matsuda ve ark., 1996)
amidase
BIRCS Baculoviral AP repeat-containing ~ (Wang ve ark., 2004; Smith ve ark., 2001)
5 (alias survivin)
F3 Coagulation factor II1 (Lwaleed ve ark., 2000)
(thromboplastin, tissue factor)
FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic)  (Chopin ve ark., 1993)
FNI1 Bladder tumor fibronectin (Sanchez-Carbayo ve ark., 2000)
MCM5 Minichromosome maintenance (Stoeber ve ark., 2002)
complex component 5
MMP9 Matrix metalloproteinases 9 (Moses ve ark., 1998; Roy ve ark., 2008;
Chan ve ark., 2004)
PCA1* Prostate cancer antigen 1 (Edwards ve ark., 1982)
PIP? Prostatic inhibin-like peptide (Teni ve ark., 1989)
PSA Urinary prostate specific antigen (Irani ve ark., 2005)
S100A9 S100 calcium binding protein A9 (Rehman ve ark., 2004)
(alias calgranulin B)
SRD5A2 Steroid S-alpha-reductase type 2 (Lombardo ve Hudson, 1997)
TF Urinary transferring (van Dieijen-Visser ve ark., 1988)
TMSBI15A Thymosin beta 15a (Hutchinson ve ark., 2005)
VEGF Vascular endothelial growth factor ~ (Miyake ve ark., 2005; Chan ve ark., 2004;

Bok ve ark., 2001)




BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

LC-MS-MS ile prostat kanserinde proteom profillerinin incelenmesi i¢in analizde

kullanilan arag ve geregler Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan arag ve geregler

Kullanilan Geregler Marka Uriin Kodlar1
Santrifiij Orto Alsera Biocen 22R
Multi-Therm Shaker Benchmark Scientific  H5000-HC
Vorteks Benchmark Scientific  BV1000
Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Fisher Q32866
Scientific
SYNAPT G2-Si High Definition Mass Spectrometry Waters
nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap Column ACQUITY UPLC,
Waters
nanoACQUITY UPLC BEH C18 Column ACQUITY UPLC,
Waters
Ultrasonicator Bandelin Sonarex
Laminar Flow ESCO
-20 dolap Thermo Scientific
-80 dolap Arctiko
+4 dolap Ugur
Terazi Ohaus Explorer EX124-US
Manyetik Karistirict Benchmark Scientific = H400HSB
pH metre Isolab pH7110

Spin down santrifiij Sprout
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LC-MS-MS ile prostat kanserinde proteom profillerinin incelenmesi i¢in analizde

kullanilan kimyasal metaryel listesi Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Deneyde kullanilan kimyasal ve materyal listesi

Sarf Malzemesi Firma Katalog Numarasi
FASP Protein Digestion Kit EXPEDON 44250

UPX Universal Protein Extraction Kit EXPEDON 44101
Proteoloc Protease Inhibitor Cocktail EXPEDON 42506
Eppendorf® epT.I.P.S. Reloads volume range THERMO 90057

0.1-10 uL 960EA

Eppendorf® epT.I.P.S. Reloads Z640433 volume EPPENDORF 0030073363
range 50-1000 pL 960EA

Eppendorf® epT.I.P.S. Reloads volume range 2- EPPENDORF 0030073460
200 uL 960 EA

Acetonitrile Hypergrade For Liquid EPPENDORF 0030073428
Chromatography Lichrosolv

Water For Chromatography Lichrosolv MERCK 1.00029.2500
Eppendorf® LoBind microcentrifuge tubes MERCK 1.15333.25
Protein, volume 1.5 mL 100EA

LC-Vial Supelco 29413-U

3.3. Protein Analizleri

3.3.1. Ornek toplama

Prosat kanseri olan erkeklerden idrar numuneleri genel anestezi altinda sonda ile

alindi. Saglikli erkeklerden alinan 24 saatlik orta idrar steril bir falkona alindi.

Toplanan numuneler hiicre debrilerini uzaklastirmak i¢in 10 dakika boyunca 3300

devir/dakika’da santrifiijlendi. Supernatantlar; -80 °C'de muhafaza edildi. Numuneler
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-80 °C deki buzdolabina kaldirma asamasina kadar olan tiim asamalarda +4 ° C’de

muhafaza edildi.

Orneklerin -80 ° C’de muhafaza edilmesine kadar gecen siire 3 saatten fazla

olmamasina dikkat edildi.

3.3.2. Ornek saklama

Weissinger ve ark. (Weissinger ve ark., 2007) birka¢ yil -20 °C'de saklanan idrar

orneklerinde idrar proteomunda 6nemli bir degisiklik olmadigini bildirmistir.

Klasen ve ark. (Klasen ve ark., 1999) albiimin, transferrin, IgG, al-mikroglobiilin ve
B2-mikroglobiilin i¢eren idrar drneginin iceriginin -70 °C’de -20 °C’de oldugundan
daha stabil oldugunu bildirmistir.

Zerefos ve Vlahou (Zerefos ve Vlahou, 2008) 4 °C’de 24 saatlik bir depolama
stiresince protein profilinde zaman zaman meydana gelen degisikliklerin
gbzlemlendigini bildirmislerdir. Boylece, +4 °C'de daha kisa depolama siiresi (6

saate kadar) olabilir.

Bu nedenle, elde edilen bulgulara gore, proteinlerin ve polipeptitlerin idrar
orneklerinde oldukca dengeli oldugu sonucuna varilabilir. Stabilite, idrar bosaltma
oncesi mesanedeki saklama siiresinin, proteolitik bozunmanin endojen proteazlar

tarafindan tamamlanmasi i¢in yeterli olmasi gercegine bagl olabilir.

Bununla birlikte, idrardaki eksozomlarin kararlilik siiresi daha kisadir. Zhou ve ark.
(Zhou ve ark., 2006) -20 °C'de depolamanin iiriner eksozomla iliskili proteinlerin
biiyiik bir kayba (% 72,6) ugradigini bildirmisken, -80 °C'de saklamada az bir kayip
(% 14) gozlemlenmistir.

Bu nedenle, siirl bir siire i¢in, idrar +4 ° C'de saklanabilir ve nispeten uzun bir

saklama siiresi -80 ° C'de dondurmak en iyisidir (Wu ve ark., 2010).
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3.3.3. Ornek hazirlama

Idrar numuneleri steril bir falkon igerisine alinip +4 °C de buz banyosu iizerine
alinmid1. Orneklere %1 proteaz inhibitdr kokteyli (PIC) ilave edilip ¢ok kisa bir zaman
icerisinde 5720 devir/dakika’da 5 dakika +4 °C’de santrifiij edilip supernatant yeni
bir 50 mL’lik steril polipropilen falkonlara transfer edilmistir. Ornekler analiz edilene
kadar -80 °C’de buzdolabina konulup burada saklanmustir. Orneklerin transfer

asamalarinda gegen siireye miimkiin oldugunca dikkat edilmistir.

3.3.4. Idrardan protein eldesi

3.3.4.1. Aseton presipitasyonu

15 mL aseton polipropilen falkon icerisinde -80 °C’de 1 giin boyunca bekletildi.
Numuneler 6rnek hacminin bes kat1 olacak sekilde aseton ile karistirilarak -80 °C’
ye kaldirilip bir saat boyunca inkiibe edildi. Numuneler her 15 dakikada bir buz
tizerinde tutularak vortekslendi. Numuneler 12790 devir/dakika’da 10 dakika
stiresince +4 °C’de santrifiij yapilarak iist fazlar1 pipet ucu ile dikkatli bir sekilde
alindi. Aseton ile ii¢ defa yikama islemi yapildiktan sonra iist faz tekrar pipet ucu ile
almip geriye kalan iist fazin tamamen ug¢masi i¢in oda sicaklifinda bir miiddet
bekletildi. Tiim bu asamalar boyunca Orneklerin tamamen kurumamasina dikkat
edildi. Ornekler amonyum bikarbonat ¢dzeltisinde ¢oziilerek kisa bir siire pipetaj

yapildi.

150 uL ornekler %4 SDC, 0,1 M DTT, 1 M amonyum bikarbonat igeren 1450 uL
liziz tamponu ile karstirildi. Karisim 1 saat boyunca 350 devir/dakika’da 55 °C’de
Termal calkalayici cihazi kullanilarak inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra Filtre

yardimli 6rnek hazirlama (FASP) protokolii asamasina gecilmistir.
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3.3.5. Protein konsantrasyon tayini

FASP protokoliine baslamadan 6nce FASP metodunda kullanilacak yeterli 6rnek
miktariin belirlenebilmesi i¢in protein konsantrasyonu tayini yapildi. Qubit 2,0

fluorometre cihazi protokole uygun olarak kullanildi.

Cihaz standartlarinin ve numunelerin hazirlanmas i¢in karisim ¢6zeltisi ve standart

¢Ozeltiler hazirlandi.

Karigim ¢ozeltileri, kit igerisinde bulunan tampon ¢ozeltisi ile floresans 6zelligi olan
boya ile numune basgina ; 199 pL tampon ¢ozelti ve + 1 pL floresans boya olacak

sekilde karistirilarak hazirlandi.

Standartl c¢ozeltiler, kit icersinde 0 ng/ulL, 200 ng/puL, ve 400 ng/uL Sodyum azid

iceren li¢ adet standart kullanarak assagida tarif edildigi sekilde hazirlanmistir.

Standart 1 : 0ng/ul 10 pL standard + 190 pL karisim soliisyonu
Standart 2 : 200 ng/ul: 10 pL standard + 190 pL karisim soliisyonu
Standart 3 : 400ng/ul: 10 pL standard + 190 pL karisim soliisyonu seklinde

hazirlandi.

Numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi, 2 pL numune ¢ozeltisi 198 pL karsim soliisyonu

ile karistirilarak hazirlandi.

Numune ve standart karisimlar1 oda sartlarinda 15 dk siiresince karanlikta inkiibe

edildi.

Bu belirtilen ii¢ standart cihazda okutularak cihaz kalibrasyonu yapilmistir. Cihaz
kalibrasyonu tamamlandiktan sonra orneklerin protein konsantrasyon Ol¢iimleri
alinarak her bir 6rnekten gerekli olan 50 pg protein hesaplanarak FASP agsamasinin

ilk agsamasi gerceklestirilmis oldu.
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Triptik peptid eldesi i¢in FASP kiti protokole uygun olarak kullanildi. FASP kiti
icinde bulunan filtreli tiiplere protein miktar tayini yapilmis olan her bir 6rnekten 50
ug protein iceren cozelti ve iizerlerine 200 puL amonyum bikarbonat iginde
¢Oziinmiis iire eklendi. 12350 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edildi. Filtre
tizerine 200 pL tire eklenerek tekrar 12350 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edildi.
10x iyodoasetamid (IAA) soliisyonu iire ile 1x olacak sekilde seyreltilerek filtre
iizerine eklendi. Omekler vorteks ile karistirildiktan sonra karanlikta 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 15 dakika 12350 devir/dakika’da santrifiij edildi.
Islem iki defa tekrarlandi. Bu yikamalar sonucu filtre ¢ikarilarak tiipte biriken ¢ozelti
atildi. 100 uL 50 mM AmBic soliisyonu eklenerek 12350 devir/dakika’da 10 dakika
santrifiij edildi. Bu asama 2 defa tekrarlandiktan sonra 1 pg / 75 pL olacak sekilde
tripsin enzimi eklendi. Tiipler gece boyu 18 saat siiresince 37 °C’de inkiibe edildi.
Filtre altindaki tiipler degistirilip filtre tizerine 40 ul 50mM AmBic eklenerek 12350
devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edildi. Bu islem tekrarlandiktan sonra 50 pL
0,5M NaCl c¢ozeltisi eklenerek 10 dakika 12350 devir/dakika’da santriflij edildi.
Toplama tiiplerindeki triptik peptidler LoBind tiiplere alinarak liyofilize edildi.
Liyofilizasyon sonrasi 6rnekler 20 uL 0,1 formik asit ¢zeltisinde ¢oziildii ve ikinci

kez Qubit cihazi ile konsantrasyon tayini yapildi.

3.3.6. Siv1 kromotografisi — kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) analizleri

Her bir deneysel grup i¢in 200 ng’lik triptik peptit olacak sekilde oOrnekler % 0,1
formik asit ile tamamlanarak LC viallere konuldu . LC viallerindeki karisimdan
sisteme 2 pL enjekte edilerek LC-MS/MS system (nanoACQUITY ultra pressure
liquid chromatography (UPLC) ve SYNAPT high definition mass spectrometer
(Waters) cihazlar ile analiz edildi. Analitik kolon (BEH C18, 1,7 um, 75 pm i.d. %
250 mm) (Waters) % 97’lik mobil faz A ( % 0,1 formik asit igeren yiiksek saflikta su)
ile dengeye getirildi. Kolon sicakligi 55 °C ye ayarlandi. Peptitler % 99 lik mobil faz
A (% 0,1 formik asit iceren yiiksek saflikta su) ile trap kolonda (Symmetry C18 5
um, 180 pum i.d. x 20 mm) (Waters) alikonulduktan sonra analitik kolonda (BEH
C18, 1,7 pm, 75 pm i.d. x 250 mm) (Waters) mobil faz B (% 0,1 formik asit i¢eren
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yiiksek saflikta asetonitril) ile %3 den % 40 a kadar degisen dogrusal bir gradient ile
400 nL/dk akis hizinda peptitler eliie edildi.

Veri bagimsiz edinim yontemi (Data independent acquisition mode (HDMSE)) ,
pozitif iyon V modu, MS ve MS/MS fonksiyonlar1 (0,7 saniye araliklar ile 2V diisiik
enerji ve 15-40 V yiksek enerji) kullanilarak peptit kiitle/elektriksel yiik
(mass/charge; m/z) degerleri ve lriin iyon bilgisi elde edildi. Glu-fibrinopeptit (i¢
kiitle kalibrant1) 500 nL/dk hiz orani ile enjekte edildi. m/z degeri 50-1900 olarak

analiz edildi.

3.3.7. Biyoinformatik analiz

3.3.7.1. Progenesis QI

Progenesis QI, drnekler igerisindeki proteinleri tanimlayan ve kantifiye eden yeni
nesil LC-MS veri analiz yazilimidir. Data analizi i¢cin LC-MS-MS’den alinan
islenmemis data programa yiiklendi, insan veri tabani kullanildi. Veri tabani
sorgulama i¢in bes adet Modifikasyon (Carbamidomethyl-cysteine modifikasyon,
Acetyl N-TERM, Deamidation N, Deamidation Q ve Methionine Oxidation
modifikasyonlart), her bir peptit i¢in en az 3 tane fragman, her bir protein i¢in en az
yedi tane fragman ve her bir protein i¢in en az {i¢ tane peptiden tanimlanacak sekilde
ayarland1.. Ornekler arasindaki normalizasyon toplam iyon yogunlu baz alinarak
hesaplandu. Ayni proteinler gruplandi ve en yiiksek skora sahip bir 6rnek ig¢in

kantitatif degerler en yiiksek skora sahip bir 6rnek i¢in verildi.

3.3.7.2. STRING

Hiicresel fonksiyonun sistemsel olarak nasil calistiginin anlasilmasi proteinler
arasindaki tiim fonksiyonel etkilesimlerin bilgisini gerektirir. STRING (Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) bilinen ve tahmin edilen protein-

protein etkilesimlerinin biyolojik bir veritabant ve web kaynagidir. STRING
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veritabani, deneysel veriler, hesaplamali tahmin yontemleri dahil olmak tizere ¢ok

sayida kaynaktan bilgi igerir. Serbestge erisilebilir

(https://stringdb.org/cgi/input.pl?sessionld=DeZk8LgYrGSJ&input page show sear
ch=on). Anlamli 124 proteinin erisim numaralar1 ve insan organizmasi girilerek

tarama yapildi.

3.3.7.3. Ingenuity pathway analysis (IPA)

IPA omiks deneylerinden elde edilen datalarin yorumlanmasi i¢in kullanilan IPA,
web tabanl bir yazilim uygulamasidir. Progenesis QI for Proteomics analizi sonucu
elde ettigimiz proteinlerin IPA yazilimi ile hangi hastaliklar ile iligkili oldugu IPA
yazilimi ile belirlendi. Bunun i¢in Progenesis QI for Proteomics yazilimi ile elde
ettigimiz anlamli 124 proteinin erisim numaralari, p degerleri, ekspresyon degisim

oranlar1 girildi, insan organizmasi se¢ildi ve analiz yapildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

FASP protokiine baslamadan 6nce FASP metodunda kullanilacak yeterli 6rnek
miktarinin belirlenmesi i¢in Olgiilen protein konsantrasyonlart ve LC-MS-MS
cihazina verilmeden oOnce triptik peptitlerin 100 ng/ul’lik konsantrasyona
ayaralanabilmesi i¢in yapilan konsantrasyon tayinleri Tablo 4.1.’de verilmistir. Qubit

2,0 flurometre cihazi protokole uygun olarak kullanildi.

Tablo 4.1. LC-MS-MS analiz sonucunda elde edilen proteinler

Liyofilizasyon oncesi Qubit 2,0 Liyofilizasyon sonrast Qubit

Ornekler spektrometre ile lgiilen protein 2,0 spektrometre ile Olgiilen

konsantrasyonlar1 (ug/ mL) triptik peptid konsantrasyonlari
(ng/ mL)

Prostat Kanser 1 2030 796

Prostat Kanser 2 1930 807

Prostat Kanser 3 1930 766

Kontrol 1 2350 679

Kontrol 2 1910 854

Kontrol 3 1820 799

4.1. LC-MS-MS ile Goreceli Protein Analizleri

Prostat kanserli ve saglikli hastalardan ve saglikli erkeklerden elde edilen idrar
numunelerinden elde edilen saflastirilmig proteinlerin LC-MS-MS analiz sonucunda
elde edilen islenmemis veri Progenesis QI programui ile prostat kanseri olan hastalar
kontrol grubu ile karsilastirildi. P < 0.05 olan up-regiile (Kontrol 6rnegine gore
ekspresyonun artmasi) ve down-regiile (Kontrol Ornegine gore ekspresyonun
azalmasi) olmus 124 anlamli protein bulundu. Tespit edilen proteinler Tablo 4.1.’de

verilmistir.



Tablo 4.2. LC-MS-MS analiz sonucunda elde edilen proteinler

Erisim Numarasi Gene Protein upregiilasyon/down
regiilasyon
P02768 ALB Serum albumin up-regiilasyon
P07911 UMOD Uromodulin down-regiilasyon
P02788 LTF Lactotransferrin up-regiilasyon
P02760 AMBP Protein AMBP down-regiilasyon
P25311 AZGP1 Zinc-alpha-2-glycoprotein down-regiilasyon
P69905 HBA1 Hemoglobin subunit alpha up-regiilasyon
P04264 KRT1 Keratin, type II cytoskeletal 1  up-regiilasyon
P01009 SERPINALI Alpha-1-antitrypsin up-regiilasyon
PO1133 EGF Pro-epidermal growth factor down-regiilasyon
P04745 AMY1A Alpha-amylase 1 down-regiilasyon
P63261 ACTGl1 Actin, cytoplasmic 2 up-regiilasyon
Q12907 LMAN2 Vesicular integral-membrane down-regiilasyon
protein VIP36
P01834 IGKC Ig kappa chain C region up-regiilasyon
(Immunoglobulin kappa
constant)
P26842 CD14 Monocyte differentiation down-regiilasyon
antigen CD14
P02750 LRGI1 Leucine-rich alpha-2- down-regiilasyon
glycoprotein
P05090 APOD Apolipoprotein D down-regiilasyon
P06396 GSN Gelsolin down-regiilasyon
P54802 PE Alpha-N- down-regiilasyon

acetylglucosaminidase
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P41222
PO1011

000187

P63267

CoIvT7

PO1871

P07602

P04406

A0A087X2C0

P05451

P07339

AOAO087WYJ9

P00749

P01023

Q12805

095678

P07998

PTGDS

SERPINA3

MASP2

ACTG2

AHSG

IGHM

PSAP

GAPDH

IGHM

REGIA

CTSD

IGHM

PLAU

A2M

EFEMP1

KRT75

RNASE1

Prostaglandin-H2 D-isomerase

Alpha-1-antichymotrypsin

Mannan-binding lectin serine

protease 2

Actin, gamma-enteric smooth

muscle
Alpha-2-HS-glycoprotein

Ig mu chain C

OS=Homo sapiens GN=IGHM

PE=1 SV=3
Prosaposin

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

Ig mu chain C

OS=Homo sapiens GN=IGHM

PE=1 SV=1
Lithostathine-1-alpha
Cathepsin D

Ig mu chain C

OS=Homo sapiens GN=IGHM

PE=1 SV=1

Urokinase-type

activator
Alpha-2-macroglobulin

EGF-containing

extracellular matrix protein 1

Keratin, type II cytoskeletal 75

Ribonuclease pancreatic

region

region

region

plasminogen

fibulin-like

up-regiilasyon
down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon

up-regiilasyon

down-regiilasyon

up-regiilasyon

down-regiilasyon
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P00915
P11117
P13987

P08294

Q72794
P06870
Q6UX06

AO0AQ075B6KS

P05787
P24855

P32119

075594

PODJD8&

P08174

AO0A0C4DGZ9
P12035
P14618
095336

P01625

CAl

ACP2

CD59

SOD3

KRT77

KLK1

OLFM4

IGLC1

KRTS

DNASEI1

PRDX2

PGLYRPI1

PGA3

CD55

TPP1

KRT3

PKM

PGLS

IGKV3-20

Carbonic anhydrase 1
Lysosomal acid phosphatase
CD59 glycoprotein

Extracellular superoxide

dismutase [Cu-Zn]

Keratin, type II cytoskeletal 1b
Kallikrein-1

Olfactomedin-4

Ig lambda-1 chain C regions
(Fragment)

Keratin, type II cytoskeletal 8
Deoxyribonuclease-1

Peroxiredoxin-2 OS=Homo

sapiens GN=PE=1 SV=5

Peptidoglycan recognition

protein 1

Pepsin A-3 OS=Homo sapiens
GN=PE=1 SV=1

Complement decay-

accelerating factor
Tripeptidyl-peptidase 1
Keratin, type II cytoskeletal 3
Pyruvate kinase PKM
6-phosphogluconolactonase

Ig kappa chain V-1V region Len
(Immunoglobulin

variable 3-20)

kappa

up-regiilasyon
down-regiilasyon
down-regiilasyon

down-regiilasyon

up-regiilasyon
down-regiilasyon
down-regiilasyon

down-regiilasyon

up-regiilasyon
down-regiilasyon

up-regiilasyon

down-regiilasyon

up-regiilasyon

down-regiilasyon

down-regiilasyon
up-regiilasyon
up-regiilasyon
down-regiilasyon

down-regiilasyon




Tablo 4.2. (Devamu).

52

P02671

P09603

Q01546

QI6FE7

P60174

Q02487

P01620

P62805

094919

Q8WVN6

P62937

P02008

P18065

Q99878

Q6UXBS

B2R4S9

P26842

FGA

CSF1

KRT76

PIK3IP1

TPI1

DSC2

IGKV3-20

HIST1H4A

ENDOD1

SECTM1

PPIA

HBZ

IGFBP2

HIST1H2AJ

P116

HIST1H2BF

CD27

Fibrinogen alpha chain

Macrophage  colony-stimulating

factor 1
Keratin, type II cytoskeletal 2 oral

Phosphoinositide-3-kinase-

interacting protein 1
Triosephosphate isomerase

Desmocollin-2

Ig kappa chain V-III region SIE
(Immunoglobulin kappa variable 3-

20)
Histone H4

Endonuclease domain-containing 1

protein

Secreted and  transmembrane

protein 1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

A
Hemoglobin subunit zeta

Insulin-like growth factor-binding

protein 2
Histone H2A type 1-J

Peptidase inhibitor 16

Histone H2B

CD27 antigen

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

up-regiilasyon

up-regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon
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Q03403

Q6GTXS

P05783

095865

E9PHKO

Q5T123

Q9Y5Y7

Q9BYX7

QS5TCP6

043653

P01779

P14384

096009

Q15828

TFF2

LAIR1

KRT18

DDAH?2

CLEC3B

CDHI11

SH3BGRL3

LYVEI1

POTEKP

HMCNI1

PSCA

IGHV3-23

CPM

NAPSA

CST6

Trefoil factor 2

Leukocyte-associated

immunoglobulin-like receptor 1

Keratin, type I cytoskeletal 18

N(G),N(G)-dimethylarginine

dimethylaminohydrolase 2

Tetranectin

Cadherin-11

SH3 domain-binding glutamic

acid-rich-like protein 3

Lymphatic

vessel

endothelial

hyaluronic acid receptor 1

Putative beta-actin-like protein 3

Hemicentin-1 (Fragment)

Prostate stem cell antigen

Ig heavy chain V-III region TUR

(Immunoglobulin heavy variable 3-

23)

Carboxypeptidase M

Napsin-A

Cystatin-M

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
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P04792
PO7737

P17752

P55000

E9PK25

P00918
PO7355
P02652
Q00796

P07858

E9PNQS

075144

Q92618

Q12931

076013

P98172

J3QQRS

HSPB1

PFNI1

TPH1

SLURPI1

CFL1

CA2

ANXA2

APOA2

SORD

CTSB

THY1

ICOSLG

ZNF516

TRAP1

KRT36

EFNBI1

ICAM2

Heat shock protein beta-1 (HSP27)

Profilin-1

Tryptophan 5-hydroxylase 1

Secreted

protein 1

Cofilin-1

Ly-6/uPAR-related

Carbonic anhydrase 2

Annexin A2

Apolipoprotein A-II

Sorbitol dehydrogenase

Cathepsin B

Thy-1 membrane glycoprotein

(Fragment)

ICOS ligand OS=Homo sapiens
GN=PE=1 SV=2

Zinc finger protein 516 OS=Homo
sapiens GN=PE=1 SV=1

Heat shock protein 75 kDa,

mitochondrial

Keratin, type I cuticular Ha6
OS=Homo sapiens GN= PE=2

Sv=1

Ephrin-B1

Intercellular adhesion molecule 2

(Fragment)

up-regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

up-regiilasyon
up-regiilasyon
up-regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

up-regiilasyon

up-regiilasyon

down-

regiilasyon

up-regiilasyon
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QYUIBS

AO0A075B7BS8

P01764

Q6UXG3

Q9GZX9

K7EKO07

G3V479

P15328

Q9UGN4

P13727

Q13268

MOQYW4

P16591

QYH977

Q5XG99

CD84 SLAM family member 5

IGHV30R16-12 Protein IGHV30R16-12
(Fragment)

IGHV3-23 Ig heavy chain V-III region 23

CD300LG CMRF35-like molecule 9

TWSG1 Twisted  gastrulation  protein
homolog 1

H3F3B Histone H3 (Fragment)

CALM1 Calmodulin

FOLRI Folate receptor alpha

CD300A CMRF35-like molecule 8

PRG2 Bone marrow proteoglycan

DHRS2 Dehydrogenase/reductase SDR

family member 2, mitochondrial

KLKI11 Kallikrein-11 (Fragment)

FER Tyrosine-protein kinase Fer
WDR54 WD repeat-containing protein 54
LYSMD4 LysM and putative peptidoglycan-

binding domain-containing protein

4

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
up-regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon

down-

regiilasyon
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E9PKE3 HSPAS Heat shock cognate 71 kDa protein ~ down-
regiilasyon
P48061 CXCL12 Stromal cell-derived factor 1 down-
regiilasyon
P30041 PRDX6 Peroxiredoxin-6 up-regiilasyon
F6QOM4 TNFRSF14 Tumor necrosis factor receptor down-
superfamily member 14 regiilasyon
(Fragment)
P51688 SGSH N-sulphoglucosamine down-
sulphohydrolase regiilasyon
HOYDD9 ANO1 Anoctamin (Fragment) down-
regiilasyon

Idrar numunelerinde bulunan anlamli 124 protein (p < 005 ) biyolojik prosese

dayali farkli kategorilerde siniflandirildi. Bagisiklik sistemi ile ilgili protein valiginin

daha fazla oranda tespit edildi. Biyolojik prosese ait diagram Sekil 4.2.°de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.1. Idrar numunelerinde bulunan anlamli 124 protein (p < 005 ) biyolojik prosesi
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Idrar numunelerinde bulunan anlamli 124 protein (p < 005 )  hiicresel prosese

dayali farkli kategorilerde siniflandirildi. Tertiary granule oranin yiiksek oldugu
tespit edildi. Hiicresel prosese ait diagram Sekil 4.3.’de gosterilmistir. Tertiary
granule, kthepsin ve jelatinaz igeren ve hiicre aktivasyonu lizerine kolaylikla eksize

edilen bir salg1 graniilii; 6ncelikle olgun nétrofil hiicrelerinde bulundu.
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Sekil 4.2. Idrar numunelerinde bulunan anlaml1 124 protein (p < 005 ) hiicresel prosesi

Idrar numunelerinde bulunan anlamli 124 protein (p < 005 ) molekiiler fonksiyona
dayali farkli kategorilerde siniflandirildi. Bagisiklik sistemi ile ilgili fonksiyonun

yiiksek oranda oldugu tespit edildi. Molekiiler fonksiyona ait diagram Sekil 4.4.’de
gosterilmistir
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Sekil 4.3. Idrar numunelerinde bulunan anlamli 124 protein (p < 005 ) molekiiler fonksiyonu
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Idrar numunesinde iki grup arasinda anlamli olarak belirlenen 124 protein, STRING
yazilim1 kullanilarak protein etkilesim yolak analizi yapildi. Bu proteinlerin yaklagik

%76’s1n1n birbiri ile baglantili oldugu tespit edildi. Sekil 4.4.’de gosterilmistir.

-----

Sekil 4.4. Idrar numunelerinde bulunan anlamli 124 protein (p <005 ) stringe gore pathway analizi

Idrar numunesinde iki grup arasinda anlamli olarak belirlenmis up-regiile olan
proteinler, STRING yazilimi kullanilarak protein etkilesim yolak analizi yapildi. Bu
proteinlerin yaklasik %75.9’unun birbiri ile baglantili oldugu tespit edildi. Protein

etkilesim yolak analizi Sekil 4.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.5. idrar numunelerinde bulunan anlamli up-regiile olmus proteinlerin (p < 005 ) stringe gore pathway
analizi

Idrar numunesinde iki grup arasinda anlamli olarak belirlenmis down-regiile olan
proteinler, STRING yazilimi1 kullanilarak protein etkilesim yolak analizi yapildi. Bu
proteinlerin yaklasik %75,9’unun birbiri ile baglantili oldugu tespit edildi. Protein
etkilesim yolak analizi Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Sekil 4.6. Idrar numunelerinde bulunan anlamli down-regiile olmus proteinlerin (p < 005 ) stringe gére pathway
analizi
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Idrar numunelerinde bulunan anlamli down-regiile olan proteinler (p < 005 )
biyolojik prosese dayali farkli kategorilerde siniflandirildi. Bagisiklik sistemi ile
ilgili protein valiginin daha fazla oranda oldugu tespit edildi. Biyolojik prosese ait

diagram Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Idrar numunelerinde bulunan anlamhi down-regiile olmus proteinlerin (p < 005 )  biyolojik
fonksiyonlarinin simiflandirilmasi

Idrar numunelerinde bulunan anlamli up-regiile olan proteinler (p < 005 ) biyolojik
prosese dayali farkli kategorilerde simiflandirildi. Kornifikasyon, myeloid hiicre
gelisimi, monosakkarit katabolik proses ve retina homeostazi olan biyolojik
proseslerde esit oranda oldugu tespit edildi. Biyolojik prosese ait diagram Sekil
4.8.’de gosterilmistir.

comficaton ** rating homaostasss **

myeloid cell development = monosacchande calabole process ~

Sekil 4.8. Idrar numunelerinde bulunan anlamh up-regiile olmus proteinlerin (p < 005 ) biyolojik fonksiyonlarinin
smiflandiriimast
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Saglikli ve prostat kanser idrar 6rnegine ait LC-MS-MS spekturumlari Sekil 4.9. ve
Sekil 4.12.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Saglikli idrar 6rneginden elde edilen triptik peptit karigimlarin pozitif iyonlagsmada, 0-400 m/z aras1
LC-MS-MS spektrumu
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Sekil 4.10. Saglikli idrar 6rneginden elde edilen triptik peptit karigimlarin pozitif iyonlagmada, 400-800 m/z aras1
LC-MS-MS spektrumu
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Sekil 4.11. Saglikli idrar 6rneginden elde edilen triptik peptit karigimlarin pozitif iyonlasmada, 800-1200 m/z
aras1 LC-MS-MS spektrumu
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Sekil 4.12. Prostat kanserlinin idrar 6rneginden elde edilen triptik peptit karisimlarin pozitif iyonlasmada, 0-
400m/z aras1 LC-MS-MS spektrumu
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Sekil 4.13. Prostat kanserlinin idrar 6rneginden elde edilen triptik peptit karisimlarin pozitif iyonlasmada, 400-
800 m/z aras1 LC-MS-MS spektrumu
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Sekil 4.14. Prostat kanserlinin idrar 6rneginden elde edilen triptik peptit karisimlarin pozitif iyonlagmada, 800-
1200 m/z aras1 LC-MS-MS spektrumu



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Prostat kanseri hastalariin idrar protein profillerinin belirlenmesi kanser
patofizyolojisinin daha iyi anlagilmasini saglar. Hasta ve kontrol grubu igin
belirlenen proteinler Progenesis Q programi ile karsilastirildiginda 37 tanesi up-
regiile ve 87 tanesi down-regiile olmus anlamli 124 tane protein tespit edilmistir

(p<0.05).

Ingenuity Pathways Analysis (IPA) kullanilarak iki grup arasinda anlamli olarak
belirlenen 124 protein igerisinden 34 tanesinin kanserle iliskili olabilecek
biyobelirteg aday1 oldugu tespit edilmistir. Piruvat Kinaz M (PKM) ve Kallikrein-11
(KLK11) genlerine sahip olan Pyruvate kinase PKM ve Kallikrein-11 proteinleri ise
prostat kanseri ile ilgili biyobelirte¢ aday1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Normal hiicre metabolizmas1 enerji ihtiyacin1 glikoliz ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon (Kreps ¢emberi) ile saglar. Kanser hiicrelerinde ise Wasburg oksijen
mevcudiyeti ne olursa olsun, mitokondriyal oksidatif fosforilasyon yerine glikolize
oldukca bagimli olan farkli bir metabolizmaya sahiptir. Bu proses Warburg ekisi veya

oksijenli glikoliz olarak isimlendirilir (Dong ve ark., 2016).

Kanser hiicrelerinin {irettigi enerji normal hiicre metabolizmasinin {irettigi enerji ile
kiyaslandiginda c¢ok diisiiktiir. Kanser hiicreleri bu enerji kaybimi1 karsilamak ig¢in,
glikoz tastyicilarini ve glikolitik enzimleri kodlayan genleri upregiile ederek glikoz

alimi ve degistirilmis metabolizmaya yol agar (Dong ve ark., 2016).

Piruvat Kinaz PKM glikolizin son adiminda fosfoenolpiruvat (PEP) ve adenosin
difosfat’t (ADP) piruvat ve ATP ye katalizleyen bir enzimdir. Piruvat kinazin normal

dokulardaki baskin hali PKM1 olarak bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde ise PKM?2
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cok fazla ekspres edilmesine ragmen aktivitesi PKM1 e gore ¢ok diistiktiir ve prostat
kanserinde daha once biyobelirteg olarak tespit edilememistir. PKM2 suana kadar
idrarda prostat kanseri ile iliskili biyomarker olarak tespit edilmemistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise idrar numunesinde PKM2’nin upregiile oldugu tespit

edilmistir (Alves-Filho ve Palsson-McDermott, 2016).

Serin proteazlar, iltihaplanma, timor biiylimesi, ve metastaz gibi ¢esitli fizyolojik ve
patolojik fonksiyonlara hizmet eden protein indirgeyici enzimlerin bir ailesini igerir.
Serin protezlarin bir alt gurubu olan Insan kallikrein ailesi on bes adet gene sahiptir.
Kan basinci, sperma sivilagsmasi ve cilt soyulmasi gibi ¢esitli fizyolojik islevlerin

koordinasyonundan sorumludur. KLK 11 bu aile iiyesinden biridir (Bi ve ark., 2010).

Bircok kallikrein meme, yumurtalik, prostat ve testis gibi endokrin ile iliskili
organlarda ekpres edilir ve farkli malignitelerle iligkilidir (Stavropoulou ve ark.,

2005).

Kallikreinin bir iiyesi olan KLK11 prostat kanserinde protein ekspresyonlar
incelenmis ve KLK 11 in prostat dokusunda ve serumda yiiksek oranda ekpres oldugu

bulunmustur (Paliouras ve ark., 2007).

Idrar numunesinde bu zamana kadar KLK11 genine ait olan Kallikrein-11 proteini
prostat kanseri ile iligkili bir biyomarker olarak tespit edilmemistir. Bizim yaptigimiz

calismada ise KLK11 upregiile olarak tespit edilmistir.

Yapmis oldugumuz bu calismada elde ettigimiz bu sonuclar, Piruvat Kinaz-2
(PKM2) ve kallikrein-11 (KLKI11) proteinlerinin prostat kanseri i¢in yeni bir
biyobelirte¢ aday1 oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
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