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OZET

PROTHROMBIN G20210A GEN DEGiSiMiNiN PLAZMA PROTEINLERi UZERINE
ETKISININ PROTEOMIiK ANALIZLER iLE DEGERLENDIRILMESI

Vendz tromboembolizm (VTE) morbidite-mortalite oranlar1 yiiksek olabilen ve bati
toplumunda 1-2/1000/y1l sikliginda goriilen bir klinik tablodur. Derin ven trombozu (DVT) ve
pulmoner emboli (PE) ayn1 klinik tablonun farkli evreleri olarak degerlendirildiginden, genel olarak
vendz tromboembolizm olarak (VTE) adlandirilmaktadir. Genel populasyona goére thrombofilik
hastalarda protrombin 20210 G/A mutasyonu tagima siklig1 %1-2/%6-12 olarak bilinmektedir ve VTE
icin 3-5 kat risk getirmektedir. Literatiire gore; bazi inflamasyon ile iliskili abundant proteinlerin ve
polimorfik akut faz proteinlerinin serum konsantrasyonlarinin artis1 inflamasyon ile iligkisi olan;
aterosklerosis, eklem iltihabi, kalple ilgili hastaliklarda ve VTE’ de teshis edilmistir. Prothrombin
geninde 20210 pozisyonunda yer alan G/A mutasyonu, mRNA’da 3’ okunmayan poliadenilasyon
bolgesini etkilemektedir ve VTE i¢in risk faktorii olarak tanimlanmistir.

Proje kapsaminda, adi gegen gen degisiminin hasta ve kontrol gruplarinin plazma protein
profilinde olusturdugu farkliliklarin belirlemesi amaglanmistir. Bu amagla yapilan ¢alismada gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile hasta (130) kontrol (130) gruplar1 protrombin 20210
niikleotid degisimleri acisindan taranmistir. Mutasyon tasiyan ve tasimayan hasta/kontrol gruplari
olusturulduktan sonra koagulasyon kaskatinin bu basamaginda etken mekanizmanin anlagilmasi amaci
ile proteomik ¢alismalar kapsaminda iki boyutlu jel elektroforezi ile protein profillenmesi ve kiitle
spektrometresiyle proteinlerin kimliklendirilmesi (PMF) yapilmistir. Calismaya dahil edilen farkli hasta
ve kontrol gruplart arasinda alt1 farkli abundant proteinin ifadesinin genotipe bagli degisim gosterdigi

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ven6z Tromboembolizm, Protrombin, 2D jel elektroforezi, MALDI-TOF Kiitle

spektrometresi.




ABSTRACT

[EVALUATION OF THE INTERACTION BETWEEN THE PLASMA PROTEINS AND THE
PROTHROMBINE G20210A MUTATION WITH PROTEOMIC ANALYSIS.

Venous thromboembolism (VTE) is a disease with high morbidity and mortality rates with an
lincidence of 1-2/1000 in Western societies. Deep vein thrombosis (DVT) and pulmonary embolism
(PE) are considered as the clinical stages of the same disorder, and are collectively called as venous
thromboembolism. The prevalence of Factor Il prothrombin gene mutations was reported at about
1-2/6-12 % , in whites. Protrombin allele are the one of the most common cause for hereditary
thrombophilia. According to the literature, increased serum concentrations of some abundant plasma
proteins related with inflammation and polymorphic acute phase proteins have been associated with

linflammation-related atherosclerosis, arthritis, heart-related disorders and also VTE diseases.

The aim of this study is to determine the effect of the Prothrombin 20210 gene mutation, which
lis known as a risk factor for venous thromboembolism, to the inflammation-sensitive abundant plasma
proteins in control and patient groups and also to investigate the relationship between this mutation

and MI history by proteomic methods.

In this preliminary work, plasma was seperated from whole blood samples collected in tubes
with EDTA (1/9 ml) and the remaining sample was used for DNA isolation with conventional phenol-
chloroform method. Genetic analysis were done for patient (130) and control (130) individuals in terms
of Prothrombin 20210 gene mutation by RT-PCR. Protein profiling by two dinemsional gel
electrophoresis and peptide mass fingerprinting (PMF) by MALDI-TOF MS were done for patient and
control groups. Six abundant proteins were found differentially expressed depending on the genotype

between the diffenent patient and control groups.

Key Words: Venous Thromboembolism, prothrombin, 2D gel electrophoresis, MALDI-TOF mass
spectrometry.




TESEKKUR

Prothrombin G20210A Gen Degisiminin Plazma Proteinleri Uzerine Etkisinin Proteomik Analizler Ile
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1. AMAC VE KAPSAM

Venoz tromboz ve komplikasyonlarinin en sik morbidite ve mortalite nedeni olmasi; hem vendz
trombozun Onlenmesinin, hem de tromboembolik olayin tekrarlama olasilig1 agisindan yiiksek riske
sahip olan hastalara daha etkin koruyucu tedavilerin gelistirilmesinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
Ayrica gen degisimlerini tasiyan hasta gruplar igerisinde ilag tedavisi veya cerrahi miidahele
sonrasinda prognozun farkli olmasi, kontrol grubu asemptomatik bireylerde de genetik trombotik risk
faktorlerinin bulunmasi gibi agiklanamayan durumlar giiniimiizde proteomik yontemler gibi daha
hassas ve giivenilir tekniklerle agiklanabilecektir. VTE i¢in kisiye 6zel risk faktorlerinin dnceden
belirlenebilmesini saglayabilecek yeni hedef molekiillerin bulunmasi tedaviye yon verebilecek olmasi
nedeni ile 6nem tagimaktadir. Ayrica bulunan yeni hedef molekiilleri sayesinde, goriilme siklig1 yiiksek
olan PTS’li (post trombotik sendrom) hastalarin yasam kalitesi {izerine olan olumsuz etkileri azaltilmig

olacaktir (Demiralp 2009).

Insan genom projesi, yaklasik 20-25.000 genin oldugunu ortaya koymus ve projenin tamamlanmasinin
ardindan, genlerin fonksiyonel iirlinii olan proteinlere ait bilgi birikimi artmadigi siirece genetik
bilginin tek basma yeterli olamayacagi goriilmiis ve proteinlerle ilgili ¢aligmalara agirlik verilerek
“proteomiks” alan1 dogmus, hatta genomik, transkriptomik, metabolomik ve biyoinformatigin de
proteomik calismalara eklendigi sistem biyolojisi ¢caligmalart agirlik kazanmistir. Proteomiks alaninda
yapilan g¢alismalar dort ana baslikta toplanabilir: (1) Protein izolasyonu, (2) proteinlerin ayrimi
(elektroforetik, kromatografik vs.) ve ifade analizleri, (3) protein tanimlamasi (kiitle spektrometreleri,
Edman), (4) protein etkilesimleri ve yapisal analizler. Bu sekliyle proteomik yontemler tipta erken
teshis ve tedavi se¢imi i¢in kullanilabilir, giivenilir veri liretmekte ve bu amaclarla yeni biyobelirteg

tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir.

Bazi genler, birden ¢ok proteini sifreleyebilir (splicing). Fosforilasyon, glikozilasyon ve proteolitik
yikimlari da igeren bir¢cok post-translasyonel modifikasyon sonucu proteinlerin yapisi ve fonksiyonu
degisir. Benzer sekilde oligosakkaritler ve lipitler gibi molekiiller proteinlere eklenerek hiicre
kompartmanlarindaki yerleri belirlenir. Sonug olarak, viicutta cesitli sekillerde onbinlerce farkl
proteinin sentezi yapilmaktadir. Proteomiks teknolojisi ile saglik ve hastalik gibi farkli kosullarda
bulunan hiicre, doku ve viicut sivilarindaki proteinlerin birbirleri ile iligkileri, yap1 ve fonksiyonlari

sistematik olarak incelenmekte ve nicel (kantitatif) analizleri yapilmaktadir. Son yillarda, bu teknoloji

biyolojik belirteclerin (biomarker) tanimlanmasinda kullanilmaya baslanmistir. Biyolojik belirtegler,
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bir biyolojik sistemin fizyolojik durumunu yansitir. Bu durum hastalik siiresince degisebilir. Bu
nedenle biyolojik belirtegler 6zellikle farkli kanser tiplerinde, inflamasyonla seyreden metabolik

hastaliklarda, trombozda ve norodejeneretif hastaliklarda teshis ve tedavide onemli rol oynamaktadir

(Giinestutar et al 2009).

Genom projesi ile elde edilen bilgilerin klinik ¢aligmalara uygulanmasi ve yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi ihtiyaci ile proteomiks kavrami hizla gelismeye baslamistir. Hastaliklarin tanimlanmasi
ve tedavi gelistirmede yaygin olarak kullanilan genetik tekniklere ek olarak gelisen proteomik teknikler
aragtirmacilar i¢in biliylik bir umut 15181 olmustur. Proteomiks c¢aligmalarinin gen c¢aligmalarina ek
olarak sundugu avantajlardan en Onemlileri viicut sivilarinda, hiicrelerde ve doku biyopsilerinde
diyagnostik ve prognostik hastalik belirteglerinin tanimlanmasina ve yeni tedavi stratejilerinin
belirlenmesine olanak saglamasidir. Ayrica genetik yatkinlik gosteren hastaliklarin tanimlanmasi dogru
bir genetik teste gereksinim duydugu kadar fenotipin de dogru saptanmasini gerektirir. Cilinkii bir
organizmadaki proteom genomdan farkli olarak daha dinamiktir ve organizmanin bulundugu kosula

(6rnegin patolojik durum) ve zamana bagl olarak degisebilir (Gliran 2005).

Dolayisiyla bu proje kapsaminda; genomik ve proteomik yontemler birlestirilerek, plazma protein
profil degisimlerinin saptanmasi amacglanmistir. Amag¢ kapsaminda Oncelikle genetik tarama ile
Protrombin G20210A niikleotit degisimi olan ve tromboza yatkinlik gésteren hasta-kontrol gruplarinin
tanimlanmas1 ve proteomik ¢alismalar ile arastirmanin devaminda protein profil farkliliklarinin takibi

ile bilinmeyen farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasi basamaklar1 hedeflenmistir.




2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu tez ¢alismasina farkli kliniklerden vendz tromboemboli tanisi almis Pediatrik Molekiiler Genetik
Bilim Dalina genetik analiz i¢in konsiiltasyona yollanmis 130 olgu ve ailesinde ve kendinde higbir
vendz tromboemboli 6ykiisii olmayan 130 kontrol bireyi dahil edilmistir. Hasta-kontrol gruplar1 Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Molekiiler genetik bilim dalinda protrombin G20210A niikleotit
degisimi agisindan oncelikle taranmis ve farkli genotipe sahip hasta kontrol gruplari grup i¢i ve gruplar
aras1 karsilastirmali proteomik analizler ile degerlendirilmistir. Projenin Etik kurulu onayi, Ankara
Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri Miidiirliigii tarafindan 1997 yilindan beri desteklenen farkli

projeler kapsamindadir.

Kullanilan biitiin  kimyasallar molekiiler biyoloji veya proteomik ¢aligmalarinda kullanilmaya
uygundur. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi Ek 1°de verilmistir. Kullanilan cihazlar
iireticilerinin talimatlarina uygun olarak kullanilmistir. Cihazlarin listesi ve hangi amaglarla kullanildig:
Ek 2’de verilmistir. Tiim deneylerde Millipore (Milli-Q ve Elix filtreleri) saf su sisteminden elde edilen

su kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1 Orneklerin elde edilmesi

Kan 6rnekleri 1 ml 0.5 M EDTA’l1 (Etilendiamintetraasetikasit, Sigma, ABD) polietilen tiip icerisine 9

ml kan 6rnegi (1/10 EDTA) olacak sekilde alinmig ve proteom calismalarinda kullanilacak plazma, kan

orneklerinin 4.500 rpm.’de 5 dakika santrifiij yapilmasi ile ayrilarak kullanmima kadar -800C’de
saklanmistir. Plazma ayrildiktan sonra kalan kisim iizerinden geleneksel fenol-koloroform yontemi ile

DNA izolasyonu yapilmistir.

2.2.2. RT-PCR teknigi ile mutasyon degerlendirmesi

Elde edilen DNA miktarlar1 spektrofometrik yontemler ile belirlenmistir. Hasta grubunu olusturan 130
bireyin ve 130 kontrol bireyin gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile genotipleri
protrombin 20210 G/A mutasyonu i¢in degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen tiim bireyler yeterli
konsantrasyonlarda DNA oOrnekleri eldesini takiben hedef gen bdlgesi olan protrombin 20210

bolgelerini igeren gen dizisini sinirlayan 6zel oligontikleotidler ile ve mutasyonun bulunup




bulunmamasimna gore degisen baglanma sicakliklart ile amplifiye edilerek RT-PCR ile

degerlendirilmistir.

Tiim bireylerin RT-PCR genotip analizleri LightCycler (Roche) hibridizasyon prob yontemi ile
gerceklestirilmistir. ki farkli prob dizayn edilmistir. 3’ ucunda floreans isaretli boya (donor), 5’ ucunda
alic1 boya (acceptor) bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine
baglanip bir birine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence Resonance Enerji
Transfer). Enerji “’donor’” boyadan ‘’acceptor’® boyaya transfer olur. Bu enerji transfer sonucunda
olusan floresans miktar1 PCR siiresince olusan iiriin miktar ile dogru olarak artar (Sekil 2.1) (Giinel

2007).

g? b
1.,111\ " r‘,:""
P— _anmmz:‘::hmm'f
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Sekil 2.1. RT-PCR hibridizasyon prob yontemi

|LightCycler PCR sistemi ile, kapiller PCR ile hedef DNAnin amplifikasyonu, amplifiye olan DNAnin
gercek-zamanli olarak floresan artigi ile gozlenmesi ve PCR sonunda, amplikonun spesifisitesinin

ortaya konmasi i¢in erime sicaklig1 (temperature of melting) analizi yapmak miimkiindiir.

2.3. Proteomik Teknikler

Farkli genotiplerin fenotipe etkilerinin arastirilmasi amaciyla plazma 6rneklerinde proteomik caligma
planlanmistir. Proteom ¢alismasina; protrombin 20210 G/A mutasyonu tasiyan hasta ve kontrol
gruplar1 igerisinden 3’er birey dahil edilmistir. Tim plazma orneklerinin proteomik analizleri iKili

tekrarli calisilmistir.
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2.3.1. Abundant protein filtrelenmesi

Plazmada baskin olarak bulunan proteinler 6zellikle diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin dagilimin
baskiladigindan, bazi durumlarda baskin proteinlerin (albiimin ve immiinoglobiilinler gibi) plazmadan
filtrelenmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in antikor afinitesi temelli bazi ticari kolonlar mevcuttur.
Ancak Oncelikle bu islemin 6rnekler lizerindeki etkinligi ve kullaniminin uyunlugu test edilmelidir.

Optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda bu amagla iki farkli kolon sistemi kullanilmistir.

a) Kolon 1 kullanim protokolii:

Abundant proteinlerin azaltilmasi islemi boyunca biitiin soliisyonlar ve Ornekler buz igersinde

muhafaza edilerek:

1. Calismada gerekli olan protein miktar1 dikkate alinarak, 6rnekler 1X dillisyonu yapilmis dengeleme
tamponu ile 12.5:1 oraninda seyrelmistir. Bu ¢alismada 64 pL 6rnek ve 736 uL 1X dengeleme tamponu

ile seyreltme yapilmistir.

2. 0.22 um filtreler kullanilarak 400 pL seyreltilmis ornekler 10002000 g’ de 30s santrifiij edilerek

lkolona uygulanmaya hazir hale getirilmistir.

3. Uygulama yapilacak kolon hazir hale getirildikten sonra filtre edilmis 6rnekten 100uL alinarak
kolona ytlikleme yapilmis, 20 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir (Kolonun igerisinde serumda bol
bulunan 20 proteine 6zgii antikorlar bulunur. 20 dakikalik bekleme siiresi boyunca bu 20 protein
lkolonda tutulmakta, diger proteinler ise serbest halde kalmaktadir). Siire sonunda 5000 rpm’ de 20sn

santrifiij islemi yapilmstir.

4. Kolonda tutulan proteinleri uzaklastirmak amaciyla 2 mL yikama tamponu kolondan enjektor
yardimiyla belirli bir hizda geg¢irilmistir. Her filtre edilmis 100 pL’ lik ornek i¢in bu asamalar

tekrarlanmigtir. Santrifiij sonrasi toplanan 6rnekler %95 abundant proteinler i¢in filtrelenmistir.

5. Filtrelenen plazma protein 6rnekleri, 5000 Da MWCO filtreler ile konsantre edilerek kullanilmistir.
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Konsantrasyon tiiplerine maksimum 500 pL 6rnek yiiklenmis ve 45 dakika +4°C’ de 14000 g’ de

santrifiij islemi uygulanmistir.

\

=

w""

Sekil 2.2. 20 abundant protein i¢in filtreleme sistemi; Kolon |

.

b) Kolon II kullamim protokolii:

1. Kolona 1 ml baglama tamponu (binding buffer) ilave edilerek kullanima hazir hale getirilmistir
(islem 2 defa tekrarlanir).

2. Ornekten 60 pl ve baglama tamponundan 180 ul olacak sekilde numune seyreltilmistir.(Total hacim
200 pl olmaktadir).

3. Diliie 6rnek kolona 200 pl olacak sekilde ilave edilmistir.

4. Kolon hafifge 5 dakika aralikli olacak sekilde 3 dakika vortekslenmistir. 5 dakika bekleme siiresinin
ardindan 20 saniye 10 000 g’ de santrifiij edilmistir.

5. Santrifiijden alinan kolon {izerine regineyi yikamak i¢in 200 ul baglama tamponu ilave edilerek
tekrar 20 s 10 000 g’ de santriflij yapilmigtir.

6. Alblimin ve IgG’ leri filtre ederek diger proteinler saflagtirilir.

7. Filtrelenmis O6rnek hacmi fazla oldugundan 5000 Da MWCO filtre tiipleri yardimiyla numune

icerisindeki protein konsantrasyonu saflastirilmistir.

% 90 oraninda albiimin ve immiinoglobiilinlerden filtrelenmis serum Orneginden direkt protein

analizine gegilmistir.
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Sekil 2.3. Albiimin ve IgG ig¢in filtreleme sistemi; kolon II

Plazma Orneklerinden her iki kolon sistemi ile abundant proteinlerin filtrelenmesi sonrasi elde edilen
protein 6rnekleri ve filtreleme yapilmaksizin kullanilan plazma protein 6rnekleri ¢alismanin devaminda
[kullanilacak iki boyutlu jel elektroforezi sistemine uygulanmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli baskin
proteinlerin filtrelenmesi ve diger proteinlerin zenginlestirilmesi i¢in kullanilan kolon ile filtreleme
yontemleri, kan Orneklerinin alinma, plazma ayrilmasi ve saklanmasi kosullariyla yakin iligkilidir
(edtal1 tiip, taze kan). Bulgular kisminda verilen 6rnek plazma protein profilinde goriildiigii gibi
EDTA’l tiip igerisinde alinan taze kan 6rneginden, soguk zincir bozulmadan uygun kosullar altinda
plazma 6rneginin ayrilmasi ile filtreleme islemi belirtilen kolon sistemleriyle yapilabilmektedir. Ancak
calisma bu tip filtreleme sistemlerinin kullanilabilirligi kan orneklerinin alinmasi, plazma kisminin
ayrilmasi kosullar1 ve saklanma siireci ve kosullariyla ilintili olmasi nedeniyle bu g¢alismada plazma
ornekleri icin uyumlu bulunmamis ve calismalara filtreleme yapilmadan devam edilmesine karar

verilmistir.
2.3.2. Bradford protein miktar tayini

Esit miktarda plazma 6rnekleri proteomik c¢alismalara temel teskil eden iki boyutlu jel elektroforezi igin
1:100 oraninda rehidrasyon tamponunda seyreltme yapilarak protein miktar tayini 96 kuyucuklu mikro-
plakalarda Bradford (mikro-Bradford) yontemi ile belirlenmistir (Bradford 1976). 5X stok olarak
bulunan protein boyasi (Bio-Rad) ultra saf su ile 1X’e seyreltilmistir ve kuyucuklara 200 pl boya, 10 ul
ornek koyulmustur. Orneklerin boyayla reaksiyona girmesi igin 15 dk. oda sicakliginda bekledikten
sonra mikroplaka okuyucuda 595 nm’de 6l¢iim yapilmustir. Standart olarak 250, 500, 750 ve 1000
ng/ml konsantrasyonlarinda sigir serum albiimini kullanilmistir. Ornekler ii¢ tekrarli olarak dl¢iiliip

ortalamalar1 alinmistir.
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2.3.3. iki boyutlu jel elektroforezi

Aktif rehidrasyon tepsilerinde 17 c¢cm. uzunlugunda ve pH 3-10 araligindaki Immolize pH gradient
(IPG) seritlere (Bio-Rad) rehidrasyon tamponuyla (7 M iire, 2 M tiyoiire, %4 CHAPS, %1 amfolit, pH
3-10, 10 mM DTT, bromo fenol mavisi) beraber 175 ug. protein yiiklenmistir ve 50 V’de 16 saat aktif

rehidrasyon yapilmustir ( Sekil 2.4).

Sekil 24. Rehidratasyon tamponunun tabla kanali boyunca uygulanmast

(http://www.scribd.com/doc/24603098/1PG-Ready-Strip-Instructions)

Daha sonra seritler temiz bir tepsiye alinarak izoelektrik odaklama islemi gergeklestirilmis ve birinci

boyut izoelektrik noktalarina gére protein ayrimi saglanmistir (15 dk. 250 V, 3 sa. 10 kV, toplamda 60
[kV/sa degerine ulasana kadar 10 kV) (Sekil 2.5).

Serit Kanallar

A 4 4
.
~. s 31
7 4
—; 3t — S
RS 2 =
By P =
NG 7 _ s
T 7 y, Bl
N 40 A C s
B 7 B =
N 7 P =
L =
"\)‘ Wicks kagidi
Anot Teli Katot Teli
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Sekil 2.5. Tablanin kanallarina wicks kagidinin uygulanmasi

Bu islemin ardindan seritler, ikinci boyut ayrima hazir hale gelmeleri i¢in, ¢alkalayici lizerinde 15 dk.
dengeleme tamponu I (6 M fire, 1.5 M Tris-HCI pH 8.8, %2 SDS, %20 gliserol, %2 DTT] ve 15 dk.
dengeleme tamponu II (dengeleme tamponu I’de %2 DTT yerine %2.5 iyodoasetamid ve ek olarak
bromo fenol mavisi) ile muamele edilmistir. Ardindan seritler %4’lik toplama ve %12’lik ayirma

jellerinden olusan 1 mm. kalinligindaki SDS poliakrilamit jele yiiklenmistir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Seritlerin toplama jeline kadar itilerek, sabitlenmesi

(http://www.scribd.com/doc/24603098/1IPG-Ready-Strip-Instructions)

SDS tamponu (%3.03 Tris-Base, %1.44 glisin, %1 SDS) esliginde 30 dk. 100 V ve izleme boyasi jelin
altina ulasincaya kadar 150 V sabit voltajda ikinci boyut molekiiler agirliklarina gore proteinlerin

ayrimi gerceklestirilmistir. Jeller her bir 6rnek i¢in iki tekrarli olarak yapilmaistir.

2.3.4. Jellerin boyamasi, goriintiilemesi ve analizi

Jeller floresans oOzellikte bir boya olan Sypro Ruby® (Bio-Rad) ile iireticinin talimatlarina gore
boyanmistir. Bu amagla, fiksatif ¢cozeltisine (%10 metanol, %7 asetik asit) koyulup ¢alkalayicida 1,5
saat bekletilen jeller daha sonra boya i¢inde gece boyu calkalayicida birakilmistir. Son olarak 1,5 saat
tekrar fiksatif icinde bekletilerek VersaDoc (Bio-Rad) goriintiilleme sisteminde UV altinda
goriintiilenmistir. Jel fotograflarinin analizi PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad) programi kullanilarak yapilmistir.
Tekrarlar programa tanitilip grup olusturulmustur. Yine ayni program yardimiyla protein kiimelerinin
iic boyutlu ve cubuk grafikleri elde edilmistir ve deneysel pH ve molekiiler agirlik degerleri

hesaplanmistir.  Programin anlamli  farklilik belirledigi  kiimelerin sayisal yogunluk degerleri
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programdan alinmis ve SPSS 9.0 for Windows programinda p degerleri hesaplanmaistir.
Ayrica, jeller lizerindeki spotlarin hangi proteinlere ait olabilecegi hakkinda kiitle spektrometresi
analizlerinden once fikir sahibi olabilmek amaciyla goriintiiler SwissProt 2DPAGE veri tabanindaki

insan plazma goriintiisiiyle karsilagtirllmistir (Sekil 2.7)

{Click to access prote
Spot: 2D-00041M (p!
pl: 5.80 Mw: 67000
%vol: 0.1785 %od: 5.73396

*ALBU_HUMAN* +
ccccccccccc P02768 -
Identification Methods: ”_4
* NORMAL LEVEL, PATHOLOGICAL LEVEL, ~
POSITIONAL VARIANTS, MAPPING: {im}

- = .

Sekil 2.7. Insan plazma protein profili (http://www.expasy.ch/swiss-
2dpage/viewer&map=PLASMA_HUMAN&ac=all)

2.3.5. Protein kiimelerinin kesimi ve jel icinde tripsin sindirimi (tripsinizasyon)

[lgilenilen protein kiimeleri robotik bir sistem olan SpotCutter (Bio-Rad) cihazinda 1 mm g¢aph daire
parcalar1 seklinde kesilmistir. Bu amagla 6nce jel goriintiillenmis ve ilgili bolgeler PDQuest 8.0.1
programi araciligiyla belirlenmistir. Kesimi yapilan parcalar, her bir kuyucuguna daha 6nce 200’er pl

ultra saf su koyulan V tabanl plakalanin kuyucuklaria robotik kol tarafindan koyulmustur.

Kesim isleminin ardindan jel i¢inde sindirim islemi (tripsinizasyon) gerceklestirilmistir. Oncelikle
amonyum bikarbonat ve asetonitril ile jel pargalarinin boyasi uzaklastirilmistir. Daha sonra DTT ile
rediikleme, iyodoasetamid ile alkilleme yapilmistir. Bu islemlerin ardindan her bir kuyucuga 30 pl. 50
mM amonyum bikarbonat i¢inde 150 ng. tripsin enzimi koyularak enzimin kendi kendini sindirmeden
jele gecmesi i¢in 1 sa. 4°C’de bekletilmis ve enzimin sindirim iglemini gergeklestirebilmesi icin de
gece boyu 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra ekstraksiyon tamponu (%1 formik asit, %2

asetonitril) ile jel icinde sindirilmis olan peptitler elde edilmistir. Tripsinizasyon isleminin biitiin

basamaklar1 laminar akish kabinde yapilmistir.
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2.3.6. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu (MALDI) ile peptit analizi

MALDI kiitle spektrometresi hazirlik semasi asagida gosterilmektedir.

MALDI plakasinin temizlenmesi

N/

MALDI plaka kuyucuklannin temizlenmesi ~ CHCA (MALDI MATRIKSI) rekristalizasyonu

Protein kesim iiriinlerinin \]/
hazirlanmasi
\]/ ZipTip ug prosediiriiniin uygulanmasi % Solvent hazirligi
Protein kesim iiriinlerinin \l/
LM kuyucuklarina spotlanmasi Orneklerin kuyucuklara spotlanmasi
Luck B0 ¢ Jaddddads — Omek
Miss @ ‘ " Kuyucuklan

Sekil 2.8. MALDI kiitle spektrometresi hazirlik semasi

Uygun bir sekilde yiiklemeye hazir hale getirlmis MALDI-TOF 6rnek yiikleme plakasinin kuyucuklari
once saf su, daha sonra asetonitril ile yikanmis ve kurumasi beklenmistir. Iyonlagmay: saglayacak
matriks olarak kullanilmak tizere rekristalize edilmis alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA),
mg. basma 50 pl. olacak sekilde matriks ¢oziiciisii (%75 asetonitril, %0.1 trifloro asetik asit (TFA)
icerisinde hazirlanmistir. Yiiklenecek peptit 6rneklerinin iizerine esit hacimlerde 6rnek ¢oziiciisii (%50

asetonitril, %0.1 TFA) ve matriks eklenerek kuyucuklara 1,5 pl. yiikkleme yapilmistir.

MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonu Ornek plakasinda bulunan “Lock Mass”
kalibrasyon kuyucuklarina yiiklenen ve molekiiler agirliklart bilinen 5 peptit karisimi ile yapildi (dis
kalibrasyon). Bu amagla, Adrenokortikotropik hormon (ACTH) 18-19, (Glul)-fibrinopeptit B (Glu-
Fib), substance P, renin-14 ve anjiyotensin 1 peptitleri son konsantrasyonlar1 10-40 pmol olacak sekilde
ornek ¢oziiclisii ile seyreltilmistir. Kullanilan peptitlerin molekiiler agirliklar1 Cizelge 2.1.°de
verilmistir. Yapilan kalibrasyon sonrasi peptit karisim m/z degerleri, spektralariyla degerlendirilmis ve

deneyin dogrulugu test edilmistir.
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Cizelge 2.1. 5 peptit karisiminin kiitle degerleri

5 PEPTIT KARISIMI KUTLE-Da
ANGIOTENSIN 1296,6853
SUBSTANCE P 1347 7360

Glu Fib 1570,6774
Renin-14 1758,9326
ACTH-18,39 2465,1989

Tiim Olgiimler 500-3000 Da. arasinda reflektron pozitif iyon modunda gergeklestirilmistir. Ancak 700
Da altinda CHCA matriksin genel iyonlastirma derecesi geregi gelen kirlilik yogun olarak her

kuyucukta ayn1 sekilde goriilmiis ve bu bolge analizlere dahil edilmemistir.

2.3.7. Kiitle spektrometresi verilerini kullanarak protein tanimlanmasi

[Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)” ve “Time-of-flight (TOF)” adli kiitle
spektrometresi yontemiyle analitlerin kiitle Olglimlerinin hizli ve kesin olarak yapilmasi olanak

saglanmistir. Bu teknikte peptidler kat1 fazdan gaz fazina gecerken, TOF kiitle spektrometresiyle hizli

bir bicimde m/z oranlarina gore ayrilirlar.

Identification of Unique Proteins by MALDI-TOF-MS

1. Sample isolation [fzooe =
& TOF B[S and preparation ’-;: 2. Sample extraction and

1 trypsinization or in-gel
Qs

- 7 digestion

3. Sample peptides analysis

Pulsed Laser
Beam N, ~337nm

Control

[e)
HIV sample ™

MALDI-M

4. Database search for a :g = B

peptide mass fingerprint = f o B ’
(PMF) match . I -

Sekil 2.9. MALDI lazer isininin kat: matriksi uyarmasi ve analitleri iyonize etmesi

IMALDI-TOF kiitle spektrometresiyle proteinlerin tanimlanmasi +1 yiikli peptidlerin m/z oranmin

Olciilmesiyle gergeklesir. Peptid kiitlelerinin dogru Ol¢limiine dayanan protein tanimlanmasi igin
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gelistirilmis farkli programlar vardir. Skorlama i¢in en basit yontem peptid kiitlelerinin sayilarini
toplamaktir. Peptid kiitlelerinin sayilar1 protein veri tabanindaki her giris i¢in tahmin edilen kiitleyle

eslestirilir.

TOF analizi, iyonlarin tiimiine ayn1 miktarda enerjinin verildigi bir dedektore dogru hizlanan bir dizi
iyona dayanmaktadir. Ancak iyonlar ayni enerjiye sahip olmalarina ragmen farkli kiitlelerde
oldugundan dedektore ulasma zamanlar farklidir. En kiiglik iyonlar hizlarinin fazla olmasindan dolay1
dedektore ilk ulasirken daha biiyiik olan iyonlar daha biiyiik olan kiitleleri yiiziinden dedektore daha
ge¢ ulagsmaktadirlar (Sekil 2.10)

TIME-OF-FLIGHT(TOF) AMNALIZER
Yiiksek Voltaj Dedektdr

MALDI 6rmex Llj. Ll Gmg :; : -
%I - Akis bdlgesi

lazer W

Sekil 2.10. Dedektdre carpan farkl kiitlelerdeki iyonlar

Proje kapsaminda yapilan ¢alismada MALDI-TOF kiitle spektrometresinden alinan m/z degerleriyle
swiss prot/uniprot veri tabanlarinda eslesen peptid kiitleleri Mascot veri analiz tabanlar1 araciligiyla
tanimlanmistir (www.matrixscience.com). Mascot verileri protein veri tabaninda verilen molekiil
agirligt ve pl degerleri agisindan 2-D jel elektroforezi MA ve PI degerleri ile karsilastirilarak

tanimlamanin dogrulugu teyit edilmistir.

2.4. istatistik Analiz

PDQuest programindan elde edilen yogunluk degerlerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi icin
ANOVA kullanilmistir (SPSS For Windows 9.0). Analizden 6nce gruplar i¢inde bireysel farklilik olup
olmadig1 test edilip fark bulunanlar analiz dis1 birakilmistir. Yapilan analizlerde varyanslarin
homojenligi Levene testi ile test edilmis ve varyanslarin homojen oldugu durumda Tukey, olmadig1

durumda ise Tamhane testi uygulanmustir.
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3. ANALIZ VE BULGULAR

3.1. Plazma Abundant (Bol) Proteinlerin Filtrelenmesi

Proteomik caligmalarda kullanilabilir bir protein profili elde etmek i¢in en Onemli agama Ornegin
standardizasyonu ve optimizasyonudur. Ornek tipine ve kaynagma gore degisen tuz ve benzeri
inhibitorlerden arindirma ve proteaz ve fosfataz inhibitdrleriyle dogal yikim ve modifikasyonlari
elimine etmek gerekmektedir. Plazma uygulamalarinda, iki boyutlu jel elektroforezi profillemelerinde

en Onemli optimizasyon ise ifadesi fazla olan albumin gibi abundant proteinlerin filtrelenmesi ve

ifadesi az olan proteinlerin profillerinin ¢ikarilabilir hale getirilmesi yani zenginlestirilmesidir. Farkli
|kolon sistemleriyle sadece albumin veya 20 ifadesi yiiksek abundant proteinin birlikte filtrelenmesi
yapilabilir. Kolon sistemlerinin kullanilmasinda alinan sonuglari ¢alisilan materyalin alinma seklinden,
serum/plazma ayrilmasindaki kosullardan, saklanma kosullarindan ve en 6nemlisi de 6rnegin taze olup
olmamasindan etkilemektedir. Bu etkenlerin degerlendirilebilmesi amaciyla bu tez ¢alismasi
[kapsaminda kullanilacak hasta ve kontrol plazma 6rnekleri farkli iki tip kolon filtrelemesi ve filtreleme
yapilmadan olacak sekilde calisilmis ve tez calismalarina kolonla filtreleme islemi yapilmadan devam

edilmesine karar verilmistir (Sekil 3.1).

'Yapilan optimizasyon ¢aligmalarinda kit kullanarak yapilan filtrelemenin taze kan kullanildiginda iyi
sonuc verdigi goriilmiistiir (Sekil 3.1). Ancak plazma 6rnekleri -80°C’de belli bir siire bekletildikten

sonra yapilan filtreleme islemlerinden iyi sonu¢ alinamamustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. Taze kan 6rneginden kit I kullanarak filtreleme yapildiktan sonra elde edilen 2 boyutlu jel

elektroforezi goriintlisti
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(A) (B)

Sekil 3.2. Abundant proteinlerin kit I ile filtrelenmesiyle (B) ve ayni 6rnegin filtrelenmeden (A) elde
ledilen 2 boyutlu protein profilleri; abundant proteinlerin kit II ile filtrelenmesiyle (D) ve ayn1 6rnegin

filtrelenmeden (C) elde edilen 2 boyutlu protein profilleri

Optimizasyon g¢alismalart sonucunda filtrelemeden iyi sonu¢ almak i¢in asagidaki noktalara dikkat
edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir: Buna gore standardizasyon yapilmasi gereken filtreleme

osullar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1- Kan 6rneginin ve ayrica c¢alisilacak serum/plazma 6rneginin taze olmasi
2- Kan alinan tiiplerde kullanilan anti-koagiilan maddelerin ayni1 olmas1

3- Kan almaya uygun tiipleri kullanilmasi

4- Plazma ayirma kosullar1 her ¢alisma i¢in ayni olmast

5- Ornekler aymi kosullarda saklanmasi

6- Kitleri kullanirken kontaminasyon i¢in gerekli dnlemler alinmasi
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3.2. Protrombin G20210A Niikleotit Degisimleri A¢isindan Gen Taranma Sonuclari

[Hasta-kontrol gruplar1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Molekiiler Genetik bilim dalinda
protrombin G20210A niikleotit degisimleri agisindan taranmistir. Genetik tarama sonuglart EK 3 © de

verilmistir. Tarama sonuclar1 Cizelge 3. 1.’de 6zetlenmistir.

|Cizelge 3.1. Hasta-kontrol grubu i¢cinde gen taranmasi sonuglari

PT 20210
Genotipler Kontrol Hasta MI Olan
GG 120 124 10
GA 10 4 10
AA 0 0

3.3. Olusturulan Gruplar ve iki Boyutlu Jel Elektroforezi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda karsilastirma i¢in kontrol ve hasta setleri olusturulmustur. Kontrol setine,
Protrombin G20210A grubu dahil edilmistir. Bunlar grup i¢i, gruplar arasi genel protein profili ve
gruplar aras1 abundant protein profili karsilastirmasi seklinde degerlendirilmistir. Hasta setine
Protrombin G20210A mutasyonu olup MI geciren ve gegirmeyen dahil edilmistir. Bunlar da grup igi
ve gruplar aras1 abundant proteinler agisindan karsilastirilmistir. Olusturulan gruplar Cizelge 3.2°de

gOsterilmistir.
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[Cizelge 3.2. Olusturulan kontrol ve hasta setlerindeki deney gruplarini gosteren tablo

Kontrol grup
Kontrol set grubu Grup ici standardizasyon
degerlendirmeleri Protrombin G20 10A grubu
Gruplar arasi abundant Kontrol grup
proteinlerin
degerlendirilmesi
Protrombin G20210A grubu
Protrombin G20210 ve Ml
geciren hasta gr bu
Hasta set grup Grup ici standardizasyon Protrombin G20210 ve Ml
degerlendirmeleri gegi meyen hasta grubu

3.3.1. Kontrol set grubu degerlendirmeleri

3.3.1.1. Grup i¢i standardizasyonlar:

Kontrol grubunun standardizasyonu:

|Deney kosullart  sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan kontrol &rneklerinin
tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi i¢lerinde standardizasyonlar1 saglanmistir (Sekil 3.3).
Yapilan analizlerde A K. de 223 ve 224, K.S.” de 196 ve 216 ve O.C.” de 229 ve 252 spot bulunmustur
(teknik replikal1 olarak).

Protrombin grubunun standardizasyonu

Deney kosullari sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan protrombin 6rneklerinin tekrarlanabilirl
degerlendirilmis ve kendi iglerinde standardizasyonlar1 saglanmustir (Sekil 3.4). Yapilan analizlerde sira

B.K.’de 225 ve 223, B.G.’de 242 ve 275 ve E.U.’da 217 ve 227 protein spotu bulunmustur.
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Sekil 3.3. Kontrol grubu iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup i¢i standardizasyonun gosterimi

[(Yanyana olan jeller ayni drnegin teknik replikalaridir)
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Sekil 3.4. Protrombin grubu iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup i¢i standardizasyonun|
|gdsterimi (Yanyana olan jeller ayni 6rnegin teknik replikalaridir)
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3.3.1.2. Farkh genotipte gruplar aras1 genel protein profilinin degerlendirilmesi

Farkli genotip icin iki boyutlu jel elektroforezi protein profillerinin PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad) ile
karsilagtirmali analizleri yapildiginda gruplar aras1 yapilan degerlendirmeler sonucu tespit edilmis olan

proteinler ¢izelge 3.3 de goriinmektedir.

|Cizelge 3.3. PDQuest jel kalitatif analiz sonuglari

Master Jele gore eslesmeler
Grup Toplam spot | Eslesen spot | Eslesmeyen Eslesme %
sayis1 sayis1 spot sayis1
1 (Master) | 216 216 0 100
1 (tekrar) | 196 168 28 85
2 223 144 79 64
Kontrol 2 (tekrar) | 224 139 85 62
3 229 187 42 81
3 (tekrar) | 252 191 61 75
1 225 147 78 65
1 (tekrar) | 213 153 50 71
2 242 176 66 72
Protrombin | 2 (tekrar) | 275 200 75 72
3 217 168 49 77
3 (tekrar) | 227 173 54 76

PDQuest jel kalitatif analiz sonuglari incelendiginde, gruplar arasi belirgin bir fark goriilmemektedir
(Cizelge 3.3). Kontrol grubu jellerinin eslesme oran1 % 77.8, Protrombin grubunun ise %72.17 oldugu
goriilmiistiir (her gruptaki 6 jelin eslesme oranlarinin ortalamasi). Kontrol grubunda master jelin kendi
kendine eslesme oranini goz ardi edersek, gruplar hemen hemen ayni eslesmeye sahiptirler ve bu

anlamda aralarinda biiyiik bir fark yoktur.
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3.3.1.3. Farkl genotipte gruplar arasi abundant proteinlerin degerlendirilmesi

Jellerin farkli kosullarda yiirimesinden, kaymalardan ve bireysel farkliliklardan dolayr PDQuest
programinin otomatik eslesme yapti§i spotlar ilizerinde anlamli bir fark bulunmadigindan sadece
abundant protein spotlar1 {izerinde mantiel eslesme ile degerlendirme yapilmistir. 20 abundant proteinin

(Cizelge 3.4) ifade farkliliklar1 spot numaralarina gore (SSP) ele alinmustir.

|Cizelge 3.4. 20 abundant protein

20 abundant protein

Albumin Apolipoprotein Al
1gGs Apolipoprotein A2
Transferrin Apolipoprotein B
Fibrinogen Acid-1-Glycoprotein
IgAs Ceruloplasmin
a-2-Antitrypsin Complement C4
IgMs Complement Clq
a-1-Antitrypsin IgDs

Complement C3 | Prealbumin
Haptoglobulin Plasminogen

PDQuest programi jel goriintlisii alindiktan sonra ve yapilan normalizasyon sonrasi aynt MA/pl

noktadasindaki proteinlere ayni spot SSP (Sample Spot Protein) numarasini verilmistir.

Yapilan ANOVA analizi sonucunda anlamli farklilik gosteren 8 abundant protein spotu bulunmustur.
Karsilagtirmali analizlere bakildiginda kontrol ve protrombin grubu arasinda 6 spotta anlamli farklilik
tespit edilmistir. Farklilik gosteren spotlarin SSP numaralari, adlari, farklilik durumlar ve P degerleri

Cizelge 3.5’te verilmistir.
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[Cizelge 3.5. Spotlarin kantitatif degerlerine gére SPSS 9.0 programui ile istatistik analizi (p < 0.05
olarak anlamli farklilik gosterenler koyu olarak belirtilmistir)

Gruplar arasi Uygulanan | Analiz sonucu | Ortalama
Spot Protein ad1 farklilik P analiz testi kantitatif
numarast degeri deger
1305 Haptoglobin Kontrol& .019 Tukey Bireyler arasi
agir Protrombin farklilik var -
2707 Protrombin Yok - - Homojen
degil
2708 a-1-b Yok - - Homojen
Glikoprotein degil
6606 Serotr nsferin | Yok - - Homojen
degil
7608 komplement c3 | Yok - - Homojen
degil
7609 komplement ¢3 | Kontrol& 0. 16 Tukey anlaml 1.86 kat
Pr trombin (kon)
7407 Fibrinojen Kontrol& 0.003 Tukey anlaml 1.09 kat
beta chain Protrombin (kon)
6406 ibrinojen Yok - - Homojen
b tachain degil
6407 Fibrinojen beta | Yok - - Homojen
chain degil
2410 a-1 antitripsin ok - - Homojen
degil
2411 a-1 antitripsin Yok - - Homojen
degil
1508 a-1 antitripsin Yok - - Homojen
degil
3407 Fibrinojen Yok - - Homojen
gamacha n degil
4306 Fibrinojen Yok - - Homojen
gama chain degil
3007 Apolipoprotein | Yok - - Homojen
A degil
7110 omplement ¢4 | Yok - - Homojen
degil
4010 Haptoglobin Kontrol& 0.013 Tukey anlamh 2.29 kat
hafif Protrombin (pro)
5009 Hap oglobin Yok - - Homojen
haf f degil
3009 Haptoglobin Kontrol& 0.003 | Tamhane anlamh 5.08 kat
hafif Protrombin (pro)
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|Cizelge 3.5. (devam)

Gruplar arasi Uygulanan
Spot Protein ad1 farklilik P analiz testi
numarast degeri
2308 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
2309 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
3309 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
3311 Haptoglobin agir | Yok - - Homojen
degil
8405 Immiinoglobuli | Kontrol& 0.001 Tukey anlamh | 1.13 Kkat
n agir zincir rotrombin (pro)
8408 Immiinoglobulin | Yok - - Homojen
agir zincir degil
7006 Immiinoglobulin | Yok - - Homojen
afif zincir degil
8008 Immiinoglobulin | Yok - - Homojen
hafif zincir degil
3010 prealbiimin Yok - - Homojen
degil

Kontrol (mutasyon tasimayan) gurubu i¢inde agir Haptoglobin’e ait 1305 spot izoformu, gurup igi test

sonucunda homojen olmadigi i¢in analiz dis1 edilmistir.

7609 spotuna ait komplement C3 protein ifade farklili§i kontrol ve protrombin grubu arasinda, 7407
spotuna ait Fibrinojen beta protein ifade farkliligi kontrol-protrombin grubu arasinda, 4010 ve 3009
spotlarina ait Haptoglobin protein ifade farkliligi kontrol ve protrombin grubu arasinda ve 8405

spotuna ait agir IgG protein ifade farklilig1 ise kontrol & protrombin gruplarinda goriilmektedir.

Protein profilleri li¢ boyutlu olarak incelendiginde abundant proteinlerin ifade farkliliklari daha net
goriilmektedir. Gruplar arasi yapilan degerlendirmeler sonucu Protrombin mutant grupta protein profili
incelendiginde abundant proteinlerin ifadesinin kontrol grubuna yakin oldugu tespit edilmistir. Mutant
grupta Fibrinojen beta ifadesinde azalma ve Haptoglobin ifadesinde artis goriilmektedir. Prealbumin

ifadesinde Protrombin mutasyonu tasiyan grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
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|goriilmemektedir. Albumin ifadesinde ise gruplar arasinda anlamh bir fark gériilmemistir. IgG agir
zincirinin bazi izoformlarinda artis goriilmektedir. Kontrol ve protrombin gruplarinin abundant

|proteinlerinin ti¢ boyutlu goriintiileri sekil 3.5 da ayrintili olarak verilmistir.

Sekil 3.5. kontrol grubu 2D jel elektroforezi protein profilinde protein spotlarinin 3D gosterimi:
(A)Allbumin (B)Transferin (C) Complement C (D) IgG agir (E) Fibrinojen gama (F) Haptoglobin agir
(J) Haptoglobin hafif (H) Fibrinojen beta (I)Apolipoprotein

Gruplar arasinda yapilan maniiel eslestirme sonucunda Fibrinojen beta ve Haptoglobin disindaki
rotein spotlarinda anlaml bir fark goriilmemistir. Bu iki proteinin gruplar arasindaki ifade farkliligi
iitiin protein izoformlarinda goriilmektedir. ilgili proteinlerin 2D jel elektroforezi protein profilleri ic

boyutlu olarak asagida degerlendirilmistir:
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[Fibrinojen beta (Kontrol ve protrombin)

Sekil 3.6. Fibrinojen beta’nin sol tarafta kontrol grubu i¢in (k.s) ve sag tarafta Protrombin grubu igin
|(b.g) ikili tekrarlari ile 3 boyutlu olarak ifadelerinin gdsterimi.

Sekil 3.6’da goriildiigii gibi fibrinojen beta proteininin her li¢ izoformunun ifadesi Protrombin

|lgrubunda kontrol grubuna gére azalmistir (PDQuest programi, kantitatif analiz).

|t()}ruplar arsindaki Fibrinojen beta spot ekspresyonunun 3 boyutlu goriintiisii 3 6rnek tekrarlari ile

eraber agsagida goriinmektedir:

e
P

Sekil 3.7. 3 grup arasinda Fibrinojen beta ifade farkliliklarinin 2Djel elektroforezi

Kontrol

Protrombin

[protein profilinde 3D gosterimi.
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Haptoglobolin (Kontrol ve protrombin)

= / d £ | e - .
.y - J L e : U Akd

Sekil 3.8. Haptoglobin’nin sol tarafta kontrol grubu i¢in (6.c.1,2) ve sag tarafta protrombin grubu igin

(e.g.1,2) ikili tekrarlar ile 3 boyutlu olarak ifadelerinin gdsterimi.

Sekil 3.8’de goriildiigii gibi haptoglobin proteininin ifadesi Protrombin grubunda, kontrol grubuna goére
artmistir (PDQuest programi, kantitatif analiz).

Gruplar arasindaki haptoglobin spot ekspresyonunun 3 boyutlu goriintiisii 3 6rnek tekrarlari ile baraber

= ok
alalila

Sekil 3.9. 3 grup arasinda Hafif haptoglobin zincirinin ifade farkliliklarinin 2D
jel elektroforezi protein profilinde 3D gdsterimi

asagida goriinmektedir:

Kontrol

N

Tiim 2D jel elektroforezi protein profilleri; Albumin, Transferin, Komplement ¢3, immiinoglobulin agir

zincir, ¢4 komplement, Immiinoglobulin hafif zincir, Haptoglobin, Prealbiimin, apolipoprotein A,

fibrinojen, o-1 antitripsin, a-1 antikimotripsin ve bunlara ek olarak Protrombin izoformlar1 igin

kantitatif olarak degerlendirilmistir.
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3.3.2. Hasta set grup degerlendirmeleri
3. 3. 2. 1. Grup ici standardizasyonlari
Protrombin G20210 ve MI geciren hasta grup standardizasyonu:

LDeney kosullart sabit tutularak, ayni islemlere maruz birakilan MI geciren olgu Orneklerinin

ekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi i¢lerinde standardizasyonlari saglanmistir.

H.E

Sekil 3.10. MI geciren hasta grubu plazma 6rneklerinin iki boyutlu jel elektroforezi profillerinin grup

ici standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayn1 drnegin teknik replikalaridir)
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Protrombin G20210 ve MI gecirmeyen hasta grup standardizasyonu:
|Deney kosullar sabit tutularak, ayn1 islemlere maruz birakilan MI gecirmeyen olgu 6rneklerinin 2D jel
elektroforezi ile protein profillenmesinin tekrarlanabilirlikleri degerlendirilmis ve kendi iglerinde

standardizasyonlar1 saglanmistir.

B.K

Sekil 3.11. MI gegirmeyen olgu grubunun iki boyutlu jel elektroforezi profillerinde grup ici

standardizasyonun gosterimi (Yanyana olan jeller ayni 6rnegin teknik replikalaridir)
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3.3.2.2. Farkl genotipte gruplar arasi abundant proteinlerin degerlendirilmesi

'Yapilan ANOVA analizi sonucunda farkli genotipteki hasta gruplari arasinda anlamli farklilik gosteren
6 protein spotu bulunmustur. Karsilastirmali analizlere bakildiginda MI gegiren protrombin G20210A
tasiyici grup ile MI gecirmeyen protrombin G20210A tasiyici grup arasinda 6 protein spotunda anlamli
[ifade farklilig: tespit edilmistir. Farklilik gosteren spotlarin SSP numaralari, adlari, farklilik durumlart

ve p degerleri ¢izelge 3.6’da verilmistir.

[Cizelge 3.6. Spotlarin kantitatif degerlerine gore SPSS 9.0 programi ile istatistik analizi

Gruplar P Uygulana | Analiz | Ortalama
Spot Protein ad1 arasi degeri | n analiz | sonucu | kantitatif
numarasi farklilik testi deger
4003 Retinol binding | MI+  ile | 0.001 MI+ | 1.684 kat
protein 4 MI- artmis
protrombin Tukey
G20210A
4404 Alpha-1- MI+ ile | 0.00 MI+ | 3.494 kat
antitrypsin MI- artmig
Tukey
protrombin
G20210A
7503 Fibrinogen MI+ ile | 0.00 MI+ | 2.222 kat
beta chain MI- artmis
Tukey
protrombin
G20210A
8406 Fibrinogen MI+  ile | 0.002 MI+ | 2.57 kat
beta chain MI- artmis
Tukey
protrombin
G20210A

4003 spotuna ait Retinol binding protein 4 protein ifade farkliligit MI gegiren protrombin gen degisimi
olan hasta grubu ile MI gegirmeyen protrombin gen degisimi olan hasta grubu arasinda, 4404 spotuna
ait Alpha-1-antitrypsin protein ifade farkliligi MI gegiren protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile
MI gecirmeyen protrombin gen degisimi olan hasta grubu arasinda, 7503 ve 8406 spotuna ait
Fibrinogen beta chain protein ifade farkliligi MI gegiren protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile

MI gegirmeyen protrombin gen degisimi olan hasta grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir.
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|Sruplar arasinda anlamli farklilik gosteren ve farklilik géstermeyen (standardizasyonu gostermek igin)

az1 proteinlerin jeller tizerindeki konumlari1 ve 3 boyutlu gosterimleri asagida verilmistir:
|Retinol binding protein 4

MI -

3.12. Retinol binding protein 4 protein spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D protein

|gosterimi
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Alpha-1-antitrypsin

MI- MI+

Sekil 3.13. Alpha-1-antitrypsin protein spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D protein

|gosterimi
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[Fibrinogen beta chain

3.14. Fibrinogen beta chain spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D protein ifade gosterimi

38



[Fibrinojen gama

MI- MI+

Sekil 3.15. Fibrinojen gama spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D protein ifade gosterimi
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Albumin

MI- MI+

Sekil 3.16. Albumin spotunun 2D jel elektroforezi protein profilinde 3D protein ifade gosterimi
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3.4. Protein Tanimlanmasi

3.4.1. MALDI-TOF kiitle spektrometresinin m/z kalibrasyonun yapilmasi
IMALDI plakalarinin Lock Mass kuyucuklarina spotlanan ve cihazin kiitle kalibrasyonun yapilmasinda,
peptid tanimlanmasi ile protein kimliklendirmesi (peptide mass finger printing, PMF) i¢in dogrulamada

kullanilan, kiitleleri bilinen 5 adet peptit karisimi ile elde edilmis olan spektra Sekil 3.17°de

gOsterilmektedir.

[Cizelge 3.7. 5 peptid karisimu ile elde edilmis spektra

5 PEPTIT KARISIMI KUTLE-Da

ANGIOTENSIN 1296,6853

SUBSTANCEP 1347,7360

Glu Fib 1570,6774

Renin-14 1758,9326

ACTH-18,39 2465,1989
a7
ATLM 37 (1.055) 50 (10,75.00) TOF LD+
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Sekil 3.17. Maldi —TOF kiitle spektrometresinde kullanilan kalibrasyon peptidlerine ait spektrum
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3.4.2. MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi ile tammmlanan proteinlerin spektrumlar1 ve veri

i{tabanindan alinmus peptit kiitleleri

|Fibrinojen beta

AS

9000 J; b (20,9000 ) S0 (20.90.00 ) 3010,

all

0} S0(1090.00) 30 (10,9000 ); Su

A0

(10

03.00) 5b
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CB 42 (1.450) 5 (10,9.00 ) 5b (10,80.00 ); Sb {10.90.00 ) S (10,90.00 ), Sb (30,80.00 ); Sb (20,90.00 ) S0 (20,90.00 ), S0 (10,
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Sekil 3.18. Fibrinojen beta peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu




mass
3784.8567
3167.4837
2257.0805
2127.0829
2099.9273
1951.0031
1892.8589
1820.8094
1768.7871
1728.7686
1691.8019
1668.7151
1544.6950
1535.7237
1530.6563

1504.7498

1308.6178
1275.5600
1239.5177
1032.5625

980.4432

939.4213

891.4240
886.3876
851.4621
844.4887
822.4580
717.4253
708.3351
689.3617
589.3304
542.3409

position #MC

89-124
125-152
248-267
179-196
268-285

54-72
377-395
396-410
164-178
314-328
335-348
446-458
459-471
354-367
212-224

225-239

301-313
411-421
427-436
484-491
286-294

437-445

240-246
472-478
368-374
200-206
45-51
329-334
296-300
153-157
78-83
73-77

0

o O O OO0 O O O O O O O O O

o o o o o o ©

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Cys_CAM: 95, 106, 110 3955.9211

Cys_CAM: 270 2156.9488
Cys_CAM: 316 1785.7901
Cys_CAM: 223 1587.6777

Cys_CAM: 227, 231 1618.7927

Cys_CAM: 437 996.4428
Cys_CAM: 241 948.4455

15696928 31-44 O

|Cizelge 3.8. Fibrinojen beta i¢in listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (Www.uniprot.org)

peptide sequence
APDAGGCLHADPDLGVLCPT GCQLQEALLQQERPIR
NSVDELNNNVEAVSQTSSSS FQYMYLLK
GGETSEMYLIQPDSSVKPYR
HQLYIDETVNSNIPTNLR
VYCDMNTENGGWTVIQNR
EEAPSLRPAPPPISGGGYR
GTAGNALMDGASQLMGENR
TMTIHNGMFFSTYDR
DNENVVNEYSSELEK
NYCGLPGEYWLGNDK

MGPTELLIEMEDWK

YYWGGQYTWDMAK
HGTDDGVVWMNWK
AHYGGFTVQNEANK

LESDVSAQMEYCR
TPCTVSCNIPVVSGK

QGFGNVATNTDGK
DNDGWLTSDPR
EDGGGWWYNR
IRPFFPQQ
QDGSVDFGR

CHAANPNGR

ECEEIR

GSWYSMR
YQISVNK
SILENLR
GHRPLDK
ISQLTR
WDPYK
DLWQK
AAATQK
ARPAK

QGVYNDNEEGFFSAR
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|Haptoglobin

Sekil 3.19. Haptoglobin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

A5
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maés -
3817.6486
3292 5174

2848.3028
2679.3923
2115.0361
1795.0112
1650.7978
1458.7335
1439.6648
1311.6063
1290.7303
1288.6242

1273.6279

1203.6368
1146.5425

987.5365
980.4948
923.5308
920.4624
895.4744
858.4931
809.3788
760.3988
703.3733
688.3777
688.3777
593.3042
587.2824
587.2824
547.2722
541.2439

541.2439
3292.5174

2848.3028
1439.6648
1311.6063
1273.6279
739.3733
688.3777
688.3777
587.2824
587.2824
541.2439

541.2439

position #MC

346-379
19-49
83-108
179-202
326-345
236-251
298-311
203-215
119-131
60-71
216-227
380-391

142-153

392-401
312-321

262-270
278-286
162-170
171-178
154-161
229-235
271-277
292-297
256-261
73-77
132-136
287-291
54-57
113-116
402-406
50-53
109-112
19-49
83-108
119-131
60-71
142-153
154-160
73-77
132-136
54-57
113-116
50-53

109-112

0

o O O O O 0O O O O o o o

o o

o O o O O o o o o oo o oo o o o o

o o o o o oo o o o o O

Cys_CAM: 351
Cys_CAM: 33
Cys_CAM: 86, 92

Cys_CAM: 340

Cys_CAM: 309

Cys_CAM: 381

3874.6700
3349.5389
2962.3457

2172.0576

1707.8193

1345.6456

Cys_CAM: 145, 149 1387.6708

Cys_CAM: 266

Cys_CAM: 52
Cys_CAM: 111
Cys_CAM: 33
Cys_CAM: 86, 92

1044.5580

598.2653
598.2653
3349.5389
2862.3457

Cys_CAM: 145, 149 1387.6708

Cys_CAM: 52
Cys_CAM: 111

598.2653

598.2653

|Cizelge 3.9. Haptoglobin i¢in listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)

ﬁeptide sequence
YQEDTCYGDAGSAFAVHDLE EDTWYATGILSFDK
VDSGNDVTDIADDGCPKPPE IAHGYVEHSVR

LPECEADDGCPKPPEIAHGY VEHSVR
MVSHHNLTTGATLINEQWLL TTAK
SPVGVQPILNEHTFCAGMSK
VVLHPNYSQVDIGLIK
YVMLPVADQDQCIR
NLFLNHSENATAK
TEGDGVYTLNNEK

TEGDGVYTLNDK

DIAPTLTLYVGK

SCAVAEYGVYVK

LPECEAVCGKPK

VTSIQDWVQK
HYEGSTVPEK

VMPICLPSK

VGYVSGWGR

ILGGHLDAK

GSFPWQAK

NPANPVQR

QLVEIEK

DYAEVGR

FTDHLK

VSVNER

QWINK

QWINK

NANFK

NYYK

NYYK

TIAEN

YQCK

YQCK
VDSGNDVTDIADDGCPKPPE IAHGYVEHSVR

LPECEADDGCPKPPEIAHGY VEHSVR
TEGDGVYTLNNEK

TEGDGVYTLNDK

LPECEAVCGKPK

NPANPVQ

QWINK

QWINK

NYYK

NYYK

YQCK
YQCK
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http://www.uniprot.org/

|Fibrinojen gama

A5

1004

T ' ' ' '
izEs 2t [ AT
R R I Sl 1586 7T

AT 147 (5.029) Sh (10,99.00 ), Sh (10,75.00 3 Cm ((75:80+91+115+128+136+146 149))
161 1

Af---1

BB 2885, 0164

s

1200 1300 @ 1400 @ 1500 1600 1700

mass
2834.1739
2604.2187
2520.2650
2503.1259

position #MC
302-328 0

200-222
89-111
433-453

Cys_CAM: 208 2661.2402

2303.0359

2290.9458
2207.0403

41-61
329-347
239-258

Cys CAM: 45,49  2417.0788

1958.7796 348-364 Cys_CAM: 352 2015.8010

1954.8864 365-382 Cys_CAM: 365 2011.9079
1893.9129
1780.9075
1682.9588
1545.8132
1513.7281
1491.7438
1446.6715 154-166

0
0
0
0
0
0
0
0
383-392 0
o]
0
0
0
0
0
1293.7565 189-199 0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

65-79
259-273
418-432
135-146
122-134

Cys_CAM: 161, 165 1560.7145

1226.6375 167-177
1134.5136 283-292
1117.5272 274-282

1080.4448 32-40 Cys_CAM: 34,35 1194.4878

906.3985 178-185 Cys_CAM: 179 963.4200
893.4471
880.4410
851.4410
759.4512
715.3621
714.3279
609.3355
586.3922
563.3035

501.3395

115-121
224-231
233-238
412-417
293-299
402-406
27-31
147-151
80-84
85-88

1800

1900 2000 @ 2100

SULF: 444, 448 2663.0395

ferirerert miz
2500 2600

2200 2300 2400

Sekil 3.20. Fibrinojen gama peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

|Cizelge 3.10. Fibrinojen gama i¢in listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)

beptide sequence
LTYAYFAGGDAGDAFDGFDF GDDPSDK
ANQQFLVYCEIDGSGNGWTYV FQK
AIQLTYNPDESSKPNMIDAA TLK
QVRPEHPAETEYDSLYPEDD L

FGSYCPTTCGIADFLSTYQT K
FFTSHNGMQFSTWDNDNDK
EGFGHLSPTGTTEFWLGNEK
FEGNCAEQDGSGWWMNK

CHAGHLNGVYYQGGTYSK
ASTPNGYDNGIWATWK
DLQSLEDILHQVENK
IHLISTQSAIPYALR
LTIGEGQQHHLGGAK
YLQEIYNSNNQK
YEASILTHDSSIR
VAQLEAQCQEPCK
QSGLYFIKPLK
DTVQIHDITGK
TSTADYAMFK
VELEDWNGR

DNCCILDER

DCQDIANK
MLEEIMK
LDGSVDFK
NWIQYK
IIPFNR
VGPEADK
WYSMK
YVATR
IVNLK
TSEVK
QLIK
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Alpha-1 antitripsin

Ab
A9 B4 (2.344) Sh(10,99.00 ¥, Sb (10,95.00 ) Sh(10.99.00 % St (10,75.00 ); T (11441447 +69+84+93)) TOF LD+
100 T . 0T

T T
0 Y

|- ’_____1_34_3_@-_3_0_31___'__

""H«i'"i‘ﬂ h‘in"i:?n“i?; ﬂ"'\“ T

T f f
1400 1GDD 1800 2000 QQDD 24DD EEDD 2800 SDDD 3200 3400 3600 3800

Sekil 3.21. a-1 antitripsin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

|Cizelge 3.11. a-1 antitripsin igin listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)

mass position #MC peptide sequence
3691.8238 94-125 O ADTHDEILEGLNFNLTEIPE AQIHEGFQELLR
3181.6350 64-93 0 QLAHQSNSTNIFFSPVSIAT AFAMLSLGTK
2574.3409 126-149 O TLNQPDSQLQLTTGNGLFLS EGLK
2259.1399 368-389 O GTEAAGAMFLEAIPMSIPPE VK
2057.9450 161-178 O LYHSEAFTVNFGDTEEAK
1891.8555 226-241 0 DTEEEDFHVDQVTTVK
1855.9775 390-404 O FNKPFVFLMIEQNTK
1833.9228 335-352 0 VFSNGADLSGVTEEAPLK
1803.9599 284-298 0 LQHLENELTHDITK
1779.7681 35-49 0 TDTSHHDQDHPTFNK
1755.8952 268-283 0 YLGNATAIFFLPDEGK
1641.8635 50-63 0 ITPNLAEFAFSLYR
1576.8409 203-215 0 DTVFALVNYIFFK
1190.5809 248-257 0 Cys_CAM: 256 1247.6023 LGMFNIQHCK
1110.6041 315-324 0 LSITGTYDLK
1090.5680 218-225 0 WERPFEVK

1076.6172 259-267 0 LSSWVLLMK

1855.9775 390-404 O FNKPFVFLMIEQNTK
1701.8954 375-389 O MFLEAIPMSIPPEVK
785.4516 412-418 0 VVNPTQK
779.4120 405-411 0 SPLFMGK
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Serotransferin

635.3763 311-315
629.3729 677-682
617.3253 572-576
614.3872 163-167
591.3170 542-546
540.2888 660-663
530.2391 43-46

1520.6362 495-508

o O O O o o o o

1482.6893 240-251
1478.7348 332-343
1419.7300 421-433

[= R -]

1417.6450 684-696
1358.6984 47-60

1297.6092 577-587

1283.5691 531-541
1276.6320 300-310
1273.6535 226-236

1260.5677 27-37
1249.6059 454-464
1223.5361 374-384

1195.5524 123-132
1166.5912 554-564

1138.5210 363-371
1000.4986 669-676

o O O O O O O O O O O

Cys_CAM:

Cys_CAM:
Cys_CAM:

Cys_CAM:
Cys_CAM:
Cys_CAM:
Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

648.3385

503 1577.6576

246 1539.7108

421 1476.7515

684, 693 1531.6879
1415.7198

582 1354.6307

1317.5892

374 1280.5575

364 1195.5425

DLLFK

AVGNLR

NLNEK

KPLEK

CLVEK

LHDR

DHMK
FDEFFSEGCAPGSK
DQYELLCLDNTR
MYLGYEYVTAIR
CGLVPVLAENYNK

CSTSSLLEACTFR
SVIPSDGPSVACVK

DYELLCLDGTR
EGYYGYTGAFR
EFQLFSSPHGK
HSTIFENLANK

WCAVSEHEATK
SASDLTWDNLK
CDEWSVNSVGK

DSGFQMNQLR
HQTVPANTGGK

WCALSHHER
YLGEEYVK

A5
B7 10(0.339)Sb (10.99.00 ), S0 (10,75.00 ) O ((5:6+10:1 144448483 87+115+123,126)) TOF LD+
2016,0034 370
L e S
o e
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S e AT S i o ? -------- :
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Sekil 3.22. Serotransferin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

[Cizelge 3.12. Serotransferin igin listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)
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Albumin

A5
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Sekil 3.23. Albumin peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu
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mass

2917.3229 311-337

2593.2425 138-160

2433.2635 45-65

2404.1709 470-490

2203.0012 525-543
2045.0953 397-413

1915.7731 265-281

1853.9102 509-524
1742.8940 170-183
1623.7875 348-360
1600.7312 414-426

1511.8427 439-452
1386.6206 287-298

1384.5355
1381.5333
1342.6347
1320.4905

76-88
384-396
570-581
106-117
1311.7419 362-372
1257.5238 187-198
1191.5748 301-310
11496150 66-75
1024.4550 500-508
1018.4775 123-130

1017.5363
1013.5989

89-97
599-609

1013.4244 589-597

1000.6037 550-558
984.4884 376-383
960.5625 427-434
951.4418 37-44

940.4483 131-138
927.4934 162-168
880.4410 250-257
876.4971 98-105
789.4716 258-264
715.4171 199-205
698.3580 29-34

695.3359 342-347
674.3468 491-496
673.3780 237-242
658.3155 118-122
649.3338 224-229
645.3566 206-210
645.3566 206-210
581.3042 464-468
517.2980 566-569
517.2980 282-286
509.3194 558-562
508.2514 230-233
503.2936 243-246

position #MC

0
0
0

o O o o O

o o

o O 0o o O o o o 0o o o o o

0O O 0O 00 00 O 0o OO0 0O 00O O 0O O 0O 0O oo oo o

Cys_CAM:
Cys_CAM:
Cys_CAM:
Cys_CAM:
Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:
Cys_CAM:
Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:
Cys_CAM:

Cys_CAM:
Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

Cys_CAM:

313

148

58

472, 485
538

269, 270, 277

511

416

289
77,86
384, 385, 393

114, 115

192, 183
302, 303

500, 501
125

591

929

201

224

2974.3444
2650.2639
2490.2849
2518.2138

2260.0226

2086.8375

1910.9316

1657.7526

1443.6420

1498.5784

1552.5977

1434.5334

1371.5667
1305.6177

1138.4979
1075.4989

1070.4459

933.5186

772.4385

706.3552

PHOS: 443, 444,446 1751.7417

PHOS: 294, 297

PHOS: 82

1546.5532

1464.5018

[Cizelge 3.13. Albumin icin listelenmis olan peptit dizileri ve kiitleleri (www.uniprot.org)

peptide sequence

SHCIAEVENDEMPADLPSLA ADFVESK
LVRPEVDVMCTAFHDNEETF LK
ALVLIAFAQYLQQCPFEDHV K
MPCAEDYLSVVLNQLCVLHE K

EFNAETFTFHADICTLSEK
VFDEFKPLVEEPQNLIK
VHTECCHGDLLECADDR

RPCFSALEVDETYVPK
HPYFYAPELLFFAK
DVFLGMFLYEYAR
QNCELFEQLGEYK
VPQVSTPTLVEVSR
YIGENQDSISSK
TCVADESAENCDK
CCAAADPHECYAK
AVMDDFAAFVEK
ETYGEMADCCAK
HPDYSVVLLLR
AAFTEGCQAADK
ECCEKPLLEK
LVNEVTEFAK
CCTESLVNR

NECFLQHK

SLHTLFGDK
LVAASQAALGL

ETCFAEEGK

QTALVELVK
TYETTLEK
FQNALLVR
DLGEENFK
DDNPNLPR
YLYEIAR
AEFAEVSK
LCTVATLR
LVTDLTK
AACLLPK
SEVAHR
NYAEAK
TPVSDR
AWAVAR
QEPER
CASLQK
LDELR
LDELR
HPEAK
EQLK
ADLAK
HKPK
FGER
LSQR
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IgG agir ve IgG hafif

A5
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Sekil 3.24. 1gG hafif peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

A5
BS 159 (5.535) S0 (10,89 00 J; S (10,75.00 ); Cm ((18+45 47463 65+116:118+1 58 160)) TOF LD+
13347608 950
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Sekil 3.25. IgG agir peptidlerine ait Maldi-TOF kiitle spektrometresi spektrumu

taban1 skorlari ile birlikte Cizelge 3.14’te gosterilmistir.

[Maldi-TOF kiitle spektrometresi ile tanimlanan proteinlerin 2D jel elektroforezi profillerinde gézlenen

deneysel pl ve Mr degerleri ile Mascot ve Expasy veri tabanlarindaki teorik pI ve Mr degerleri veri

o1



[Cizelge 3.14. Maldi-Tof kiitle spektrometresi ile tespit edilen proteinlerin teorik ve deneysel pl ve Mr
degerlerininin karsilastirmasi, eslesen peptit sayisi ve skorlar1 (Expasy’de eslesen peptit sayilari, ilgili
proteinlerin UniProtKB/Swiss-Prot veri tabanindan elde edilen triptik peptit kiitlelerinin MALDI-TOF

spektrumlariyla gozle karsilastirilarak elde edilmistir)

Protein Adi Erigsim Teorik Olciilen Mascot’ta score | Expasy’de

No pl/Mr pl/Mr ve eslesen peptit | eslesen Peptid

sayisi (sirasiyla) | Sayisi

Albumin P02768 | 5.67/66472.2 | 5.5/ 66100 44/37 14/24
Transferin P02787 | 6.7/ 75181.4 | 6.6/ 83600 48/39 12/25
Haptoglobin P00738 | 6.13/43349 5.6/ 43200 55/46 13/19
a-1 antitripsin P01009 | 5.37/44324.5 | 5.1/ 56900 69/19 5/14
Fibrinojen beta | P02675 | 7.95/50762.9 | 7.8/ 58100 55/14 10/16
zincir
Fibrinojen  gama | P02679 5.24/48483 5.4/ 49800 Bulunmadi 6/18
zincir
Immunoglobulin P99007 6.43/ 25195 6.3/ 26900 Bulunmadi tanimlanmamig
hafif zincir
Immunoglobulin P99006 6.68/50930 6.8/54200 Bulunmad: tanimlanmamis
agir zincir

Asagida Mascot veri tabanundan aliman Haptoglobin proteininde eslesen peptitler kirmizi olarak

gOsterilmistir.

1 MSALGAVIAL LLWGQLFAVD SGNDVTDIAD DGCPKPPEIA HGYVEHSVRY
51 QCKNYYKLRT EGDGVYTLND KKQWINKAVG DKLPECEADD GCPKPPEIAH

101
151
201
251
301
351
401

GYVEHSVRYQ
KPKNPANPVQ
AKNLFLNHSE
KLKQKVSVNE
LPVADQDQCTI
CYGDAGSAFA
KTIAEN

CKNYYKLRTE
RILGGHLDAK
NATAKDIAPT
RVMPICLPSK
RHYEGSTVPE
VHDLEEDTWY

GDGVYTLNNE
GSEFPWQAKMV
LTLYVGKKQL
DYAEVGRVGY
KKTPKSPVGV
ATGILSFDKS

KOWINKAVGD
SHHNLTTGAT
VEIEKVVLHP
VSGWGRNANF
QPILNEHTEC
CAVAEYGVYV

KLPECEAVCG
LINEQWLLTT
NYSQVDIGLT
KFTDHLKYVM
AGMSKYQEDT
KVTSIQDWVQ
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4. SONUC VE ONERILER

Saglikli bireyde plazma 2D jel elektroforezi profilinde ifade olan abundant proteinlerin SDS-PAGE jel
dagilimi asagidaki gibidir;

Sekil 4.1. Abundant protein konumlari:1: seruloplasmin, 2: o-2 makroglobin, 3: albumin, 4:

komplement faktor B, 5: Transferin, 6: complement ¢3, 7 ve 8: immiinoglobulin agir zincir vy, 9: c4
komplement, 10: immiinoglobulin hafif zincir, 11 ve 14: haptoglobin, 12: prealbimin, 13:
apolipoprotein A, 15: fibrinojen, 16: a-1 antitripsin, 17: a-1 antikimotripsin, 18: immunoglobulin agir

zincir a, 19: secretory immunoglobulin zincir a (Zolotarjova et al.2008).
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Fibrinojen ve diger inflamasyona duyarli plazma proteinleri (ISPs) siddetli ve siirekli inflamasyon
bilesenlerdir. Inflamasyon, ateroskleroz gelisiminde rol alan ve kalp krizi (MI) riskini artiran bir
bulgudur. Atheroskleroz ve ozellikle erken MI olgularinda ISPs (fibrinogen, alpha-1-antitrypsin,
haptoglobin, ceruloplasmin, ve orosomucoid) ifade diizeylerinin artig1 gosterilmistir (Engstrom et al
2003).

Endotel inflamasyonu sonucunda IL-6 ve IL-1p gibi sitokinlerin ve fibrinojen sentezini arttiran TNF-a.
‘nin yapimu artar. IL-6 insandaki major prokoagulan sitokindir ve bir akut faz reaktani olan ve IL-6’nin
etkisiyle artan CRP (C reaktif protein) monositlerde doku faktoriiniin artisina neden olmaktadir (Wada
et al 2003).

Kanda heparin ve heparine benzer diger fibrinoliziz iirlinleriyle plazmada fibrinojen seviyesi diiser.

Diistik fibrinojen seviyeleri; konjenital ve kazanilmis hipo- ve afibrinojenemi tablolarinda goriiliir.

IBu proje kapsaminda kontrol grubu i¢inde protrombin G20210A mutasyonu tasiyan bireyler ile
tasimayan bireyler arasinda yapilan PDQuest ve SPSS 9.0 analizlerinde, protrombin G20210A genetik
degisimi olan ve olmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p=0.003). Ancak fibrinojen protein ifade azalis1 olarak yansiyan bu fark (1.09) kontrol grubunda hig

bir tedavi alinmadigi (Heparin) ve birey sayisinin az oldugu diisiiniilerek ihmal edilmistir.

Fibrinojen beta spotunun iki izotoponun gruplar arasi anlamli fark gostermektedir. 7503 SSP numarali
fibrinojen beta spotu i¢in, MI geciren ve gecirmeyen gruplar arasinda protrombin gen degisimini
tasiyan gruplar arasindaki fark 2.22 kat, 8406 SSP numarali fibrinojen beta spotu i¢in MI geciren ve
gecirmeyen gruplar arasinda protrombin gen degisimini tagiyan gruplar arasindaki fark 2.57 kattir ve

fibrinojen beta ifadesinde MI gegiren hastalarda artis goriilmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi MI ve ateroskleroz hastalarinda inflamasyon ilisikli proteinlerde, (ISPS)

artis literatiirde de yer almaktadir.
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'Yapilan analizlere gore 4404 SSP numarali spot olan Alpha -1-antitripsin protein profilinde MI geciren
protrombin gen degisimi olan hasta grubu ile diger hasta grublar1 (MI olmayan protrombin gen
degisimi olan) arasinda anlamli fark bulunmustur. MI gegiren ve gecirmeyen grublar arsindaki bu fark

3.494 kat MI gegiren hastalarda ifade artis1 olarak gosterilmistir.

inflamasyonlarda destekleyici olarak komplement sistemleri dnemli rol oynamaktadir. Komplement C1
bu kaskatin anahtar baslayicist olarak bilinmektedir. Komplement C1 aktivatorlere baglanarak birincil
antijen-antikor kompleksi olusturarak bu yolagin baslamasini aktive etmektedir. Calismalara gore
komplement C1 endotelyal hiicre reseptoriine baglanarak inflamasyon sitokinlerini (IL-8, IL-6 ve

IMCP-1) indiiklemektedir.

Komplement sisteminin aktif olmasi inflamasyonda anahtar rol alarak obezite ve seker direnginin
patojenite belirtisidir. Komplement C1 aktivasyonu adipoz hiicrelerde diizenleyicidir, obezite ve seker
direnci hastaliklarinda artarak regiilator rol oynamaktadir.

Kompleman sistemi, pihtilasma, kinin ve fibrinolitik sistem birbirileri ile ve baz1 hiicre zar1 proteinleri

ile etkilesim halindedir.

Hemostaz sisteminde yer alan bir ¢ok protein ve bu proteinlerin hiicre reseptorleri kompleman
aktivasyonu, bagisiklik cevabi, sitokin salinimi, hiicre proliferasyonu, biiyiime ve farklilasma gibi diger
sistemlerden etkilenmektedir. Kontak sisteminin, koagiilasyon sisteminin yani sira fibrinoliz,
kininogenez, kompleman ve anjiyogenez sistemleri gibi diger kan plazma proteolitik sistemlerinin

aktivasyonunu da tetikledigini gosteren arastirmalar mevcuttur (Hergeng 2004).

C1 INB kompleman ve koagiilasyon yolundaki serin proteazlari inhibe etmektedir. Saglikli insan
trombositlerinin alfa graniilleri C1 INB igermektedir. C1 INB'nin trombosit aktivitesindeki diizenleyici
rolii, eksikliginin artmis trombosit kiimelesmesi, FXIla ve protrombin fragman F1.2'ye yol agmasi ile

lizah edilebilir.

E. coli, Trypanosoma, diger parazitler, viriisle infekte olmus hiicreler, maya hiicre duvari, kobra venom
faktoril, nefritik faktor, dekstran siilfat, polivinil siilfat, néraminidaz ile muamele edilmis eritrositler,
insanda diger memelilerin eritrositleri, antijen-antikor kompleksleri, Ig A ve klasik yolu aktive eden
immunglobulinler, lipopolisakkarid ve diger bakteri iriinleri kompleman sistemini alternatif yol

araciligi ile aktive ederler. Alternatif yol bakteri hiicumunda 6n safta yer alir ve heniiz konagin antikor
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iiretimi icin yeterli zaman bulamadig1 donemde devreye girer. Klasik yolun etkinlestirilmesi sonucunda
aktiflesen C3 de, alternatif yolu aktiflestirebilmektedir. C3 klasik ve alternatif yolun birlestigi noktada
yer alir ve kompleman sisteminin en 6nemli iiyelerinden biridir. Dolasimda C3 proteolitik enzimlerin
etkisi ile C3a ve C3b'ye ayrilmakta, ancak faktor I ve H ile siirekli olarak inaktive edilerek diisiik
diizeyde tutulmaktadir. Patojen mikroorganizmalarin polisakkarid ve lipopolisakkaridleri varliginda bu
denge bozuldugunda C3b, faktér B ve D ile etkilesime girer. Dolasimda devamli olarak hidrolize
ugrayarak farkli bir konformasyona g¢evrilen C3, faktor B'ye, bu ikiliye de faktor D baglanir ve sonugta
faktor B kirilir. Geride kalan kompleks, alternatif yol C3 konvertazdir. Properdin, bu konvertaza
baglanir ve onu stabilize eder ve kompleman kaskadinin devamini saglar. Faktor D, plazmada aktif

halde bulunan bir proteazdir (Zhang et al 2007).

|Bu proje kapsaminda kontrol grubu iginde protrombin 20210 mutasyonu tasiyan bireylerde ve
mutasyon tasimayan bireyler arasinda yapilan PDQuest ve SPSS 9.0 istatistik analizlerinde
inflamasyona kars1 olarak komplement C1’de Protrombin G20210A gen degisimi olan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur ve protrombin gen degisimi tasiyanlarda protein ifadesi
artis gostermektedir (P=0.033). Komplement C3’de protrombin G20210A gen degisimi ve protrombin

gen degisimi olmayan kontrol grubu arasinda anlamli fark tespit edilmistir( P=0.016).

IgG agir zinciri protein ifadesi gruplar arasinda protrombin gen degisimi olan grup ile protrombin ve
gen degisimi olmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gostermektedir. Protrombin gen
degisimi olan ve olmayan grup arasindaki fark (P=0.001) anlamli bulunmustur. Yani protrombin

protein gen degisimi olanlar gen degisimi olmayanlara gore protein ifadelerinde artig gostermektedir.

Bagisiklik sisteminin bir 6gesi olup, kan ve viicut yaglari, pihtilasma, kinin ve fibrinolitik sistemlerle
iliskili, son derece karmasik ve siki diizenlenen bir sistem olan kompleman sisteminin ateroskleroz ve
trombozdaki rolii, yakin bir gelecekte yogun calismalara konu olacaktir. Kompleman sisteminin bazi
komponentlerinin 6l¢iimii ateroskleroz ve trombozu dngérmede, erken miyokard infarktiisiiniin tersinir
iskemiden ayirici tanisinda ve MI sonrasindaki reperflizyonun inflamatuvar boyutunun kontroliinde

faydali belirte¢ olmaya adaydir (Hergeng 2004) .

Ayrica literatiire gore lipokarin-2 protein seviyesi ateroskleroz ve Myocardial infarction(MI)
hasalarinda artis gostemektedir. Aigner ve arkadaslarmin raporuna gore lipokalin-2, iskemi ve

reperfusion olaylarinda diizenleyici rol almaktadir. Lipokalin-2 ailesinden olan Retino binding protein
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4 yag dokusunda salgilanmaktadir ve son zamanlarda obezite ve insulin direncine sebep olarak

oosterilmektedir (Choi et al. 2008).

|Bu proje kapsaminda 3 hasta grubu arasinda yapilan istatistik analizlerinde MI gegiren grubunda
Retino binding prootein 4 protein profilinde digerlerine gore artis goriinmektedir. Bu artis MI gegiren
protrombin gen degisimi olan grubunda MI gecirmeyen protein gen degisimi olan hasta gruba nazaran

1.684 kat artis gostermektedir.

Calisma sonucu belirtilen protein profil farkliliklarinin: Tromboz ile iliskili molekiiler degisikliklerin
anlagilmasinda, hastaligin tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde, yeni hedef molekiillerin
bulunmasina ve coklu biyobelirte¢ gelistirilmesinde katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Ulasilan
bilgiler 1518inda verilerin kabul edilebilirliginin artirilmasi veya dogrulugunun kanitlanmasi i¢in daha

fazla hasta sayisi lizerinden ¢aligmanin devami planlanmaktadir.

Bu calismanin; trombozun baslamasi, ilerlemesi veya siddeti ile iligkili olabilecek genlerin biiyiik bir
cogunlugu tarafindan oynanan spesifik rollerin protein seviyesinde aydinlatilmasinda da yararli olacagi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak; proje kapsaminda yapilan proteomik analizler ile tromboembolizm igin risk faktori
olarak bilinen Protrombin G20210A gen degisiminin plazma protein profiline etkisinin 6zellikle ifadesi

yliksek abundant proteinler iizerinden oldugu diisiiniilmektedir.

Bu gen degisiminin Atheroskleroz ve 6zellikle erken MI i¢in, inflamasyon yolag: {izerinden abundant

proteinlerin ifade degisimine neden olarak riski arttirdigi gosterilmistir.

57



KAYNAKLAR:

Atahan, E., Caglar, E., Sarkis, C., Ugurlu, S. 2009. Venoz tromboemboli ve kalitsal trombofili. Turkish
J Thorac Cardiovasc, 17(4); 302-311.

Akar,N., Akar, E., Misiroglu, M., Avcu, F., Yal¢in, A., and Cin, S.1998. Search For Factors Favoring
Thrombosis in Turkish population. Thrombosis Research 92; 79-82

Akar N, Misirlioglu M, Akar E, Avcu F, Yalcin A, Sozuoz A. Prothrombin gene 20210 G-A mutation
[in the Turkish population. Am J Hematol, 1998 Jul;58(3):249.

Akar N, Akar E, Deda G, Sipahi T, Orsal A. Factor V1691 G-A, prothrombin 20210 G-A, and
methylenetetrahydrofolate reductase 677 C-T variants in Turkish children withcerebralinfarct.J Child
Neurol. 1999 Nov;14(11):749-51.

Aldreda, S., Grantb, M.M., Griffithsb, H.R.2004. The use of proteomics for the assessment of clinical
samples in research, Clinical Biochemistry, 37; 943— 952.

|Barcelo-Batllori S, André M, Servis C. 2002. Proteomic analysis of cytokine induced proteins in
human intestinal epithelial cells: implications for inflammatory bowel diseases, Proteomics 2; 551-60.

Bayir, A. and Ak. 2003. Acil olgularda trombolitik tedavi. Genel Tip Dergisi, 13(2);81-88
Berber, E., Kavakli, K., Akar, N., Berber, E., Caglayan, S.H. 2003. R506Q (FV Leiden) and R485K
[Mutations in the Factor V Gene: Incidence in Deep Venous Thrombosis and Hemophilia A Patients.

Turk J Haematol, 20(4); 221-225.

[Bilguvar, K., Yasuno, K., et al. 2008. Susceptibility Loci For Intracranial Aneurysm In European And
Japanese Populations. Nat Genet, 40(12); 1472-7.

Choi, K M., Lee,J S., Kim,E J., Baik,S H., Seo, H S., Choi, D S., J, Oh and Park, C G.2008 Implication
of lipocalin-2 and visfatin levels in patients with coronary heart disease. European Journal of
Endocrinology, 158; 203-207.

Celebi, H. 2004. 20 Yasinda Bir Erkek Tromboz Gegirirse. XXXI.Ulusal Hematoloji Kongresi IV.
Hematoloji Ik Basamak Kursu, 53-60.

[D.Blann, A., Y. H.Lip,G. 2006. Venous thromboembolism. BMJ Volume, 332.

Demiralp, D.O. 2009. Venéz Tromboembolizme proteomik Yaklasimlar. Yeni Tip dergisi, 26; 145-
147.

[Demiralp, D., Akar, N., C. Haznedaroglu, 1., Giimiistekin, C ve Goker, H. 2008. Kanama durdurucu
Ankaferd ve etki mekanizmasinin proteomik yaklasimi. 10. ulusal i¢ hastaliklar1 kongresi. So4 ; 176

Engstrom, G., Lind, P., Hedblad, B., Stavenow,L., Janzon, L., Lindgirde, F.2002. Effects of

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9662283&ordinalpos=23&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=10593555&ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

Cholesterol and Inflammation-Sensitive Plasma Proteins on Incidence of Myocardial Infarction and
Stroke in Men. Circulation, 105; 2632-2637

Giinel, T., 2007. Gen Anlatiminin Kantitatif Analizi “Real-Time PCR”. Tirkiye Kilinikleri J Med, 27;
763-767.

Giiran, S. 2005. Hastaliklara yeni bir tan1 yaklapimi: protein-¢ip teknolojisi. Giilhane Tip Dergisi, 47;
243-245

Giinel, A., Danis, O., Demir, S., Ogan, A., Aker, R., Onat, F ve Giilgebi, M. 2009. Proteomiks
Yaklagimi Kullanilarak GAERS’lerde Farklilasan Proteinlerin Tanimlanmasi. Turk Norol Derg, 15(Ek
1); 139-179.

Greco, M., Chiriaco, F., Del Boccio, P., Tagliaferro, L.,Acierno, R., Menegazzi, P., Pinca, E.,
Pignatelli, F., Storelli, C., Federici, G., Urbani, A. and Maffia, M. 2006. A proteomic approach for the
characterization of C677T mutation of the human gene methylenetetrahydrofolate reductase.
Proteomics, 6; 5350-5361.

Ganidagly, S., Gedik, R., Koruk, S., Mizrak, A. 2008. Yogun Bakimda Koagiilasyon. Tip Arastirmalari
[Dergisi, 6(1); 36-44.

Hamdan, M., Righetti, P. G (Eds). 2005. Proteomics Today. Protein Assessment and Biomarkers Using
Mass Spectrometry, 2D Electrophoresis, and Microarray Technology. John Wiley & Sons, Inc., 426 p.,
New Jersey.

Hergeng,Giilay. 2004. Kompleman Sisteminin Aterosklerozdaki Rolii. Tiirk Kardiyol Dern Ars; 32; 28-
37.

|[Kizkin, O., Hacievliyagil, S. S., Mutlu, L. C., Giinen, H., Yildirm, Z. 2002. Pulmoner
Tromboembolide Genetik Risk Faktorleri (Bes Olgu Nedeniyle). Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
|Dergisi, 9(3); 215-218.

Kilbas, A. 2007. Geng Serebral Infraktli Hastalarda Protrombotik Gen Mutasyonlarinin Arastirilmast.
Tipta Uzmanlik Tezi, 18-46.

[Kurt, N. Tolunay, M. Yiizbasioglu Aslan, B. Total Kalga Protezi Operasyonlarinda Postperatif Venoz
'Yetmezlik ve Derin Ven Trombozu ve Epidural Anestezinin Etkileri. Clinical Research, VVol.13 No.4;
215-220

Ozdag, H., Yonca, E., Akar, N. 2006. Protrombin Gen 20209 C-T Along With The First Description Of
A Homozygous Polymorphism At The 3’ Downstream Region +4 C-T In Turkish population.
|Laboratory Hematology, 12; 131-133

Poort, R., Rosendaal, F.R., Reitsma,P.H., and Bertina, R.M. 1996. A Common Genetic Variation in the
3’-Untranslated Region of the Prothrombin Gene Is Associated With Elevated Plasma Prothrombin
|Levels and an Increase in Venous Thrombosis. Blood, Vol 88, NO 10 (November 15) PP; 3698-3703.

Silan, F., Ve Zafer, C. 2004. Faktor V Leiden Mutasyonu. Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi, 1; 33-36.

59



Steel LF, Shumpert D, Trotter M.2003. A strategy for the comparative analysis of serum proteomes for
the discovery of biomarkers for hepatocellular carcinoma. Proteomics, 3; 601-9.

Saymalp, N. 2007. Koagiilasyonun ABC’si: Protein C. 6. Ilk Basamak Kursu, 29-31.

Tangiin, Y., Koroglu, A. 2007. Kan Pihtilasmasi. http:www.kanbilim.com,
(Erisim Tarihi; Nisan 2010 ).

Tangiin,Y.,Koroglu,A.2007.KanPihtilasmasi.http://www.kanbilim.com/Trombofili.htm, (Erisim Tartha;
Nisan 2010 ).

Tiiredi, A. 2006. Hemiplejik Serebral Palsili Cocuklarda Protrombotik Gen Mutasyonlariin Siklig.
Uzmanlik Tezi, 19-36.

Uzun, S., Saricioglu, F., Celiker, V. 2007. Derin Ven Trombozu. Turkiye Kilinikleri J Med, 27; 853-
861.

Ulu, A., Yilmaz, E., Akar, E., Akar, N. 2003. Homozygosity For The HR2 Haptolype: Is it A Risk
Factor For Theombosis?. turk J Haematol, 20(4); 213-215

Yilmaz, E., Akar, E., Akar, N., Effect of plasminogen activator inhibitor-1 4G/5G polymorphism in
Turkish deep vein thromboembolic patients with and without prothrombin 20210 G-A. Turk J
|[Haematol, 21(2); 83-86.

Y.Glinestutar, L., C.Rodop, M. 2009 Elektroforezde Yeni Yaklaiimlar. Sigma 27;151-160.

Zolotarjova, N., mrozinski, P., Chen, H., Martosella, J.2008. Combination of affinity deplation of
abundant proteins and reversed-phase fractionation in proteomic analysis of human Plasma/serum.
Journal of Charomatography A, 1189;332-338

Zaatari, G.S., Otrock, Z.K., Sabbagh, A.S., Mahfouz, R.A.R. 2006. Prevalence of factor V R2
(H1299R) polymorphism in the Lebanese population. Pathology ( October) , 38(5) ; PP, 442-444.

Zhang, J., Wright, W., A.Bernlohr, D., W.Cushman, S and Chen, X. 2006. Alterations of the classic
pathway of complement in adipose tissue of obesity and insulin resistance. Am J Physiol Endocrinol
[Metab, 292; E1433-E1440.

\Wada, H., Mori, Y., Okabayashi, K., C.Gabazza, E., Kushiya, F.,4 Masato Watanabe, M., Hiroshi
Shiku, N. and and Nobori, T. 2003. High Plasma Fibrinogen Level Is Associated With Poor Clinical
Outcome in DIC Patients. American Journal of Hematology, 72; 1-7.

http://www.expasy.ch(erisim tarihi: 29 Mart 2010)
(http://www.scribd.com/doc/24603098/IPG-Ready-Strip-Instructions
http://www.scribd.com/doc/24603098/IPG-Ready-Strip-Instructions

http:// www kanbilim.com/kanpih.htm

dersetkinliklerii.blogcu.com/.../7137406

60


http://www.expasy.ch(erişim
http://www.scribd.com/doc/24603098/IPG-Ready-Strip-Instructions
http://www.scribd.com/doc/24603098/IPG-Ready-Strip-Instructions
http://www.kanbilim.com/kanpıh.htm
http://dersetkinliklerii.blogcu.com/kan-hucrelerinin-ozellikleri-kan-hucreleri-plazma/7137406

www.muhteva.com/pihtilasmanin-ilk-adimlari-tr
www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=g )
www.kanbilim.com/Trombofili.htm

http://www.wellsphere.com/general-medicine-article/warfarin-part-1/743626)

http://tr.wikipedia.org/wiki/Tromboz

http:// www kanbilim.com/kanpih.htm

61



http://www.muhteva.com/pihtilasmanin-ilk-adimlari-tr
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=glyco2&part=ch31
http://www.kanbilim.com/Trombofili.htm
http://www.kanbilim.com/kanpıh.htm

EKLER

62




[Ex1

|[Kimyasal

Agar

Akrilamid
Amonyum persiilfat
Amonyum bikarbonat
Asetik asit
Asetonitril

Boyasiz marker
BSA

DTT

EDTA

Etanol

Formik acit

Glisin
[yodoasetamid
Metanol

Mineral oil

Sodyum dodesil siilfat
Sypro ruby
TEMED

TFA

Tiyoiire

Tripsin
Trisma-Base

Ure

Deneylerde kullamilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

Firma

Sigma
Biorad
Biorad
Sigma
Riedel-de haen
Sigma
Biolabs
Sigma
Biorad
Sigma
Sigma
Riedel-de Haen
Applichem
Biorad
Sigma
Biorad
Biorad
Biorad
Biorad
Pirece
Sigma
Progema
Sigma
Biorad

Katalog No

161-0141
161-0700
A6141
27225
34998
P7703S

A-9647
161-0611
E9884
34870
27001
4-1067
163-2109

34885
163-2129
161-0302
170-3138
161-0801
28904

7875
V511A
T6066

161-0731
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[EK 2

Deneylerde kullanilan cihazlar ve programlar

Cihazin adi/modeli Markas1 Kullanim amaci1
Protean IEE Cell Bio-Rad 2 boyutlu_jel elektroforezinde pirinci' pqyutu
olusturan izoelektrik odaklama islemi i¢in
Iki boyutlu jel elektroforezinde 2. boyutu
Protean Plus Dodeca Cell Bio-Rad olusturan molekiiler agirhiga gore ayrimin
gerceklestirilmesi icin
Elektroforez gii¢ kaynagi Bio-Rad Elektroforetik  sistemlerde giic kaynagi
(PowerPac 1000) olarak
Sirkiilatorlii su banyosu Elektroforez sistemlerinde sogutucu olarak
2 Boyutlu jel elktroforezi sonrasi elde
MALDI-TOF kiitle edilecek protein kiimelerinin jelden kesilip
spektrometresi Waters jel iginde peptitlere sindiriminden sonra
(Micromass M@LDI) protein tanimlamasi yapmak amaciyla m/z

degerlerini elde etmek

Mikroplak k : o o
opaka OKUYUCU Molecular Devices  Protein miktar tayini i¢in

(SpectraMax)

VersaDoc jel . Jellerin goriintiilenmesi ve fotograflarinin
o . : Bio-Rad . hgy

gorlintiileme sistemi cekilmesi i¢in

Proteome Works Spot . Kiitle spektrometresi analizleri i¢in jellerden

Bio-Rad L . .

Cutter proteinlerin geri kazanimi igin

Sogutmali santrifiij Sigma Ornek hazirlanmasinda kullanilacaktir

Hassas tart1 Schimadzu Ornek ve kimyasal hazirlanmasinda

Deneylerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

-30 C derin dondurucu Sanyo kit, serit ve drneklerin saklanmasi i¢in

Deneylerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

-80 C derin dondurucu Sanyo kit ve orneklerin saklanmasi i¢in

Deneylerde kullanilacak reaktif, soliisyon,

4 C buzdolabi Sanyo Kit ve 6rneklerin saklanmasi i¢in

Ornek  hazirlanmast  ve  reaksiyonlarin
Otomatik pipet seti Gilson kurulmasinda gerekli olan pipetlemelerin
yapilmasi igin

Otomatik elektronik ¢ok

kanall1 pipet seti Gilson Tripsinizasyon isleminde
Molekiiler analizlerde kullanilan
Saf su sistemi Millipore soliisyonlar1 hazirlamak tizere kullanilacak

ultra saf suyun elde edilmesi i¢in
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Deneylerde kullanilacak tamponlarin  ve

Manyetik karitirict Cimarec cesitli ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
MALDI-TOF plakalarinin yikanmasinda,

Ultrasonik su banyosu Elma MALDI-TOF élgﬁmle.ri icin  matriks
hazirlanmasinda ve analizlerde kullanilacak
bazi soliisyonlarin hazirlanmasinda

Calkalayici Finepcr Jellerin boyanmas1 agamasinda

SoftMax Molecular Devices Protein  miktar tayininde kalibrasyon

egrisinin olusturulmasi i¢in

PDQuest 8.0.1

Bio-Rad

Jel fotograflarinin ¢ekimi ve ifade
analizlerinin yapilmasinda
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EK3
Genetik Tarama Sonuclari

KONTROL GRUBU

Sira  Adi soyadi

Protrombin G20210A

1 A.K
2 AE
3 AK
4 A0
5 AS
6 AT
7 A.C
8 A0
9 A0
10 A.E
11 AB
12 AE
13 A0
14 B.E
15 B.A
16 B.A
17 AU
18 AS
19 B.C
20 B.A
21 C.K
22 D.G
23 E.A
24 E.U
25 R.G
26 Y.K
27 Y.E
28 AC
29 B.D
30 D.A
31 EY
32 G.S
33 H.B
34 T.A
35 T.D
36 Y.C
37 Y.A
38 ZY
39 B.G
40 B.D
41 B.G

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IA
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IA
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IG
G/IG
G/IG
G/IG
G/G
G/IA
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

87

88
89

C.K
cC.Y
C.A
D.A
D.T
D.G
D.A
D.T
D.F.A
D.C
D.G.G
D.S
D.K
AA
B.O
B.K.Y
C.A
C.K
F.D
F.C
G.Y
H.G
H.B
M.E
N.A
0.K
P.A
T.U
TP
TK
Z.U
E.K
ZM
D.A
D.S
ET
E.B
E.K
E.A
E.K
E.E
E.K
E.O
E.D
E.G

E.Y

E.K
F.H

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IA
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IG
G/IG
G/IG

G/IG

G/IG
G/G
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90
91
92
93
94
95
96
97

98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

122
123
124
125
126
127
128
129
130

F.A
F.E
F.O.E
F.E
G.0
G.A
G.S
H.O
H.Y
H.D
G.S
H.B
H.S
I.H
L1
LA
LS
D.B
R.A
K.S
K.l
K.Y
K.Y
M.C
M.O
M.D
M.
M.K
M.S
M.D
N.I
N.A

N.K
N.P
N.A
N.S
0.C
O.E
oO.T
0K
P.U

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G

G/IA
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
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[HASTA GRUBU

Sira Adi soyadi Protrombin G20210A

1 N.M. G/G
2 AZ G/G
3 LA. G/G
4 M.K. G/G
5 M.G. G/G
6 F.A. G/G
7 M.E. G/G
8 AT. G/IG
9 B.S. G/IG
10 1.O. G/G
11 Y.G. G/G
12 A.O. G/IG
13 C.S. G/IG
14 N.I. G/G
15 M.O G/G
16 Y.C. G/IG
17 K.K. G/IG
18 LY. G/G
19 ZA. G/G
20 C.S G/IG
21 O.K. G/IG
22 H.Y.O G/G
23 M.U G/G
24 V.S. GIG
25 A.H. GIG
26 AY. G/G
27 C.C. G/IG
28 S.C. GIG
29 Y.S.

30 A.B. G/IG
31 N.B.

32 M.S. GIG
33 A.E. G/G
34 Z\V. G/IG
35 M.i.(;. G/IG
36 V.K. G/A
37 B.A. G/G
38 AA. G/IG
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

M.A.
AUT.
M.B.
Y.P.
AY.
M.T.
T.O.
F.K.
M.E.Y.
V.A.
N.D.
E.E.
AG.
M.K.
B.E.
M.A.
M.K.
Z.B.
H.E.
Al
LK.
L.H.E.
L.E.
M.A.
IC.
M.F.
R.A.
Z.G.
S.U.
F.K.
A.T.O.
F.K.
Y.S.
Y.B.
LU.
LY.
E.O.
M.S.
Y.C.
S.G.
B.B.
N.K.

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/A
G/IG
G/G
G/G
G/G
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81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
107
108
110
111
112
113
116
117
118
101
102
103
104
105
106
109
114
115
119
120
121
122

LK.
LY.
i.B.
E.lL
M.T.
M.T.
S.M.
F.K.
LG.
V.G.
M.K.
L.o.
K.T.
H.O.
AN.
H.D.
M.O.
I.G.
G.S.
D.A.
M.E.T.
G.P.
F.G.
AR.E.
O.H.
S.U.
K.K.
Y.E.
AY.
H.D.
H.A.
M.G.
M.E.
M.T.
N.C.
Y K.
L.o.
N.Y.
TA.
F.Y.

C.C.

G/A
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/IG
G/IG
G/G
G/G
G/G
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123
124
125
126
127
128
129
130

0.U.
S.C.
SK.
K.G.
M.L.
C.CE.
D.H.
S.S.

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
G/G

72




IEK 4 Mali Bilanco ve A¢iklamalari

Kod Harcama Biitce Gider Kalan
Kalemi

Tiiketime 98.080.00TL 94.399.00 TL 3.681.00TL
Yonelik
mal ve
Malzeme
alim

Mamul
Mal Allmm

Hizmet- 1.920.00TL 1.120.00TL 800.00TL
Yolluk

Toplam 100.000.00TL 4.481.00TL
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|[EK 5 Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimina Dair A¢iklamalar

Proje kapsaminda alinmasi planlanan ELISA okuyucusu yerine Biyoteknoloji Enstitiisii
merkez laboratuvarinda bulunan Victor 3 spektrofotometresi iyilestirilerek BCA ve
Bradford yontemleriyle protein miktar tayini yapabilen 560-595 nm araliklarinda 6l¢iim
yapan filtre almmistir. Filtre heniliz teslim alinamadigindan bu proje kapsaminda
kullanilamamis ancak Biyoteknoloji enstitlisi merkez laboratuarinda bundan sonra
yapilacak tiim projelerde ELIS okuyucusuna muadil olarak kullanilabikecektir.

Ayrica bu proje kapsaminda alinan 6’11 SDS-PAGE jel elktroforezi sistemi de heniiz teslim
alinamadigindan bu proje kapsaminda kullanilamamis ancak Biyoteknoloji Enstitiisii
merkez laboratuvarinda gerceklesecek tiim proje calismalarinda 6zellikle iki boyutlu jel
elektroforezi ile protein profillemesi ¢caligmalarinda kullanilabilecektir.
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SOZEL BILDIRILER

olan faktér V leiden (FVL) gen mutasyonu ve protrombin
gen (PTH A20210) mutasyonlan 6nemli rol oynamakta-
dir. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (HKHT)
sonrasi sik goriilen trombotik komplikasyonlar arasinda
kateter trombozu, pulmoner emboli ve derin ven trom-
bozu yer almaktadir, Bu ¢alismanin amac: allojeneilk-
HKHT éncesi PC, PS, AT-III eksikligi, ve FVL ve PTH
gen mutasyonunun transplantasyon sonras: erken ve
ge¢ dénem tromboembolik (TE) ve karaciger sinosidal
obstruksiyon sendromu (SOS) geligimi t{izerine etkisini
degerlendirmektir. Klinigimizde allo-HKHT hazirlik icin
hastalarda trombofili testleri rutin olarak bakilmaktadir.
Nisan 1999-Ocak 2007 tarihleri arasinda allojeneik-
HKHT yapilan 260 hastada (E/K: 145/115, ortanca yas:
34 y1l) trombofili varlig ile TE ve karaciger SOS gelisme
siklig1 arasindaki bir iligki olup-olmadig degerlendirildi.
Ikiytizellidért hasta HLA uygun kardes vericiden,6 hasta
HLA uygun akraba dig1 vericiden allojeneilk HKHT (Peri-
ferik kan: 208, Kemik iligi: 52) yapilmigti, Ytizdoksandért
hasta myeloablatif ve 66 hasta indirgenmig yogunlukta
hazirlama rejimi almigti. PC, PS ve AT-III aktivite duiizeyi
%50’nin altinda gériilme sikhi siras: ile %5,8 (12/206),
%185,7 (32/204) ve %25,4 (66/260) 'dit. Gen mutasyo-
nu calisilan 198 hastarun 23%inde (%11,6) FVL (n=14)
veya PTH (n=9) gen mutasyonu saptand:. Hastalarimizin
higbirinde FVL-PTH mutasyonu birlikte pozitif degildi.
Transplantasyon esnasinda ve sonrasinda 24 hastada
venéz TE (17’si kateter iligkili, 2 pulmoner emboli ve 5
derin ven trombozu), 23 hastada karaciger SOS (S08),
bir hastada erken dénemde myokard enfarktiisti izlendi.
PC aktivitesi diigiik olan (< %50) 12 hastadan 4%inde
kateter iligkili tromboz ve Vinde karaciger SOS gozlendi.
Genetik mutasyonu olan hastalann 6 (%26) 'sinda bir TE
komplikasyonu (5 hastada santral venéz kateter ilighili, 1
hastada PE) gelistigi goralda. FVL mutasyonu olan 14
hastada 4"inde kateter iligkili tromboz, PTH mutasyonu
olan 9 hastadan 1'inde kateter iligkili ve diger bir hasta-
da pulmoner emboli gozlendi. Genetik mutasyonu olan
yalnizca 1 hastada karaciger SOS gorildi, ve bu hasta-
da PTH gen mutasyonu heterozigot pozitifdi. Bu caligma
PC dusgtkluga veya genetik mutasyonu olan hastalarda
transplantasyon sonrasinda tromboemboli gelisme sikli-
g arttig (sira ile, OR: 6,9 ve 3,7) ancak karaciger SOS
zeligimi Gizerine bir etkisi olmadigi gésterilmistir. Sonug
olarak, genetik mutasyonu olan hastalarda transplantas-
yon déneminde tromboprofilalksi verilip verilmemesi tar-
tigmali olup, vaka-kontrollii cahigmalara ihtiyag vardir.

Bildiri: 42 Stzel No: S0042
PROTHROMBIN G20210A GEN DEGISIMI iLE PROT-
ROMBIN KOMPLEKS PROTEINLERI VE PLAZMA PRO-
TEINLER! DEGISIMLERININ PROTEOMIK ANALIZLER
ILE DEGERLENDIRILMESH: Duvgu Ozel Demiralp, Nejat
Akar. Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prothrombin geninde 20210 pozisyonundaki G/A
mutasyonu, mRNA'da 3’ okunmayan poliadenilasyon bél-
gesini etkilemektedir. Venéz thromboembolizm icin risk
faktorii olarak tanimlanmigtir. Giintimtizde mRNA calig-
malan ile tek bazhk bu degigimin neden bu denli 6nemli
bir risk faktérii olarak karsimiza venéz thromboemboli
tablosunda cilkctiging, artmig yarlma tanima bolgeleri ve
degisen 3’ yanlma/poliadenilasyon reaksiyon bélgesinin
lokalizasyonu ile aciklanmaya calisilmaktadir, Ancalk
bu gen degisimini tagiyan ve tasimayan bireyler arasin-
daki farkhhk tam olarak ortaya konulamamistir. Genel
popiilasyona gére thrombofilik hastalarda prothrombin
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20210 G/A mutasyonu tagima sikhg %1-2/%6-12 ola-
rak bilinmektedir. Venéz thromboemboli igin 3-5 kat risk
getirmektedir. Mutasyonun thromboz icin plazma pro-
thrombin seviyesinin artisina bagh olarak etken oldugu
onceleri dilgtintilmuis olsa da yapilan gahgmalar ile by
durumun tiim mutasyon tagiyan bireyler icin gbsterile-
memis olmas: translasyon aktifligini etkileyecek farkh
faktérlerin oldugunu distindiirmektedir. Bu farkhliklarin
ortaya konmasi amaci yapilan proteomiks calismasina 2
prothrombin 20210 G/A mutasyonu tagiyan birey ve 2
kontrol bireyi dahil edilmistir. EDTA': tiiplere alinan 5
ce. kan érnekleri plazmalar ayrilarak, proteinlerinin bas-
lalanmamas: amaci ile albumin ve Immiinoglobin seri-
leri dahil, plazma seviyesi yiiksek 20 temel protein ic¢in
filtrelenerek (Sigma, ABD) iki boyutlu analize hazir hale
getirlmigtir.2D jel elektroforezi igin 3-10 pH aralikli IPG
stripler kullamlmsgtir (Bio Rad, ABD). %12'lik SDS-PAGE
ile ikinci boyutlar1 tamamlanan drnekler Prothrombin
20210 G/A mutasyonunu tagiyan ve tagimayan bireyler
acisindan kargilastinlnug ve protein profillerinde olugan
farkliliklar ortaya konulmaya calisimigtir. Ug boyutlu
protein analizleri igin PDquest programi kullanilmstir,
Elde edilen veriler degerlendirilerek farkl protein spotlan
MALDI-TOF kiitle spektrometresi ile tammlanmig ve lazer
bazl iyonlagmaya dayanan teknik ile en hafif izotopilk
ktitle tayini yapumugtir. PLGS programi ile Swiss-Prot
data bankasina baglanilarak pH ve Kiitle degerleri gére
farklihlar tamimlanmigtir. Sonuc olarak prothrombin

20210 G7A mutasyonunun prothrombin seviyesini ¢ali-
silan tasiyict bireyde artimadigl ancak verilerdeki kiitle
farlhiliklarinin glikolizasyondalki artisa bagh olabilecegi
tespit edilmigtir.

Bildirl: 43 Szel No: S0043
REKOMBINANT FAKTOR VIII KULLANAN COCUK
HEMOFILI-A HASTALARINDA INHIBITOR GELISME
RISKININ ARASTIRILMASI: Can Balkan, Deniz Yilmaz
Karapinar, Mehmet Alan, Kaan Kavakl, Ege Universitesi
Cocuk Hastanesi Hematoloji Bilim Dali

Inhibitér gelisimi agir hemofili-A taml hastalarda
en sik rastlanan ve en cok sorun yaratan komplikasyon
olmasi nedeniyle biiyiik dnem tasimalktadr, Yurdumuzda
THD-Hemofili Alt Komitesi tarafindan 1057 hemofili-A
hastasinda yapilan “Inhibitér tarama projesi” sonrasi
elde edilen rakamlar Hemofili-A grubu icin %14 iken,
agir hemofili-A grubunda %21 bulunmustur. Ege Hemo-
fili Merkezinin son 10 yilda yaptig degerlendirmede ise
384 hemofili-A hastasinda inhibitér saptanma prevalans:

XXXIII. Ulusal Hematoloji Kongresi
Bildiri Ozetleri Kitabi
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[EK 7 Yaynlar ve Tezler

Tez

Afsar ABBASI TAGHIDIZAJ, 10.7.2010. Vendz Tromboembolizme Proteomik Yaklasim, Yiiksek

Lisans Tezi, Ankara Universitesi
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