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OZET
Doktora Tezi

Multiple Myeloma (Plazma Hiicre Kanseri)’nin Spektrometrik ve Spektroskopik Yontemler ile

Aragtirilmasi
Beycan AYHAN
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Dog. Dr. F. Duygu Ozel DEMIRALP

Multipl myelom (MM), kemik iliginden koken alan ve immiin sisteminin 6nemli bir pargasi olan
plazma hiicrelerinin anormallesmesi ve kontrolsiiz cogalmasi ile meydana gelen bir kanser tiirtidiir.
Kan ile ilgili en yaygin goriilen ikinci kanserdir ve kanserlesmis plazma hiicrelerinin kemik iliginde
yayilmasi, kemik agrilari, litik kemik bolgeleri, kolay enfeksiyona yakalanma, kanda yiiksek
diizeyde kalsiyum ve monoklonal (M) protein seviyesi, bobrek yetmezligi ve anemi ile karakterize
edilir.  Belirsiz  monoklonal gamopati (Monoclonal gammopathy of undetermined
significance/MGUS) ve sessiz myelom (Smoldering Multiple Myeloma/SMM) MM nin 6nciisii
olarak kabul edilen myelom tipleridir.

Bu tez kapsaminda, Ankara Universitesi Hematoloji Bilim Dali’'nda, MGUS, SMM ve MM tanisi
konulmus bireylerden rutin iglemler igin alinmis kemik iligi, serum ve idrar 6rneklerinden artan
materyaller kullanilmigtir. Kemik iligi 6rneklerindeki plazma hiicreleri Whole Blood CD138
Microbeads (130-093-062) kullanilarak izole edilmis ve proteomik ¢aligmalara baglanmigtir.

Proteomik c¢alismalarla plazma hiicrelerinden proteinler izole edildikten sonra hastaliga yeni
yakalanmis bireyler kemik iliginden bulunan plazma hiicreleri yiizdelerine gore, 0-9, 10-20 ve +20
olarak havuzlanmigtir. 2-D jel elektroforezi kullanilarak gruplarin protein profilleri ¢ikarilmig ve
PDQuest analiz programu kullanilarak gruplar birbirleri ile karsilastirilmistir. Gruplar arasinda
onemli oranda farlilik gdsteren protein kiimeleri jellerden kesilip, tripsin ile peptidlerine ayrilmis
ve Matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) kiitle spektrometresi Peptid Kiitle
Parmakizi (PMF) analizi yapilmustir. Bu protein kiimeleri iginde Mascot yazilimi ile protein
katlanmalarinda, Apoptotik yolun inhibisyonunda, Ca** metabolizmasinda ve hiicre
proliferasoynunda 6nemli rolleri olan dokuz protein tanimlanmistir. Gruplara gére ndemli ifade
farkliliklart gosteren proteinler; Kalretikulin, Protein disiilfit izomeraz(PDIA1), Endoplazmin,
MzZB1(Marginal zone B and B1 cell specific protein/pERpl), Aktin sitoplazmikl(ACTB),
Miyeloblastin, Thioredoxin domain-containing protein 5 (TXNDC5), Peroksiredoksin-4 ve
Apoptosis regulator B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)’dir.

Ayrica Fourier Transform Infrared (FTIR) spektroskopisi ile yapilan ¢alismalarda idrar 6rnekleri
genel spektrumlarinda 5 bolgede, serum Srneklerinde ise Amid 1 spektrum bélgesi ikincil protein
yapilarinda dnemli farkliliklar saptanmustir.
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis
Spectrometric and Spectroscopic Investigation of Multiple Myeloma
Beycan Ayhan
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Dog. Dr. F. Duygu Ozel DEMIRALP

Multiple myeloma (MM) is a type of cancer that is mainly caused by abnormality and uncontrolled
proliferation of bone marrow-derived plasma cells which are important parts of the immune
system. It is the second most common blood cancer type and characterized by the clonal expansion
of malignant plasma cells in the bone marrow, bone pain, Iytic bone lesions, susceptibility to
infections, high levels of calcium and monoklonal (M) protein in blood, renal failure and anemia.
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) and Smoldering Multiple
Myeloma (SMM) are type of myelom that are known as precursor of MM.

In this research, residual bone marrow, serum and urine samples were collected from MGUS,
SMM and Multiple Myeloma patients that are taken for the purpose of routine processes at Ankara
University Hematology Department. Plasma cells in the bone marrow were isolated by Whole
Blood CD138 Microbeads (Miltenyi Biotech) and after that proteomics studies was started.

In the proteomic studies, after the protein extraction was carried out using plasma cells obtained
from the individuals who were recently diagnosed, the protein samples were pooled as 0-9, 10-20
and +20 according to percentage of plasma cell in the bone marrow. By using two dimensional gel
electrophoresis, protein profiles were obtained from the groups and gel comparisons were
performed by PDQuest (Bio-Rad) gel analyzing software. Protein spots showing significant
differences were determined by comparing the groups and they were excised from gels, digested
into their peptides using trypsin and PMF (Peptide Mass Fingerprinting) analyses were carried out
in MALDI-TOF mass spectrometer. Among these protein spots, nine proteins having significant
role in protein folding, inhibition of the apoptotic pathway, Ca*? metabolism and cell proliferation
were identified by using Mascot. These proteins showing different expression among groups are;
Calreticulin, Protein disulfide isomerase(PDIA1), Endoplasmin, MZB1(Marginal zone B and Bl
cell specific protein/pERp1), Actin cytoplasmicl(ACTB), Myeloblastin(Leukocyte proteinase3),
Thioredoxin domain-containing protein 5(TXNDCS5), Peroxiredoxin-4 and Apoptosis regulator B-
cell lymphoma 2 (Bcl-2).

Additionally, in the studies carried out by using FTIR spectroscopy, the general spectrums showed
differences at five regions in urine samples, and secondary protein structures showed differences at
amide 1 spectrum region in serum.

2013, 131 pages
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ONSOZ

Bu ¢alismada proteomik temelli spektrometrik ¢alisma yontemleri ve FTIR spektroskopisi
kullanilarak bir tiir kemik iligi kanseri olan Multipl Myelom’un tani, tedavi ve gelisiminde
rol oynayabilecek biyobelirte¢lerin  bulunmasi amaglanmistir. Calisma sonucunda
Tirkiye’deki hastalara ait plazma hiicrelerinin protein profilleri ¢ikarilmis ve hastalikla
ilgili oldugu disiiniilen protein kiimeleri saptanmistir. Ayrica FTIR spektroskopisi
yontemi kullanilarak, serum ve idrar 6rnekleri de analiz edilmis ve erken donem taniya

yonelik kullanilabilirlikleri arastirilmistir.

Calisma 111S337 numarali 1002 projesi olarak Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirmalar
Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenmistir.
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1 GIRIS

Multipl myelom (MM), kemik iliginden kdken alan ve immiin sisteminin 6nemli bir
pargasi olan plazma hiicrelerinin anormallesmesi ve kontrolsiiz ¢ogalmasi ile meydana
gelen bir kanser tiiridiir. Plazma hiicreleri bagisiklik sisteminin en temel hiicre
gruplarindan biri olan B lenfositlerinden koéken alirlar. B lenfositler herhangi bir
infeksiyona maruz kalindiginda degisime ugrayarak plazma hiicrelerini olustururlar.
Plazma hiicreleri ise immiinoglobin olarak adlandirilan antikorlar iireterek hastalik
etkenlerini etkisiz hale getirilmesine yardimci olurlar. MM Kan ile ilgili en yaygin goriilen
ikinci kanserdir ve kanserlesmis plazma hiicrelerinin kemik iliginde yayilmasi, kemik
agrilari, litik kemik bdlgeleri, kolay infeksiyona yakalanma, kanda yiiksek diizeyde
kalsiyum ve monoklonal (M) protein seviyesi, bobrek yetmezligi ve anemi ile karakterize
edilir. Baz1 durumlarda tani sirasinda kemik iliginde klonal plazma hiicreleri ve idrar
ve/veya kanda diisiik miktarda monoklonal antikor proteinleri saptanabilir ancak tiimor
olusumu ve herhangi bir hastalik belirtisi goriilmez, bu tiir vakalar klonal plazma hiicre
yiizdelerine ve M protein miktarlarina bagli olarak Monoclonal gammopathy of
undetermined significance (MGUS) ya da Asemptomatik myelom (Smoldering myelom/
SMM) olarak adlandirilir. Tedavi gerektirmezler ancak tani almis kisiler belirli araliklarla

kontrol edilirler.

Bu tez caligmasinda MM kanseri spektrometrik ve spektroskopik yontemler ile
incelenmistir. Spektrometrik yontemlerin temelini proteomik ¢alismalar olusturmaktadir.
Proteomik c¢aligmalarla kemik iligindeki plazma hiicreleri yiizdesine bagli olarak
olusturulan gruplarin karsilagtirmali proteom analizi yapilmistir. Karsilagtirma sonucu MM
kanserinin gelisim 6zelliklerinin protein diizeyinde arastirilmis ve hastalikla iligkili protein
degisiklikleri saptanmaya g¢aligilmistir. Proteomik ¢aligmalara ek olarak Fourier Transform
Infrared spektroskopisi (FTIR) yontemi ile de kontrol(sadece idrarda), MGUS, SMM ve
MM olarak gruplandirilarak serum ve idrar 6rnekleri analiz edilmis, daha ucuz ve kolay bir

tan1 yontemi ya da belirte¢ bulunmaya caligilmistir.

Proteomik ¢alismalar ile Tirkiye’deki hastalarin protein profilleri ilk defa ortaya
cikartlmistir. Bu profiller karsilastirmali olarak analiz edilerek hastalikla ilgili oldugu
diistiniilen 6nemli proteinler tespit edilmistir. Hastalikla iligkili (hastalik spesifik) bulunan

bu proteinlerin tespit edilmesinin oncelikle tan1 amaciyla, ileri asamalarda ise yeni ilag ve



tedavilerin gelistirilmesinde Oncii rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. MM kanserinin
teshis ve tedavisi ile ilgili her gecen giin yeni yontemler ve teknikler gelistirilmekte
beraber hala kolay, ucuz ve insanlar1 rahatsiz etmeyen bir yontem arama c¢aligsmalari
siirmektedir. Bu tiir bir yontemin biiyiik oranda hastalifa 6zel belirteglerin saptanmasi ile
gelistirilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle daha iyi bir biyobelirteg ve tedavi sekli bulmak

icin proteomik yaklagimlar gelistirilmeye ¢alisiimaktadir.

Aragtirmada, proteomik c¢alismalarin yaninda MM hastaliginin arastirilmasinda FTIR
spektroskopisi yontemi de kullanilmistir. Son yillarda yapilan g¢alismalar, bu yontemin
kanserleri ¢ok Onceden daha molekiiler diizeyde iken tespit edebilecegini gostermistir.
Arastirma, MM kanserinin arastirilmasinda FTIR yonteminin kullanilmasi ile ilgili en
genis ve Ozgiin arastirma niteligindedir. Birka¢ dar kapsamli FTIR c¢alismasi disinda,
gerek kapsami ve amaci, gerekse uygulanan yontem acgisindan heniiz literatiirde bdyle bir
caligmaya rastlanmamistir. Tiim kanser tiplerinde oldugu gibi MM kanserinde de hastaligin
erken teshisi ve seyrinin takibi ¢cok Onemlidir. Teshis ve tedavide de en Onemli rolii
biyobelirtegler oynamaktadir. Son yillarda bazi 6nemli biyobelirtegler tespit edilse de hala
literatiirde ciddi bir bosluk vardir. Bu nedenle kullanigh belirteclerin tanimlanmasina ve
hastalikla iligkili protein profil degisimlerinin ilgili olduklar1 molekiiler mekanizmalarin
anlasilmasima biiyiik bir ihtiyag ve ilgi vardir. Yeni belirteclerin bulunmasi hem hastaligin daha

erken sathada teshisinde hem de ileri de bir tedavi gelistirilmesinde yardime1 olacaktir.
1.1 Amag

Tez kapsamindaki proteomik tabanli spektrometrik ¢aligmalar ile; MM hastalarmin protein
profillerinin ¢ikarilmasi, gruplar arasindan 6nemli degisim gosteren proteinlerin tespiti ve
tanimlanmasi, gruplar arasinda ayirimi saglayacak belirteglerin saptanabilmesi ve bu

belirteglerin hastaligin tanisi, evresi ve tedavisindeki roliiniin incelenmesi amaglanmaistir.

FTIR spektroskopisi kullanilarak hastaligin tan1 ve tedavi siirecinin izlenmesinde
kullanilabilecek yontemler olusturulmaya ¢alisilmistir. Ornekler FTIR spektroskopisi ile
karsilastirilmali olarak incelenmis ve hastalik derecesine bagli olarak olugsmus bir kisim
karakteristik degisimler saptanmistir. FTIR yontemi olduk¢a ucuz, uygulanmasi kolay ve
rutin uygulamalara ¢ok elverisli olmasinin yaninda 6zellikle kanser hastaliklarini ¢ok

onceden (molekiiler diizeyde degisiklerden) saptayabilecek bir yontemdir.



2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 Myelom

Myelom terimi normal olmayan plazma hiicreleri i¢in kullanilanilir. Bu tip hiicreler klonal
plazma hiicreleri yani kanserlesmis hiicreler olarak kabul edilirler. Myelom denince akla
genellikle MM kanseri gelmekle birlikte, kanser olarak kabul edilmeyen ve tedavi
gerektirmeyen ancak kanser riski barindiran bazi farkli myelom tipleri de (Cizelge 2.1)

vardir.

Multiple Myeloma Research Foundation® (2013)’c gbre, myelom 3 kategoride
smiflandirilabilir:  Monoclonal gammopathy of undetermined significance(MGUS),
Smoldering myelom olarak bilinen asemptomatik myelom(SMM) ve semptomatik
myelom. Bu siniflandirma 6nemlidir ¢linkii hastaligin tiirliniin belirlenmesi gereksiz tedavi
uygulamalarini 6nler. Terimlerin tiirk¢e ifadeleri iizerinde hentiz bir ortak karar alinmamis
olsa da, genellikle MGUS i¢in anlami belirlenemeyen 6nemi olan monoklonal gamopati ya
da bening monoklonal gamopati, SMM i¢in sessiz ya da sinsi myelom, semptomatik
myelom i¢in ise aktif myelom ifadeleri kullanilmaktadir. MGUS ve SMM Multipl
myelom’un onciil dénemleri olarak kabul edilebilirler ¢iinkii bu tanilara sahip kisilerin

hastaliga yakalanma oranlar1 saglikli bireylere gore daha fazladir.

2.1.1 Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance(MGUS)

Bazi durumlarda tani sirasinda kemik iliginde klonal plazma hiicreleri ve idrar ve/veya
kanda diisiik miktarda monoklonal antikor proteinleri (M) saptanabilir ancak timor
olusumu ve herhangi bir hastalik belirtisi goriilmez, bu tiir vakalar Monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS) olarak adlandirilir. Tedavi

gerektirmez ancak tani almis kisiler belirli araliklarla kontrol edilirler.

2.1.2 Asemptomatik Myelom (Smoldering Myelom/ SMM)

Sinsi myelom MGUS’a benzer bulgular gosterir fakat klonal plazma hiicreleri ve

monokolanal protein oranlar1 daha fazladir. Heniiz bir tedavi uygulanmamakla birlikte



sinsi myelomun MGUS’a oranla semptomik myleloma yani multipl myeloma doniisme

olasilig1 daha yiiksektir. Bu taniy1 almis kisilerde belirli araliklarla kontrol edilirler.

2.1.3 Semptomatik myelom

Klonal plazma hiicreleri ve asirt monoklonal proteinleri yaninda, kanda yiiksek kalsiyum
diizeyi, bobrek yetersizligi, kansizlik ve kemik hastaliklar1 belirtilerinden en az biri daha
goriiliiyorsa semptomatik myelom olarak adlandirilir. Sistematik tedavi gerektirir. Multipl

myelom semptomatik myelom sinifina girmektedir.

Cizelge 2.1. Plazma hiicresi anormalliklerinin siniflandirilmasi

MYELOM TiPi KRITERI

MGUS
Serum monoklonal protein < 3 g/dL

Klonal kemik iligi plazma hiicresi < %10

Herhangi bir hastalik bulgusu ya da organ hasar1 yok

Asemptomatik
myelom Serum monoklonal protein > 3 g/dL

Klonal kemik iligi plazma hiicresi > %10

Herhangi bir hastalik bulgusu ya da organ hasar1 yok

Semptomatik
myelom Serum ve/veya idrarda monoklonal protein bulunmas1*
Klonal kemik iligi plazma hiicresi > %10
Asagidaki organ hastaliklarindan** en az biri var
v' Kalsiyum yiiksekligi > 10mg/L
v' Bobrek fonksiyon bozuklugu- kreatinin >2mg/L
v" Anemi- hemoglobin >10g/dL
v Kemik hastaliklari (litik lezyonlar, osteoporez)

*Bu kriter non-sekretuar Multipl myelom igin gegerli degildir
** Bu organ hasarlar1 “CRAB” olarak adlandirilir(C-Calsium, R-Renal disfonksiyon, A-Anemi, B-
Bone lesions).

2.2 Multipl Myelom

Multipl myelom, beyaz kan hiicrelerinin bir grubu olan plazma hiicrelerinin
anormallesmesi, kontrolsliz sekilde ¢ogalmasi ile meydana gelen kanser tiiriidiir. Bu
nedenle plazma hiicresi kanseri olarak ta adlandirilir. Ayrica MM’ nin ilk detayli klinik

~ 9

aragtirmasini yayinlayan arastirmaci adina hitaben “Kahler hastalig1” olarak da adlandirilir.
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Bagisiklik sisteminin en temel hiicre gruplarindan biri lenfositlerdir. Lenfositler T
lenfositler ve B lenfositler olmak iizere 2 temel gruba ayrilirlar. Herhangi bir enfeksiyona
maruz kalindiginda B lenfositler degisime ugrayarak plazma hiicrelerini olustururlar (Sekil
2.1.). Plazma hiicreleri ise immiinoglobin olarak adlandirilan antikorlar iireterek hastalik

etkenlerini etkisiz hale getirilmesine yardimei olurlar.

@D

Kemik iligi
- kok hiicresi A\
Myeloid kok hiicresi Lenfoid ko
o
Myelobiast Lenfoblast
Granillosit \
s, Bazofil

TP
SO el VT T
Q Eozinofil 3 s :

Eritrosit v:__ o A< Dogal
% o oo I lenfosit sldiiriicii
g 1 Plazma hiicresi hiicre
Pellet

Beyaz Kan Hiicreleri

Sekil 2.1. Kan hiicrelerinin olusumu. Kemik iligindeki kok hiicresi cesitli asamalardan
sonra kirmizi kan hiicreleri, pelletleri ve beyaz kan hiicrelerini olustururlar®.

Plazma hiicreleri kanserlesip ¢ogalmaya basladiklarinda plazmasitom olarak adlandirilan
timorii olustururlar. Bu tiimorler cogunlukla kemik iliginde bulunmalarina ragmen nadir
olarak diger dokularda da goriilebilirler. Eger plazmasitom sadece bir tane ise izole(soliter)

plazmasitom, birde fazla ise MM olarak adlandirilir.

2.2.1 Multipl Myelom’un goriilme sikhg

Multipl Myelom nispeten nadir goriilen bir kanser olmakla beraber bati diinyasinda kan ile
ilgili kanserler arasinda en yaygin goriilen ikinci kanser tiiriidiir ve tiim kanser olgulari
icindeki oran1 %1, kanserlerin neden oldugu oliimler icindeki orami ise %2°dir. Diger

hastaliklarda oldugu gibi MM hastaligi ile ilgili de en kapsamli istatistiksel veriler gelismis



iilkelerdeki aragtirmalara dayanmaktadir. American Cancer Society* 2013’ gére, Amerika
Birlesik Devletleri’nde 2013 yili igerisinde 22.350 yeni olgu meydana gelecek(12.440
erkek ve 9.910 kadmn) yaklasik 10.710 kisi hayatin1 kaybedecektir. Insan irklar1 ve
toplumlar1  arasinda  hastalia  yakalanma riski oranlarinda  Onemli  farklar

bulunmaktadir(Cizelge 2.2) .

Cizelge 2.2. Irklara ve toplumlara gére Multipl myelom’a yakalanma olastligi*®

Irk/Toplum Multipl Myelom’a yakalanma
olasihig: (100.000 Kkisi de)

ABD ortalamasi 3-4

Siyah (Afrika kokenli ABD’li) 9.8

Kafkas kokenli ABD’li 4.3

Beyaz irk (Bati iilkeleri) 4

Cin <1

*Cizelge, Concise Review of the Disease and Treatment Options Multiple Myeloma
kitap¢igindaki bilgilere gore uyarlanmistir.

2.2.2 Multipl myelom tani kriterleri ve evreleme sistemleri

Multipl myelom i¢in hastaligin seyrini (prognozunu) gdsteren iki farkli siniflama sistemi
vardir. Uluslararasi Evreleme Sistemi (International Staging System/ISS) ve eski olmasina
ragmen hala kullanilan Durie-Salmon simiflama sistemi(Cizelge 2.3). Bu iki sistem
hastaligin seyri hakkinda bilgi vermekle birlikte tedavi yontemi hakkinda bilgi

verememektedir.

Son yillarda hastalikla ilgili genetik verilerin artmasi, bu verilerin smiflandirma da
kullanilmasma olanak saglamistir. Bu veriler 1s518inda Mayo Klinik Grubu hastaligi
standart risk ve yliksek risk olmak iizere iki gruba ayirmis ve her iki risk grubuna farklh
tedavi yontemleri uygulanmlster. Cizelge 2.4°te gosterildigi gibi Plazma hiicre Floresan
Insitu Hibridizasyon (FISH), metafaz sitogenetigi ve plazma hiicre dongiisii (plazma cell

labeling index/PCLI) testlerinin sonuglarina gore yiiksek risk grubu belirlenmektedir.



Cizelge 2.3. Multipl myelom i¢in kabul edilmis Durie-Salmon ve Uluslararasi evreleme
sistemleri®’

EVRE | Uluslararasi Evreleme Sistemi Durie-Salmon Evreleme Sistemi*

(international Staging System, ISS)

Asagidaki tiim kistaslar olmali

Hemoglobiin seviyesi >10mg/dl
Serum kalsiyum seviyesi normal
Normal kemik yapist

Serum B-2 mikroglobin <3.5 mg/L Monoklonal  protein  seviyesi
I diisiik

Albumin >3.5¢g/L

DA NN

> g G <5¢g/dI*

» 1g A <3g/dl

> Idrarda hafi zincir
<49/24 saat**

Serum (-2 mikroglobin <3.5 mg/L

Albumin <35 g/L

I I ve Ill. evreye uymayanlar
veya

Serum (-2 mikroglobin 3.5-5.5 mg/L

Asagidaki kistaslardan en az biri

v" Hemoglobiin seviyesi <10mg/dl
v' Serum kalsiyum seviyesi
>12mg/dl

En az 3 bolgede kemik hasari
Monoklonal  protein  seviyesi
yiiksek

AN

1] Serum f-2 mikroglobin >5.5 mg/L

> 1g G >7g/dI*

> 1g A >5¢/dI

> lIdrarda  hafif  zincir
<129/24 saat**

*Ig=Imminoglobin.
**Bence-jones proteini.



Cizelge 2.4. Multipl Myelom’da risk siniflamasi

Standart Risk (%75) Yiiksek Risk (%25)
v' Asa@idaki olgulart v’ FISH
> Hlpgrdlplmd > Del 17p
> 1(11;14) _
> 1(6:14) > 1(14;14)
’ > 1(14;16)

v’ Sitogenetik Delesyon 13
v' Sitogenetik hipodiploidi
v PCLI > %3

2.2.3 Multipl myelom’a yakalanma riskini artiran faktorler

Arastirmalar bazi etmenlerin Multipl myelom’a yakalanma riskini arttirdigini gostermistir.

Calismalarda tespit edilen 6nemli risk etmenleri asagida s1ralanrn1§t1r2.

Yas : Bu hastaliga yakalananlarin biiyiik ¢ogunlugu 65 yas iizerindedir. Bu durum
yaslanmanin Multipl myelom’a yakalanmada en 6énemli etmen oldugunu gostermektedir.
Multiple Myelom Research Foundation®, 2013’¢ ggre hastalarin %96’s1 45 yasin, %75’

ise 70 yasin lizerindedir.

Irk  : Amerikan toplumu i¢inde siyah irkin(Afrika kokenli) beyaz irka gore hastalaga
yakalanma riski 2 kat fazladir. Asya kokenli Amerikalilar ise en diisiik orana sahiptir4. Su
anda ki veriler, Cinde yasayanlarin en diisiikk yakalanma olasiligina sahip oldugunu

gostermektedir (Cizelge 2.2).

Cinsiyet: Erkeklerin kadinlara gére MM’ye yakalanma riski daha fazladir. Bu oran
yaklasik 1.25/ 1’dir’. Amerika birlesik devletlerinde 2013 yili igerisinde tahminen 22.350
yeni vaka beklenmektedir. Bunlardan 12.440 tanesinin erkek 9.910 tanesinin ise kadin

olacagi tahmin edilmektedir”.

MGUS ya da SMM tanist almak: Yapilan aragtirmalar sonucu MM’ye doniisme rirkleri
MGUS igin %1, SMM i¢in %10 olarak bildirilmistir®. Saglikl1 bireyler i¢in yakalanma



olasiligmin en yiiksek oldugu siyah 1wrkta bile risk yaklagitk 100.000°de 10
civarindadir(Cizelge 2.2). Tim saglikli insanlar icin MM’ye yakalanma olasigimni
100.000°de 4 olarak kabul edersek, MGUS 250 kat, SMM ise 2500 kat daha fazla risk

tasimaktadir.

Aile de Multipl Myelom kanserinin goriilmesi: Multipl Myelom hastas1 olan yakinlar
bulunan bireylerin Multipl Myelom’a yakalanma riski diger insanlara gére daha fazladr.

Baz1 arastiricilar, olas1 bazi nedenlerle bagisiklik sisteminin zayiflamasinin, 06zel
mesleklerin, belirli kimyasallara ve radyosyana maruz kalmanin Multipl Myelom’u
tetikleyebilecegini ileri siirmiislerdir. Ornegin tarim mesleklerinde™® , ham petrol, deri ve
kosmetik alanlarinda calisanlarin Multipl myelom’a yakalanma olasiligi daha fazladir.
Herbisitlere, insektisitlere” petrol iiriinlerine, agir metalleri, plastiklere ve asbest gibi
kirleticilere maruz kalma hastalik riskini artirir. Bununla birlikte bu iliskili durumlardan
hicbiri MM’nin tek basma gii¢lii ve en Oonemli nedeni degildir. Genetik faktorler de
Multiple Miyelom’un gelismesine neden olabilir. Arastirmacilar bir ¢ok faktoriin birlikte

rol almasi ile Multiple Miyelom’un ortaya ¢iktigini diisinmektedirler™!%2,

2.2.4 Multipl Myelom’un belirti, bulgu ve nedenleri

Belirtiler doktor muayenesi ve laboratuvar testleri sonucunda tespit edilen viicud
degisimleridir. Bulgu ise hastanin kendisinin hissettigi viicud degisimleridir. Klonal
plazma hiicresi yiizdesi, monoklonal protein diizeyi gibi belirtiler Cizelge 2.3 ve 2.4’ te

verilmistir.

Monoklonal protein: Normal plazma hiicreleri immunoglobulin olarak adlandirilan
antikorlar iiretirler(Sekil 2.2). Bu antikorlar immiin sistemde O6nemli rol oynamaktadir.
Miyelom hiicrelerinde genellikle immunoglobulin iiretiminden sorumlu gen bolgelerinde
bir ya daha fazla mutasyon olmakta ve bu durum monoklonol olarak adlandirilan aminoasit
dizi degismis 3 boyutlu yapist bozulmus ve antikor fonksiyonlarimi yerine getiremeyen

protein tiretimine neden olmaktadir.



Agir zincirler

Sekil 2.2. Antikor yapisi. Birbirlerine benzeyen iki agir (H) iki tane de hafif (L) zincirden
olusur

MM’de hastanin kendisinin farkettigi bircok bulgu vardir. Bu bulgular nedenleri ile birlikte
asagida Cizelge 2.5°te verilmistir.En yaygin olarak goriilen belirti ve bulgularin basinda
osteolitik kemik bolgeleri ve buna bagl olarak olusan kemik agrilar sayilabilir. Osteolitik
kemik bolgeleri, Multip]l Myelom’da kesin tan1 konmasini saglamasa da, hastaligin en
onemli belirtilerindendir. Cesitli kemik agrilari, patolojik kiriklar, hiperkalsemi ve
osteoporozis Multip] myelom hastalarinda en sik goriilen rahatsizliklardandir. Kemik
iliginde ¢ogalan myeloma hiicreleri ile kemik hiicreleri olan osteoblast ve osteoklast
hiicreleri arasinda madde aligverisine dayali ¢cok yakin bir iligki vardir. Asagida Sekil 2.3’te
gosterilen bu iligki kemik dokusunun zayiflamasina neden olmanin yaninda MM

hiicrelerinin gelismesini ve hayatta kalmasini da saglamaktadir.
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Cizelge 2.5. Multpl Miyelom’un belirtileri ve bu belirtilerin nedenleri(Multiple Myeloma

Research Foundation, 2013’ten uyarlanmistir’)

BULGULAR

NEDENLERI

EN YAYGIN BULGULAR

Kemik agrilart

Plazma hiicrelerinin birikmesi kemik
yapimini olumsuz etkiler, bu durum kemik
lezyonlarinda baslayip kiriklara kadar
gidecek bir duruma neden olabilir.

Halsizlik (asir1 yorgunluk)

Kanda kan hiicrelerinin diisiik sevide
olmasi veya yiiksek diizeyde kalsiyum
bulunmasi

Istah azalmasi, susuzlugun ve idrarin
artmasi, huzursuzlugu artmasi, diigiinmede
zorluk ve karisiklik, mide bulantisi ve
kusma

Kanda kalsiyum diizeyinin yiiksek olmasi

Enfeksiyon (zatlire, zona, idrar yolu
enfeksiyonu)

Myelom hiicrelerinin asir1 artisina bagh
olarak bagisiklik sisteminde gorevle kan
hiicrelerinin sayisinin azalmasi

YAYGIN OLMAYAN BELIRTILER

Nefes yetmezligi, gogls agrilari, akil
karigikligt

Hipervizkosite sendromu: Kanda bir
proteinin yogun bulunmasi, kani yogun ve
yapiskan hale getirir

Soguk havalarda parmak ve topuklarda
hissizlik

Cryoglobulinamia: Soguk havalar anormal
proteinler jel haline gelirler ve kiigiik kan
damarlarin1 engelleyebelirler

Sinir sistemi hastaligi-néropati (hissizlik,
karincalanma ve/veya ozellikle el ve
ayaklarda agr1)*

Amilodiosiz: Daha ¢ok Bence Jones
proteinin goriildiigu myeloma hastalarinda
tespit edilmekle beraber nadir goriilen bir
belirtidir. Bu protein diger proteinlerle
etkileserek nisasta benzeri amiloid
proteinin iiretimine neden olur. Amiloid
cesitli organlarda birikerek bu organlarin
islevlerini olumsuz etkiler.

*Amiloid ayn1 zamanda diisiik kan basincina yolacarak, bobrek, kalp ve karaciger yetmezligine

neden olur




Myeloma
cells

Dkk-1,11-3, HGF, RANKL, TNF, lymphotoxin,
TGF-P MIP-1a, SDF-1
Inhibit Increase Bone-derived
Formation Resorption tumor growth
factors

| B O

| Osteoblasts

Bone ¢ /

Sekil 2.3. Plazma hiicreleri ve kemik hiicreleri arasindaki madde d6ngiisii13.

Sekil 2.3’te goriildiigii gibi myeloma hiicreleri kemik gelisiminde ve kararliginda rol
oynayan osteoblast ve osteoklast hiicreleri arasindaki dongiiyii etkilemektedir. Kemik
matriksinin olusumunda etkili osteoblast hiicreleri gelisimi inhibe edilirken kemik
yikiminda rol olan osteoklast hiicrelerinin aktiviteleri artmakta ve bu durumda kemik

dokusunun zayiflamasina neden olmaktadir'®,
2.3 Proteomik

Protein ismi Yunancada “bas, birinci” anlamina gelen “proteos” sozciigiinden tiiretilmistir.
Proteinler 20.yiizyilin baslarinda yasamsal faaliyetlerin en onemli tasiyicis1 olarak kabul

edildikleri i¢in oldukga populerlerdi.

Watson ve Crick’in*, 1953 yilinda Nature dergisinde yaymladiklar1 Niikleik asitlerin

molekiiler yapisi ile ilgili makale bilim diinyast ve biyoloji i¢in 6nemli bir doniim
noktasidir. Tim canlilarda (canliligi tartismali olan viriislerin bir kisminda RNA)
DNA’nin kalitsal bilgiyi yani yagamin sifresinin tagidiginin belirlenmesi ile ¢alismalarin
bliylik cogunlugu dogal olarak bu alan iizerinde yogunlagmis, proteinler kismen 6nemini

yitirmistir. 1990’11 yillarda teknolojinin gelismesi ve yeni araglarin kesfiyle genomik
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calismalar ve DNA dizilimlerinin belirlenmesi ¢alismalart hiz kazandi. 1990 yilinda “insan
genom projesi”’ baglatildi. 2000’11 yillarin basinda insan gen haritast ¢ikarildi yani gen
sifreleri tam olarak belirlendi. Gen diziliminin belirlenmesi ile ozellikle hastaliklarin
engellenmesi tespiti ve tedavisinde biiyiik ilerlemelerin olmasi bekleniyordu. Ancak
gelismeler beklenen kadar hizli olmadi. Genomik caligmalar, bir organizmanin kalitsal
bilgilerini detayli bicimde gdsterebiliyordu ancak sadece kod ¢6zmekle ¢cok sinirli bilgilere
ulasilacag1 anlasildi. Insan Genom Projesinin bitirilmesi ile insan genlerinin sayisinin
sanildigindan ¢ok daha az oldugunu ortaya cikti. Daha onceleri sayisinin yaklagik 100000
oldugu diisiiniilen genlerin Human Genome Project information® (2010)’a gore 20000-
25000 arasinda oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan elde edilen proteinlerin sayisi
100000 den ¢ok fazladir. Bu saymin 400 hatta 500 binlere ¢ikacagi dﬁsﬁnﬁlmektedirlﬁ’ﬂ.
Dogal olarak bu durum bir gen bir protein hipotezini ¢iiriitmiis (Sekil 2.4) ve ilginin tekrar

proteinler iizerine yogunlagsmasini saglamaistir.

Insan Proteomu
(Bir gen birden fazla protein kodlar)

26000 /0000000000, Gen (DNA)
5

= [ == = Transkripsiyon (yazlim)
- fom A form B form ¢ mRNA
B0 . | | — | B—

transkript l l

: !
F) (CC\) Q) Translasyon (cevrim)

protein A protein B protein ¢

et J : @ Proteinlerin

gt ’ W Translasyon (cevrim)
: dedjisimleri

;= Bilinen fosforilasyon dogrulama sonras

= Bilinmeyen Bf.c,. .

heterojenite glikozilasyon

Sekil 2.4. Insan Proteomu®
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Genom arastirmalart birgok bilgi birikimine neden olmustu ancak elde edilen DNA
dizilimleri tek baslarina, genlerin ne zaman kullanildigi, hangi kosullarda kullanildigi, ne
oranda kullanildig1 konusunda bilgi vermiyordu. Bu ¢alismalardaki bilgiyi isleyecek yeni
teknolojilerin ortaya ¢ikmasi gecikmedi. Arastirmalar RNA {izerine yogunlasti, bu alanda
da bilgi birikimi olustu ancak bu bilgilerde tek baslarina organizmanin islevi hakkinda tam

bilgi veremiyordu. Yeni bir teknolojiye ihtiyag¢ vardi...Proteomik.

Proteom sozciiglinde bulunan “Om” eki Yunan dilinde, biitiinii, tamami1 anlam1 veren bir
ektir ve sozciiklerin sonuna eklendiginde o sozclgiin ifade ettgi varliklarin ya da
olusumlarin tamami anlaminmi verir. Ornedin genom sozciigii bir organizmaya ait tiim
genleri ifade eder, ya da bagka bir anlatimla organizmanin sahip oldugu kalitsal bilgilerin
tiimii anlamindadir. Proteom sozciigii ise biraz daha karisik bir tanimlama gerektirir. Farkli
zaman ve kosullarda (gelisim evresi, hastaliklar vb.), farkli hiicre kompartimanlarinda,
farkli hiicre tiplerinde ya da dokularda farkli proteinler bulunabilir. Bu nedenle genom
tanimindan farkli olarak proteom tanimina zaman ve yer faktorlerini de katmak zorunludur.
Proteom, belirli bir zamanda (embriyo, fetiis, tohum, fide, stres, hastalik donemi vb.), bir
organizmanin belirli bir bolgesinin (organel, zar, hiicre, doku, organ...) ya da tamaminin
sahip oldugu ve ifade ettigi proteinlerin tiimii anlamina gelmektedir. Giiniimiizde “om”
getirilerek tiiretilmis sdzciikler hizla gogalmaktadir. Ornegin metabolom, glikolom,

nutrigenom gibi.

Bu alanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar, bir biyolojik yapiy1, 6zelligi ya da islevi total
olarak inceleyen yeni biyoteknoloji dallarini ortaya ¢ikarmaktadir. Genomik, genleri ve
gen dizilimlerini yapisal ve islevsel olarak inceleyen bir biyoteknoloji dalidir. Proteomik,
belirli bir zamanda, bir organizmanin tamaminda ya da hiicre, doku ya da organ gibi

kisimlarinda bulunan proteinlerin tiimiinii inceleyen bir teknoloji olarak tanimlanabilir.

Proteomik i¢in Oziinde ayni olmakla birlikte, farkli kaynaklarda farkli tanimlamalar
yapilabilmektedir. Proteinlerin, ifade edilip edilmemesi, ifade edilen polipeptid yapisi,
sentez sonrasi gec¢irdigi degisimler (2 boyutlu yapi, 3 boyutlu yapi, yapiya fosfat, seker ve
doymamis hidrokarbon tiirevlerinin katilmasi...) gibi degiskenliklerinin ¢ok olmasi,
kisacast proteinlerin dinamikligi tanimlamay1 biraz zorlagtirmaktadir. Proteinlerin bu

dinamikligi nedeniyle, proteom ¢alismalari, genom calismalarina oranla biraz daha zordur.
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Sonug olarak organizmanin kalitsal bilgisinin ¢dziilmesi, o organizmanin islevleri hakkinda
cok simirl bilgi vermektedir. Kalitsal bilgiye bakilarak proteinlerin yapilar1 ve iglevleri
hakkinda kesin bir bilgiye ulasilamaz. Ayrica bir organizmanin tiim kalitsal bilgisini
taramak olduk¢a uzun zaman alan zahmetli bir istir. Hiicresel islevlerin tam olarak
anlagilmas1 i¢in ifade edilen proteinlerin tanimlanmasi, sentez sonrasi gecirdikleri
degisimlerin saptanmasi ve organizmada bulunduklari yerler ve miktarlarini belirlenmesini
proteiomiks calismalar saglayacaktir. Bir organizmanin tiim protein profiline bakip
olumsuz kosullarda degisen proteinleri tespit edip sadece onlar iizerine yogunlagsmak

amaca ulasilmasinda daha az zaman, emek ve para harcamak anlamina gelmektedir.

Proteinlerin belirlenmesi daha ileriki ¢alismalar ig¢inde belirleyici olacaktir. Bu tez
kapsaminda elde edilecek bilgiler genomik caligmalara da 151k tutacaktir. Tiim genoma
bakmak yerine ilgili proteinlerin kodlarini i¢ceren gen bolgelerini bakip, degisiklikleri tespit
etmek ¢ok daha kolay olacaktir.

Proteom Analizinin Tarihsel Gelisimi

Protein Kimyasi ve Enzimoloji

Gen Bankasl

insan
genom
projesi

Protein Veritabanlari

Klause Biemann Kitle
spektrometresi Marc Wilkins:
Aminoasit analizi “Proteomik”
T 4
v
1958 |—>{ 1981 |—>{ 1987 |—>{ 1990 |—>{ 2000 |—>
: I I I A
Iyonlasma Teknolojisi Hizli MALDL.........cccc0corennnie.] MALDI-TOF }
atom bombardimam (FAB) 3.7 [S————— N LY
Peptid Analizleri Biyomolekill analizi Protein analizi

Bilgisayar Teknolojileri
(Swiss-Prot, PC/GENE, GCG, NCBI)

Sekil 2.5. Proteomun tarihsel gelisimi19
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2.3.1 Kiitle Spektrometreleri

Kiitle spektrometreleri proteomik ¢alismalarinda ©Onemli rol oynayan cihazlardir.
Proteinlerin  tanimlanmasi,  post-translasyonal  degisimlerin ve  protein-protein

etkilesimlerinin tespit edilmesi i¢in olduk¢a yaygin bigimde kullanilmaktadirlar.

Kiitle spektrometreleri iyon olusturma ve bu iyonlar1 kiitle/yiik oranlarma (m/z) gore
ayirma yetenegine sahip cihazlardir. Ayirmanin saglanabilmesi i¢in cihaz iginde elektriksel
ya da manyetik alanlar olusturulmustur. Elektromanyetik alanlar iyon hareketini iyonun
kiitlesiyle ters orantili ve iyonun yiikiiyle dogru orantili olarak etkiler. Bdylece molekiiler
kiitlenin tespit edilebildigi, iyon bolluguna (abundance) karst m/z oranini1 gdsteren kiitle

spektrumlari elde edilir.

Kiitle spektrometreleri ti¢ temel bilesenden olugmaktadir; iyonlastirma kaynagi, analizor ve
detektor. Ayrica ¢ok gelismis bir bilgisayar ag1 ve vakum pompalarida spektrometrelerin

onemli aksesuarlarindandir.

Elektromanyetik alanlarda ayirmanin saglanabilmesi i¢in ndtral molekiillerin iyonlara
doniistiiriilmesi ve ihtiyag halinde gaz faz haline ge¢meleri gerekmektedir. iyonlasma,
iyonlagtirma kaynagmin tiirline gore atmosferik basing ya da vakum altinda
gergeklestirilebilirlg. Peptid ve proteinlerin yiiksek molekiiler agirliklart ve polar yapilari
g0z oniine alindiginda, iyonlastiric kaynak protein ya da peptidleri hem iyon haline hem
de gaz faza gecirmelidir. Cesitli iyonlastirict kaynaklar arasinda sadece ESI (elektrosprey
iyonizasyon) ve MALDI (matriks yardimei lazer desorpsiyon iyonizasyon) proteinlerle
caligmaya uygundur. ESI ile iyonlar atmosferik basing altinda olusturulurken, MALDI’de

atmosferik basing veya vakum altinda olusturulabilir.

Analizor, iyonlastirict kaynakta elde edilen iyonlarin ayrilmasini saglayan cihaz kismidir.
Bu kisimda elektrik veya manyetik alanlar kullanilabilir. Tiim analizérler uygun bir
iyonlastirict kaynak ile birlestirildiginde peptid ve proteinlerle calismaya uygundur.
Kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyetleri nedeniyle en yaygin kullanilan analizorler

kuadrupoller, ugus siiresi (TOF-time of flight) cihazlar1 ve iyon tuzaklaridir.
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Cesitli kiitle spektrometreleri arasinda protein ¢aligmalarinda en yaygin olarak kullanilan
sistemler; MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time Of Flight), ve
ESI-TOF (Elektro Spray Ionization Time Of Flight)’dir. Bu cihazlar ile:

. Protein dizileri
. Protein kiitleleri
. Posttranslasyonal degisimler (fosforilasyon, glikolizasyon, N ve C terminal

modifikasyonlar1 belirlenebilir

Tez calismasi kapsaminda kullanilan MALDI TOF cihazinin ¢alisma prensibi, ultraviyole
isinlar1 absorblama 6zelligine sahip bir matriksin kullanilmasina dayahidir (Sekil 2.6).
Peptid karisimi ve matriks uygun bir bir ¢oziiciide ¢oziilerek karistirilir ve 6rnek ylikleme
plakalarma aktarilir. Daha sonra ¢oziiciiniin buharlagmasina izin verilir ve boylece
kristallesmis matriks molekiilleri arasina goémiilii peptidler elde edilmis olur. Ornek plakasi
cihaza yerlestirilir ve vakum altinda, genellikle nitrojen kaynakli UV lazeri ile uyarilar
(pulse) yapilir. Matriks molekiilleri lazerin enerjisini absorblar ve peptid molekiillerini de

beraberinde tagiyarak gaz fazda iyon haline gegerler.

Peptid veya )

ANALIT/MATRIX LASER
analit
iyonlarn

Ny

I
I
+
( S < + @ 1
. + I SE
mix 2 : —> ANALIZOR
I
Karnigim matrix :
kuyucuklara l iyonlar
spotlanir !

__ 5 Ornek Tablasi

Sekil 2.6. MALDI lazer 1gininin kat1 matriksi uyarmasi ve analitleri iyonize etmesi®

17



Iyonlasmis molekiiller TOF analizorii icerisinde hizlandirlirlar ve dedektdre ulasirlar.
Ancak iyonlar ayni enerjiye sahip olmalarina ragmen farkli kiitlelerde oldugundan
dedektore ulasma zamanlar1 farklidir. En kiigiik iyonlar hizlarinin fazla olmasindan dolay1
dedektore ilk ulasirken daha biiyiik olan iyonlar daha biiyiik olan kiitleleri yiiziinden
dedektore daha ge¢ ulagmaktadirlar. Bu zaman farkina bagli olarak peptit kutleleri
belirlenmekte daha sonra biyoinformatik analizler ile protein tanimlamalar
yapilabilmektedir. Bu tip tamimlamaya peptit kiitle parmak izi(PMF-Peptid Mass

Fingerprint) yontemi denilmektedir.

Deneysel olarak elde edilen peptit kiitleleri, veri tabanlarinda bulunan proteinlerin ayni
enzimle teorik olarak kesilmis peptit kiitleleri karsilastirilir. Veri tabaninda bulunan
proteinler, eslesen peptid oranlarina gore belirli bir kiitle hata toleransiyla siralanirlar.
Ancak bir proteinin parmak izi beklenen tiim teorik peptid kiitlelerini icermez. Ayrica
tripsin otolizinden ve keratin kontaminasyonundan hatali pikler olusabilir. Basarili bir
protein tanimlamast i¢in, MALDI piklerinin dogrulugunun yiiksek olmasi ve zengin bir
veri tabani kullanilmasi gerekmektedir. Bir proteinin basari ile tanimlanmasi i¢in, bes ya da
daha fazla peptitin 30 ppm’den diisiik hassasiyet ile belirlenmesi, deneysel ve teorik

dizinlerin % 15 oraninda eslesmesi gerekmektedirlg.

1993 yilindan bu yana, peptid kiitle parmak izi (PMF) ve MALDI-TOF kombinasyonu en
hassas, hizli ve gilivenilir protein tanimlama yontemi olmustur. Son yillarda tanimlanan
proteinlerin ¢ogu bu ydntem kullanilarak tespit edilmistir. Ancak daha sonra gelisen
MS/MS sistemleriyle giiniimiizde daha fazla peptit(fragment) iizerinden daha yiiksek bir
yiizdeyle tanimlamalar gerceklestirilmektedir. Ayrica bu sistemlerin oncesinde kullanilan
kromatografik ayrim basamagi jel dokiilmeden kalitatif ve kantitatif analiz yapilmasina

olanak saglamaktadir.

PMF ile protein tanimlanmasinda iki yaklagim vardir: (1) “bottom-up”, (2) “top-down”.
“Bottom-up” yaklasiminda peptitlerden yola c¢ikilarak veritabanlari ayrdimiyla protein
bilgisine ulasilir ki giinimiizde en ¢ok tercih edilen yaklasimdir. “Top-down”

yaklasiminda ise direkt olarak proteinin kendisinden yola ¢ikilir.
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2.4 Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (Fourier Transform infrared
Spectroscopy/FT-IR)

Kizilétesi spektroskopisi, molekiil yapt ve etkilesimlerinin incelenmesini saglayan bir
yontemdir. Polimer filmler, fiberler, su, proteinler, diisiik molekiil kiitleli hidrokarbonlar,
tarim, gida ve petrol irlinleri gibi bircok organik ve anorganik bilesiklerin

tayinlerinde kullanilir.

Lile 10 cm™ arasindadir ve

Elektromanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi bolgesi 14000 cm’
yakin dalga boylu kizil dtesi (NIR; 4000~14000 cm™), orta dalga boylu kizil dtesi (MIR;
400~4000 cm-1) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm'l) olmak iizere ii¢ ana

bolgeden olusmaktadir .

FT-IR fonksiyonel gruplardaki degisikliklerin ekranda izlenebilmesini saglayan, yapisal ve
fonksiyonel caligsmalar i¢in hizli, hassas ve zararli olmayan bir tekniktir ve asagidaki

bilgileri sunar
v' Peak pozisyonlari — Yapisal bilgi
v" Order/disorder - Konformasyonel degisiklikler
v Bant alani — Konsantrasyon

Fourier doniistimlii kiz1l6tesi spektroskopi teknigi;

v’ Analiz edilecek maddenin igerdigi kimyasal baglar tarafindan kizilotesi 15181

sogurmast

v" Bu sogurmanin belirli frekans degerlerinde karakteristik sinyalleri (bant/pik)

olusturmasi

v" Bu sinyallerin siddetinde, bant genisliginde ve frekans degerinde meydana gelen

degisikliklerin incelenmesi esasina dayanir

Ornegin sekil 2.7°de goriildiigii gibi proteinler iizerine gonderilen 1sinlar Amid baglarinda
bulunan C=0 ve N-H baglar tarafindan emilirler ve bu emilim yaklasik 1650 (¢ogunlukla
C=0) ve 1550(¢cogunlukla N-H) dalgasiyili frekansta sinyal olarak algilanir. Bu sinyaller

sirast ile Amid 1 ve Amid 2 olarak adlandirilirlar.
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Sekil 2.7. iki peptid arasindaki amid baginda bulunan C=0 ve N-H baglarinin kizil6tesi
15181 sogurmasi ve bu sogurmanan sinyal olarak gosterilmesi
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2.5 Literatiir Ozeti

2.5.1 Multipl myelom

Multipl Miyelom, kemik iliginde bulunan ve immiin sistemin 6nemli bir parcasi olan
plazma hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan bir kanser tiirtidiir. Kan ile ilgili
kanserler arasinda ikinci en yaygin, kemik kanserleri (esas kanser bolgesi kemik olan)
arasinda ise en yaygin olamidir. Kemik iliginde basladig1 i¢in kemik iligi kanseri olarakta
bilinir®#%,

Amerika Birlesik Devletleri’nde her yil yaklasik 20.000 insana MM tanis1 konmaktadir.
MM tanis1 konulmus erkeklerin yas ortalamasi 62, kadinlarin ise 61°dir ve hastalarin
sadece %2’s1 40 yas altindadir. Bu {ilkede hastaligin erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara
oranla daha fazladir. Beyazlara gore 2 kat daha fazla MM olgusuna rastlanan siyah irkta
her 100.000 erkek i¢inde MM goriilme sikligi 7.1 iken kadinlarda bu oran 4.6’dir. Gelismis
iilkelerde MM yakalanma olasilig1 ortalama 4 iken, Cinde 1’e kadar diismektedir®?%,
MM goriilme sikliginin toplumlara, irklara ve cinsiyete gore farkli olmasinin nedeni heniiz
bilinmemektedir. Geleneksel tedavi yontemleri ile yagsam uzunlugu 3-4 yil arasinda iken,

hastanin kendisinden alinip yapilan kok hiicre transplasyonu ve sonrasindaki yiiksek dozlu

tedavi ile bu sure 5-7 yil arasina uzatilabilmektedir®.

2.5.1.1 Multipl Myelom’un belirtileri ve tamsi (Diagnosis)

Multipl myelom asagidaki belirtiler ile nitelendirilir®2"?32%%,

v Kemik iliginde asir1 plazma hiicresi birikimi, tiimor olusumu

v' Plazma hiicrelerini kemige infiltrasyonu sonucu olusgan agrilar, osteolitik kemik
bolgeleri, patolojik kiriklar ve hiperkalsemi

v" Kemik iliginde asir1 plazma birikimi sonucu diger kan hiicrelerinin iiretiminin
azalmasi ile goriilen anemi ve l6kopeni

v Amiloidoz ve bobrek yetmezligi

<\

Tek tip antikor tiretimi

v Bagisiklik sisteminin zayiflamasi
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Plazma hiicreleri kanserlesip kontrol dis1 gogalmaya basladiklarinda genellikle kemik iligi
cevresindeki dokuda plazmasitom olarak adlandirilan tiimorleri olustururlar. Plazmasitom
tek bir tane ise soliter, birden fazla ise Multip] myelom olarak adlandirilir. Bazi
durumlarda tani sirasinda anormal plazma hiicreleri ve asir1 miktarda salinan antikor
proteinleri (M) saptanabilir ancak timor olusumu ve herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmez, bu tiir vakalar Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS)

olarak adlandirilir?

Baz1 arastiricilar, olas1 bazi nedenlerle bagisiklik sisteminin zayiflamasinin, 06zel
mesleklerin, belirli kimyasallara ve radyosana maruz kalmanin Multipl myelomu
tetikleyebilecegini ileri siirmiislerdir. Ornegin tarim mesleklerinde®, ham petrol, deri ve
kosmetik alanlarinda g¢alisanlarin MM’a yakalanma olasilig1 daha fazladir. Herbisitlere,
insektisitlere'®, petrol iiriinlerine, agir metalleri, plastiklere ve asbest gibi kirleticilere
maruz kalma hastalik riskini arttirir. Bununla birlikte bu iligkili durumlardan higbiri
MM’yalinin tek bagina giiglii ve en onemli nedeni degildir. Genetik faktorler de Multipl
miyelom’un gelismesine neden olabilir. Arastirmacilar bir ¢ok faktoriin birlikte rol almasi

ile Multiple myelom’un ortaya ¢iktigim diisiiniiyorlar%*2,

Multipl Miyleom’a yakalanma da en 6nemli risk faktorii yastir. Hastalarin %96’s1 45 yasin,
%63’1 ise 65 yasin iizerindedir’. Hastalarin ortalama yasi 66°dir ve sadece %2’si 40 yasin
altindadir. Ayrica birinci derece akrabasi MM hastast olan kisilerin, bu hastaliga

yakalanma oranlar1 diger insanlara gore 3.7 kat daha yﬁksektir10’31.

MM i¢in yapilan alt grup smiflandirmalarinin ¢gogunda genetik yeniden diizenlenmeler
dikkate alinmistir. Ancak bu gruplandirma sistemleri zamanla hastalikla iligkili bilgiler
arttikca gecerliligini kaybedebilmektedir. Bu anlamda alt gruplarin net sinirlar ¢izilerek
daha 1yi sekilde birbirinden ayrilmasi hem hastaligin erken teshisinde yararli olacak hem

de kisiye yonelik tedavi uygulamalarindan istenen verim alinabilecektir.
Genetik degisimler

Genetik degisimler ¢ogunlukla hastaliklara neden olurlar. Delesyonlar, insersiyonlar,
duplikasyonlar, kopya sayist degisimleri (CNVs) veya kopya sayist polimorfizmleri
(CNPs) insanlar da dahil olmak iizere memelilerde gériilmektedir. Insan genomundaki
genetik degisimler, tek niikleotid degisimlerinden mikroskobik olarak goriilebilen

kromozomal anormalliklerine kadar degisik formlarda olabilmektedir. DNA

22



segmentlerinde kilobazdan (kb) megabaza (Mb) kadar farkli boyutlarda bulunan
submikroskobik kopya sayisi degisimleri bol miktarda bulunmaktadir. Multipl myelom

hastalarinda da bu tiir genetik bozukluklar saptanmastir.

66 yasin altinda ve yeni teshis almis 192 MM hastasindan elde edilen kanser plazma
hiicrelerindeki kopya sayis1 degisimleri Single Nucleotide Polymorphism (SNP) arrayleri
ile aragtirnlmistir. Sonuglar hastalarin %98’inde ¢esitli delesyon ve amplifikasyonlarin
oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma molekiiler karyotiplemenin hastalik hakkinda 6nemli

ipuclar1 elde etme konusundaki giiclinii ve uygulanabilirligini géstermistir32 .

Array Comparative Genomic Hybridization (CGH) teknigi kullanilarak yapilan bir
calismada 20 hastadan (MM, MGUS veya amiloidozis) alinan kanserli kemik iligi
hiicrelerinin  13. kromozomunda DNA kopya sayist kayiplarinin bulundugu tespit
edilmistir. Ayrica del[13] tasiyan ve tasimayan 262 hastanin ekspresyon verileri
degerlendirilmistir. del[13] bulunan hastalarin hastalikli iligkili oldugu bilinen
RB1(Retinoblastoma) geni ve kanserle heniiz herhangi bir rolii oldugu bilinmeyen
NBEA(Neurobeachin) genlerinin ekpresyon seviyelerinin onemli &lglide azaldigi

g0 sterilmistir®,

Benzer ¢aligmalarda Multipl Miyelom’a yakalanma riskini artiran baska genetik degisimler
de bulunmustur ve bu genetik degisimler MM’ nin smiflandirilmasinda kullanilmaktadir.
MM siniflandirmasinda kullanilan genetik degisimler daha once olusturduklari risklere

gore Cizelge 2.4’te(sayfa 15) verilmistir.
Tedavi

Hastaligin olus nedenine ve hasta olan kisiye bagh degisik tedavi yontemleri vardir. Son
yillarda Bortezomib®***%® Talidomid®” ve lenalidomid®* gibi hem MM hiicrelerini hem
de kemik iligi mikrogevresini hedefleyen ilaclar tedavide kullanilmaya baslanmistir.
Bununla birlikte ilaglar bir takim yan etkilere sahiptir ve hastalarin 6énemli bir kisminda
saglik durumunun koétiiye gittigi goriilmektedir. Siirdiiriilen preklinik arastirmalarla yeni
tedavi alternatiflerinin tanimlanmasi, patofizyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi, ilag
direncinin  Onlenmesi, tOmor sitotoksisitesinin artirilmast ve hasta sonuglarinin
tyilestirilmesi hedeflenmektedir®. Diger bir énemli tedavi yontemi ise hastanin kendi kok

40,41,42
04142 By

hiicrelerinin ~ transplantasyonudur yontemle hasta yasam  siireleri

uzatilabilmektedir.
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2.5.2 Multipl myelom ile ilgili proteomik ¢alismalar

Kanser c¢alismalarindaki proteomik c¢alismalar, kanserlesmis hiicrelerdeki protein
karakterleri hakkinda bilgi edinmeyi amaglar. Proteomik caligmalar sonucunda elde edilen
bilgiler, metabolik ve sinyal yollarindaki gen ifadeleme bilgileri ile karsilastirilarak,
kenserin baslama ve gelismesinin mekanizmasiin anlagilabilecegi diisiiniilmektedir.
Prensipte proteomik ¢aligmalarin, kanser hiicrelerindeki normal dis1 davranan proteinleri

saptama potansiyeli vardir®,

Proteomik teknolojileri, ayn1 zamanda yiiksek is hacmi ile binlerce biyomolekiiliin
analizini yaparak, erken tani, gelisim safhasinin belirlenmesi ve tedavi i¢in gerekli olan
biyobelirteglerin tespit edilebilmesine olanak saglarlar*. Proteomik calismalari gen
ekpresyon ¢aligmalarinin tamamlayicisi niteligindedir. Glingegtikge 6nemi artan proteomik
calismalar; gen ekpresyon profillemesi ile anlasilamayan ve hiicre fonksiyonun
anlasilmasinda 6nemli yeri olan protein ekpresyon seviyelerinin belirlenmesi, post-
translasyon sonraki degisimlerin saptanmasi, protein-protein etkilesimlerinin belirlenmesi
gibi fizyolojik olaylarin belirlenmesini saglar. Ustelik bircok ¢aligma gen/ protein ifade

45,46,47

profillerinin tam olarak c¢akismadigini géstermistir Bu sebeplerden dolayi MM

hastalarinin protein profillerinin ¢alisiimasi gereklidir.

Multipl Miyelom ile ilgili proteomik caligmalar heniiz ¢ok yenidir ve ¢ok az sayida
aragtirma yapilmustir. Lu ve arkadaslari® (2010), iki yonlii jel elektroforezi ve Maldi-
Tof/Tof kiitle spektrometresi kullanarak, 8 yenitani MM hastasinin plazma hiicrelerinin
protein profillerini ¢ikarmislardir. 507 tane jel spotunu keserek Maldi Tof/Tof ve data
bank analizleri ile 268 proteini tanimlamiglardi. Bu proteinler biyolojik proseslerine ve
fonksiyonlarma gore degisik kategorilerde smiflandirilmislardir ve Proteiomics
Identifications Database (PRIDE)’da MM plazma hiicreleri proteinleri 2-D haritas1 olarak
kaydetmislerdir. Bu bilgiler ilerideki caligmalar ve karsilagtirmalar i¢in bir kaynak

olusturacaktir.

Wang ve arkadaslar®® (2009), serum &rnekleri ile yaptiklari proteiomik calismalarla 3
biyobelirte¢ tespit etmislerdir. Bu biyobelirtecler, 34 normal dondriin tamamin1 dogru
olarak tespit ederken 30 MM hastasinin 26’sin1 dogru olarak tespit edebilmistir. Ancak
biyobelirtegler MM ile diger plazma hiicresi bozukluklarini (MGUS, soliter plazmasitoma
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vd.,) ayiracak nitelikte bulunmamistir. Yine de bu calisma proteomik calismalarin yeni

biyobelirteglerin bulunmasinda yararli oldugunu gostermistir.

Kiitle spektrometresi ile ¢alisan diger bir grup, 48 MM hastasinin (24’iinde hastaligin
iskelet lizerinde etkisi var 24’iinde yok) serum oOrneklerini incelemisler ve iskelet hasari
olan hastalar1 Partial least squares discriminant (PLS-DA) analizini kullanarak %100-96
oraninda tespit edebilmislerdir®. Bu ¢alisma da proteoin profilinin ¢ikarilmasinin, tani ve

tedaviye yonelik biyobelirteclerin bulunmasinda kullanigli oldugunu gostermektedir.
2.5.3 Multipl myelom ile ilgili FT-IR ¢ahismalar:

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi kullanilarak farkli kanser dokulari iizerinde
yapilan bir¢ok arastirma, bu yontemin diger yontemlere gore bazi avantajlart oldugunu
gostermistir.  Servikal®®, kolon®® ve prostat™ kanseri dokulari ile yapilan ¢aligmalar,
FTIR’in bu hastaliklarin tanist konusunda oldukga yiiksek diizeyde basarili oldugunu

gostermistir.

Sankari ve arkadaslar1™ (2011) yaptiklart calismada, normal bireylere ait kan plazmalari ile
Multipl Miyelom hastalarinin kan plazmalari FTIR teknigi ile karsilastirilmis ve 6zellikle
IgA ve IgG antikorlarinin bulundugu spektral bolgelerde onemli farkliliklar tespit
edilmistir. Yaymnladiklari makalelerinde FTIR tekniginin Multipl Miyelom’un tanisinda

kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
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3 GEREKCE VE AMAC

Kalitsal bilgiye bakilarak proteinlerin yapilar1 ve islevleri hakkinda kesin bir bilgiye
ulagilamaz. Hiicresel islevlerin tam olarak anlagilmasi i¢in ifade edilen proteinlerin
tanimlanmasi, sentez sonrasi gecirdikleri degisimlerin saptanmasi ve organizmada
bulunduklar1 yerler ve miktarlarin1 belirlenmesini proteiomiks c¢alismalar saglayacaktir.
Proteinlerin belirlenmesi daha ileriki ¢alismalar i¢inde belirleyici olacaktir. Proteiomiks

calismalar ile elde edilecek bilgiler genomik ¢aligmalara da 11k tutacaktir.

Tez kapsamindaki spektrometrik  calismalarin  temelini  proteomik ¢alismalar
olusturmaktadir. Bu ¢alismalar ile; Multipl Miyelom hastalarinin protein profillerinin
cikarilmasi, gruplar arasindan 6nemli degisim gosteren proteinlerin tespiti/tanimlanmas,
ve bu proteinlerin (biyobelirteglerin) hastaligin tanisi, evresi ve tedavisindeki roliiniin

incelenmesi amaclanmustir.

Ayrica Fourier Transform Infrared (FT-IR) spektroskopisi kullanilarak hasta idrari ve
serumunda hastaligin tan1 ve tedavi siirecinin izlenmesinde kullanilabilecek yeni
belirteglerin belirlenmesine c¢alisilacaktir. Hasta 6rneginin igeriginde tedavi siirecinde, once
ve sonrasinda olan tiim molekiiler degisimler FTIR spektroskopisi ile karsilastirilmali
olarak incelenecek ve karakteristik degisimler belirlenecektir. Bu yontem oldukga ucuz,
uygulanmasi kolay ve rutin uygulamalara ¢ok elverisli bir yontemdir. Hastaligin tanisinda
ve izlenmesinde uygulanabilecek FTIR tabanli bir yontem gelistirilebildigi yontemin hizli
ve sarf maliyetinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle tani, tiplendirme ve tedavi izlemede

kullanilabilecek yeni ve 6zgiin bir yaklasim sunulabilecektir.

3.1 Hipotez

Hipotez: Spektrometrik ve spektroskobik yontemler Multipl myelom’un tanisi, gelisimi ve

tedavisinde rol oynayabilecek biyobelirteglerin bulunmasini saglarlar.

Bu hipotez daha 6nce yapilan proteomik tabanli g¢alismalar ile de smanmistir. Bu
caligmalar ile ilgili literatiir 6zetine 2.5.2 alt baslik altinda yer verilmistir. Multipl myelom
ile ilgili FTIR calismalar1 ise oldukg¢a azdir, bu kadar genis kapsamli bir inceleme ilk kez

bu tez kapsaminda yapilacaktir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

Proje kapsaminda, 23 Aralik 2010 tarihli ve 20-411 karar no’lu etik kurulu onay1 (EK 1) ile

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali ydnetiminde, Ankara Universitesi

Ibn-i Sina Hastanesi Hematoloji ve Immiinoloji bilim dali laboratuvarlarindan génderilen

kemik iligi, serum ve idrar 6rnekleri kullanilmistir. Materyallerin tamami rutin kontroller

icin alinmig Orneklerden arta kalanlardir. Tez kapsaminda yapilan degisiklikler asagida

stralanmustir.

v

Kemik iligi materyallerinden izole edilmis plazma hiicrelerinin incelenmesi igin
olusturulmasi diistiniilen Kontrol, MGUS, SMM ve MM gruplarinda, yeterli
MGUS ve SMM o6rneginin toplanamamasi (MGUS ve SMM tanisi konmus
bireylerden zorunlu haller disinda kemik iligi alinmamaktadir, deney amaci ile
alinmasi da etik bulunmamustir) sebebi ile zorunlu degisiklik yapilmistir. Yeni
gruplar kemik iliginde bulunan plazma hiicreleri oranlarina gore 0-9, 10-20 ve +20
olusturulmustur(Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3). Normal durumlarda kemik iliginde plazma
hiicresinin bulunmamasi gerekir. Genellikle klonol plazma hiicre artisi ile kanser
evresi arasinda dogrusal oranti vardir ve +20 grubu en ileri seviyeyi ifade
etmektedir. Her grup i¢in yaglari1 30 ile 75 arasinda degisen yeni tani almis (tedavi
gormemis) 5 erkek, 5 kadin toplam 10 bireyin kemik iligi ornekleri ¢alismalarda

kullanilmastir.

Proje kapsaminda proteomik ¢alismalar dahilinde diisiiniilen serum c¢aligsmalari,

daha 6zgiin olacagi diisiintilen FT-IR ¢alismasina dahil edilmistir.

Cizelge 4.1. 0-9 grubu. Kemik iliginde plazma hiicresi ylizdesi 0 ile 9 arasinda olan

ornekler
Sayr | Ornek kodu | Plazma hiicresi | Tarih Cinsiyet* Tam
ylizdesi

1 44-GS %0.6 Ekim 2012 E Takip**

2 95-ZK %1.5 Eyliil 2012 E Yeni tant MM
3 88-NK %4-5 Agustos 2012 [ K Yeni tant MM
4 03-EE %6 Kasim 2012 E Yeni tant MM
5 100-HU %6 Ekim 2012 E Yeni tant MM
6 117-FG %6 Aralik 2012 K Yeni tan1 MM
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7 29-BY %6.5 Ocak 2012 E Yeni tant MM
8 101-SD %6.5 Ekim 2012 K Yeni tant MM
9 12-RB %7 Agustos 2012 | K SMM***

10 79-EG %7.2 May1s 2012 K Yeni tant MM

*E=FErkek, K=Kadin, ** Tedavi sonras1 takipte,***SMM hastalar1 tedavi almazlar

Cizelge 4.2. 10-20 grubu. Kemik iliginde plazma hiicresi yiizdesi 10 ile 20 arasinda olan

ornekler
Say1 | Ornek kodu | Plazma hiicresi | Tarih Cinsiyet Tam
yiizdesi

1 116-IC %10 Kasim 2012 E Yeni tant MM
2 72-ZU %12 Nisan 2012 K Yeni tant MM
3 80-MY %12 Mayis 2012 E Yeni tant MM
4 73-CE %13 Mart 2012 K Yeni tan1t MM
5 83-CA %13 Haziran 2012 K Yeni tan1t MM
6 71-GYO %13 Nisan 2012 K Yeni tan1t MM
7 72-ZU %14 Eyliil 2012 K Yeni tan1t MM
8 94-TK %14 Agustos 2012 E Yeni tant MM
9 34-MC %17.5 Ocak 2012 E Yeni tant MM
10 97-SG %20 Eyliil 2012 E Yeni tant MM

Cizelge 4.3. +20 grubu. Kemik iliginde plazma hiicresi yiizdesi 20 ve iizeri olan drnekler

(En ileri seviyede oldugu kabul edilen hasta grubu)

Say1 | Ornek kodu | Plazma hiicresi | Tarih Cinsiyet Tam
yiizdesi

1 84-KP %23 Haziran 2012 K Yeni tant MM
2 26-BO %24 Ocak 2012 E Yeni tant MM
3 82-MAY %30 Haziran 2012 E Yeni tant MM
4 35-Ul %32 Ocak 2012 K Yeni tan1t MM
5 76-ND %35 Mayis 2012 K Yeni tant MM
6 85-DK %40 Agustos 2012 K Yeni tan1t MM
7 107-MU %40 Ekim 2012 E Yeni tan1t MM
8 118-GSi %40 Kasim 2012 E Yeni tant MM
9 75-HHY %47 Mayis 2012 E Yeni tant MM
10 83-CA %55 Kasim 2012 K Yeni tan1t MM
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4.2 Yontem

Uygulanan yontem asagida siralanmistir

AR

N NN SR

421

Plazma hiicrelerinin kemik iliginden izole edilmesi
Plazma hiicrelerinden protein izolasyonu

Izole edilmis protein karisiminin protein miktarmin Bradford yontemi ile
belirlenimesi
Proteinlerin ayristirilmasi (2-DE jel elektroforezi)

Jellerin/proteinlerin boyanmasi

Jellerin analizi

Jellerden protein peptitlerinin eldesi/Tripsinizasyon
Peptit kiitlelerinin belirlenmesi(Maldi Tof MS)

Biyoinformatik analiz ile protein kimliklendirmesi

Plazma hiicrelerinin kemik iliginden izole edilmesi

Tez kapsaminda, Ankara Universitesi ibn-i Sina Hastanesi Hematoloji bilim dalindan

gonderilen ve akis sitometrisi ile plazma hiicresi oranli belirlenmis kemik iligi

orneklerinden (Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3) asagida belirtilen kit ve protokole gore plazma
hiicreleri elde edildi. Uygulanan protokol Whole Blood Column Kit (# 130-093-545)

kitap¢iginda belirtilen protokolden uyarlanmistir.

Uygulama

Manuel ayirma icin gerekli kimyasal ve geregler

v

) NN

Whole Blood Column Kit (# 130-093-545): I¢cinde Whole Blood Kolonlari ve Whole
Blood Column Elution Buffer var.

MidiMACS Separator

HEPES-tamponlu hiicre kultur mediumu( 100 U/mL heparin i¢iren)

Filtre (30 um ¢aply): Kemik parcalarini ve hiicre kiimelerini kaldirmak i¢in.

Kemik Iligi Hiicrelerinin izolazyonu (hazirlanmasi)

Not: Protokol baslangi¢c hacmi 1 ml olan kemik iligi icin olusturulmugstur. Gelen
materyaller 0.5 mL ile 4 mL arasinda degismektedir.

Iml kemik iligi 6rnegi i¢inde esit hacimde HEPES tamponlu hiicre kiiltiir mediumu

bulunan 50mL lik konik tiipe alindi.
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Kemik pargalari ve hiicre yiginlarindan kurtulmak i¢in 6rnek filtreden (30 um delik
capl) gegirildi. Bu islemden once filtre ayirma tamponu (autoMACS Running
Buffer) ile 1slatild1

20 °C’de, 445g’de 10dakika swingin bucketli rotorda frenleme (without brake)
olmadan santrifiij edildi.

Ustte kalan s1v1 kisim (siipernatant) pellete dokunulmadan dikkatlice alindi. Hiicre
pelleti baslangi¢c hacmi olan 1mL’yi gegmemek sart1 ile orijinal ayirma tamponu

ile seyreltildi.

Bu asamadan sonra magnetik isaretleme (magnetic labeling) uygulandi

Kemik iliginden Plazma Hiicrelerinin izolasyonu
Magnetik Isaretleme (Magnetic Labeling)

ImL kemik iligi i¢in 50 pL. Whole Blood CD138 MicroBeads eklendi.

Iyice karistiridi ve buzdolabinda (2—8 °C) 15 dakika inkiibe edildi

Ornege 4mL (1mL kemik iligi i¢in) ayirma tamponu eklenerek 445g’de 10 dakika
oda sicakliginda swinging bucket rotor ile frenleme olmadan santrifiij edildi.

Hiicre pelleti dagitilmadan dikkatlice iist siv1 alindi. Hiicre kaybini engellemek igin
1-2 mm yiiksekliginde siipernatant birakild

Toplam da ImL hacim olacak sekilde ayirma tamponu (autoMACS Running
Buffer) eklendi ve hiicreler tekrar karistirilarak homojen hale getirdi.

Magnetik ayirma uygulandi

Magnetik Ayirma (Magnetic separation)

Kolon Macs seperator i¢cindeki magnetik alana yerlestirildi

Kolon 3mL ayirma tamponu yikanarak hazirlandu.

CD138 antikoru baglanmis ornek mikropipet yardimi ile kolon haznesine eklendi.
Magnetik isaretli plazma hiicreleri kolon tarafindan tutuldu, geri kalanlar kolandan
akt1 ve 15 mL bir tiipte toplandilar ve plazma hiicresi olmayan kemik iligi 6rnekleri
olarak etiketlenip saklandilar

Kolon 3 kez 3mL ayirma tamponu ile yikandi.

Kolon seperatdrden alindi ve 6rnegin isminin yazilt oldugu yeni 15 ml’lik toplama

tiipline yerlestirildi.
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7.

4.2.2

Kolon haznesine 5 mL Whole Blood Column Elution Buffer eklendi ve hemen

magnetik isaretli hiicreler piston ile itilerek ¢ikarildi.

Plazma hiicrelerinden protein izolasyonu

Elution tamponlu plazma hiicreleri 5 dakika 3000g’de santrifiij edildi, st sivi

pellete dokunulmadan alind1

Pellet soguk siikrozlu yikama tamponu ile 1 kez, Fosfat tamponu (PBS) ile de 2 kez
yikandi.

Yikama islemi: Tampon icerisinde 5 dakika bekletildikten sonra 2000g de 5
dakika santrifiij edildi ve tampon dikkatlice alinarak atildi)

Siikrozlu Yikama Tamponu: 10mM Tris-HCI + 250mM Siikroz pH:7.0- ( Lu ve
ark. 2010)

Fosfat tamponu: 137 mM NaCl, 10 mM Phosphate, 2.7 mM KCI, and a pH of 7.4.

S1v1 uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine (pelletin miktarina bagli olarak 300-500
ul lizis tamponu (7M Ure, 2M Thiiire, %4 Chaps, %1 DTT, %2 Amfolit IPS buffer
ve proteaz inhibitdor cocktail tablet-Roche-) eklendi ve 15 dakika buz iginde

bekletidi. Sonifikasyon isleminden sonra 6rnekler -80 derecede alindi.

-80 dereceden alinan plazma hiicreleri oda sicakligin 10 dakika bekletildi, daha
sonra varteks ile karistirildi. ile plazma hiicreleri parcalandi ve 20000g’de 45

dakika santrifiij edildikten sonra homojen protein karigimi elde edildi.

4.2.3 Protein miktar tayini (BRADFORD)

Protein karigimi igindeki toplam protein miktari; Bradford (Bradford protein assay kit

Sigma_Aldrich US) yontemi ile Elisa reader (SpectraMax, Molecular Devices) cihazi

kullanilarak mikrolitredeki mikrogram protein olarak belirlendi. Protein miktarin

saptamak amaci ile BSA (Bovine Serum Albumine) standartlari kullanildi. Protein

miktarlarinin belirlenmesinde asagidaki asamalar uygulandi

1. Oncelikle tiim 6rneklerin tek tek protein miktarlarmin belirlendigi bir protein

miktar tayini yapildu.
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. Her 6rnekten 100ug protein bulunan karigimlar alind1 ve 0-9, 10-20 ve +20 grup

havuzlar1 (10 6rnek karigimi) olusturuldu.

. Olusturulmus grup havuzlar, ire, tuz gibi ileri asamalarda deneyleri
etkileyebilecek ajanlardan kurtulmak ve konsantrasyonu artirmak amaci ile
ultrafiltrasyon tiiplerinden gegirildiler. Bu amag i¢in vivaspin 500 (Z614017) 5000
MWCO (Molecular Weight Cut Off) ultrafiltrasyon tiipleri kullanildu.

. Tim bu islemlerden sonra asagidaki protokol uygulanarak gruplarin protein

miktarlar1 tekrar tespit edildi.
Uygulama

Uygulama siiresinci buz iizerinde ¢aligildi

5X stogu halinde bulunan Bradford protein assayi distile su ile 1X’e seyreltildi ve
filtreden gegirildi

Blank icin 4 tekrar seklinde 5’er pL distile su elisa plakasi kuyucuklarina (Sekil
4.1.a) pipetlendi

BSA Standartlar 0, 250, 500, 750 ve 1000ug seklinde hazirland1 ve 4’er tekrar

olarak elisa plakasi kuyucuklarina 5’er uLL konuldu.

Plazma hiicresi proteinleri gerekli seyreltmeler yapilarak (bilimselligi artirmak i¢in

iki seyrelte yapildi) SpL konulur.

Tim o6rneklerin lizerine 245ulL 1X protein assay konuldu. Deneyler siiresince 20,

25 ve 30.dakikalarda okuma yapildi.
Plaka elisa okuyucusuna(Sekil 4.1.b) yerlestirildi ve protein miktarlar1 belirlendi.

Protein miktar1 tespitinin dogrulugunu artirmak i¢in asagidaki yoOntemler

uygulanmigtir.

» Okumalar 20, 25 ve 30.dakilarda yapilmis, en uygun oldugu diisiiniilen

25.dakika okumalari protein miktarlar: olarak kabul edilmistir.

» Tiim ornekler 4 tekrarli olacak sekilde hazirlanmis ve bu tekrarlarin

ortalamalart alinmistir
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» Protein karisimlart farkl iki noktada seyreltilerek bu seyreltmelerin

ortalamalar: alinmistir

L

Sekil 4.1. a) Protein assay ve 96 kuyucuklu plaka, b) Elisa okuyucusu

4.2.4 Proteinlerin saflastirilmasy/ayristirilmasi (iki yonlii jel elektroforezi/2-DE)

Protein saflagtirmasi, bir protein karisimdan tek bir tip proteini izole etmek i¢in uygulanan
bir siiregtir.  Elektroforez; proteinlerin elektriksel bir alan igerisinde biiyiikliiklerine,
molekiil agirliklarina, sekillerine, yiiklerine bagli olarak elektrik akiminin etkisi ile hareket
etmeleri esasina dayanir. Proteomik analizlerde ve protein ayristirmasinda ise iki yonlii jel
elektroforezi (Two-dimensional gel electrophoresis/2-DE) kullanilmaktadir. 2-DE,
karmagik protein karigimlarinin ayrilmasinda kullanilan en 6nemli tekniklerdendir. 2D-
PAGE (Iki boyutlu poliakrilamit jel elektroforezi) olarak da adlandirilan bu ydntem
proteinlerin izoelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarima goére ayrimina olanak
saglayan protein profillemesi metotudur. Birinci yonde IEF -elektroforezi ile pH
gradientinde yiikk bagimli ayirma(izoelektrik noktalarina gore) ve ikinci yonde sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile molekiil agirligina bagimli
ayirma yontemi uygulanir. Her iki teknigin kullanilmasi ile binlerce protein birbirinden
ayrilabilir. Bu yontem ile, proteinlerin tek tek ayristirilmas: miimkiin olmamakla birlikte
¢Oziinlirliigli en yiiksek ayristirma tekniklerinden biridir. Jel iizerlerinde boyama islemleri

sonrasinda leke(spot) seklinde protein kiimeleri belirir.

Tez kapsaminda 17 ya da 7 cm’lik IPG (Izoelektric focusing gel) serit jellerin kullanilacag:
belirtilmistir. Yapilan protein tayinleri eldeki proteinlerin 7 cm’lik serit jeller icin yeterli
oldugunu gostermistir. Bu nedenle calismalar 7cm’lik jeller iizerinden yiiriimistiir. Her
grup i¢in 6 jel tekrar1 yapilmis bunlardan 4 tanesi ileri analizler i¢in alinmistir (Cizelge

4.4).
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Cizelge 4.4. 2-D jel elektroforezi i¢in kullanilan gruplar ve gruplan ile ilgili veriler

Gruplar Gruplari Jel tekrart Yiiklenen protein miktari (jel
olusturan 6rnek basina)
sayi1sl
0-9 10 6 7518
10-20 10 6 75ug
+20 10 6 75ug
Uygulama

A.Izoelektrik noktalarina gire ayirma(IEF)

Izoelektirik noktalarina gére ayirma, drneklerin yiiklenmesi (Rehidratasyon) ve
yiirtitiilmesi (IEF) olarak iki ayr1 asamada yapildi

Plazma hiicreleri 7cm’lik kullanildi ve her stripe 75ug protein yiiklendi.

v" Rehidratasyon: Protein karigim1 7 M tiire, 2 M tiyotire , %4 CHAPS , %1
amfolit (pH 3-10), 10 mM DTT bromophenolblue boyasi i¢eren rehidratasyon
tamponu ile toplamda 125uL olacak sekilde karistirilarak uygun trayler
iizerinde 7 cm’lik IPG serite tespit edildi. Tespit islemi BIO-RAD protean
IEF(US) cihazinda 16 saat 50mV akimda bekletilerek yapildi

v 1zoelektrik odaklama (IEF-isoelektiric focusing-): Tespit edilmis proteinler
bu asamada ayni strip iizerinde BIO-RAD protean IEF(US)cihazinda seritin
boyutuna bagli belirli basamaklarda belirli voltajlarda akima tabi tutuldu ve

1zoelektrik noktalarina gore ayrildi
B.SDS Page jel (Molekiil agirhiklarina gore ayirma)

Serit jeller SDS Page jele yiiklenmeden once iki farkli dengeleme tamponu ile

15’er dakika sallayicida inkiibe edildi

Dengeleme tamponu 1(Alkilleme): 6M Ure, 1.5M Tris-HCL, %2 Sodium dodecyl
sulfate(SDS), %20 Gliserol, %2 Dithiothreitol (DTT)

Dengeleme tamponu 2(Rediikleme): 6M Ure, 1.5M Tris-HCL, %2 Sodium dodecyl
sulfate(SDS), %20 Gliserol ve %2.5 iodoacetamide(taze)
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v SDS-PAGE jeli %4’liik toplama jeli (5M Tris-HCI tamponu, akrilamid-
bisakrilamid (%40), %10 SDS, ultra saf su, %10 amonyum persiilfat-APS- ve N'-
tetramethylenediamine-TEMED-) ve %12 lik ayirma jelinden (1.5M Tris-HCI
tamponu, akrilamid-bisakrilamid -%40-, %10 SDS, ultra saf su, %10 APS ve
TEMED) olusmaktadir

v' Serit jelle page jel lizerine %05°lik 1s1tilmis agar yardimi ile tespit edildi

v Molekiiler agirlig1 bilinen bir standart protein karigimi (BioLabs P7703S) marker
kuyucuguna SmL yiiklendi.

v' Elektroforez islem sabit akimda yapildi. Ik yarim saat jel basina 15mA, daha sonra

ise 18mA akim altinda proteinler yiiriitiildii.

v Bromphenolblue boyasi jel kisminin sonuna geldiginde yiiriime sonlandirildi

4.2.5 Jel iizerindeki proteinlerin tespiti/boyama(Oriole Fluorescent Gel Stain)

Tez kapsaminda Sypro ruby boyasmin kullanilacag: ifade edilmistir ancak daha yeni bir
florescent boyama yontemi olan Oriole Fluorescent Gel Stain (161-0497) boyast ile protein
kiimeleri jel lizerinde tespit edilmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda bu boyanin Sypro ruby ile
ayni hassasiyette oldu tespit edilmistir. Ancak fiksatif islemleri gerektirmemesi ve sadece
90 dakika da islemin bitmesi gibi avantajli yonleri bulundugu i¢in deneylerde bu boya
kullanilmistir.

Uygulama

Her bir jel iglerinde 40mL Oriole boyasi bulunan kaplarda 90 dakika siire ile galkalanmig

ve daha sonra distile su ile 3 kez yikanirik goriintiileme islemine gegilmistir.

4.2.6 Jellerin goriintiisiiniin alinmas1 (VERSA DOC)

Jel {izerindeki protein kumelerinin goriintiileri Bio-Rad Versadoc imaging System Model

1000 cihazi ile alinmistir

4.2.7 Jellerin analizi (PDQUEST 8.0.1)

PDQuest 8.0.1 software (Bio-rad) kullanilarak protein kiimelerinin analizi yapilmistir. Bu
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program ile gruplar arasinda 6nemli farkliliklar gésteren protein kiimeleri tespit edilmistir.
Protein  kimliklendirmeleri(tanimlar1)  yapilan protein  kiimelerinin  yogunluklari
SPPS(Statistical Package for the Social Sciences) istatistik paket programi ile analiz

edilmistir.

4.2.8 Jel iizerinden protein kiimelerinin kesilmesi ve proteinlerinlerin tripsin ile
peptitlerine ayrilmasi (Protein eldesi/kazanimi)

llgilenilen protein kiimeleri jelden robotik bir sistem olan Spot Cutter (Bio-Rad) ile
kesilmistir. Elde edilen jel parcalari tripsin enzimi ile sindirim (tripsinizasyon) islemine
tabi tutularak proteinlerin peptitler halinde jelden g¢ikarilmasi saglanmistir. 2 giin siiren ve
tim asamalart laminar akish kabinde yapilan tripsinizasyon uygulamasi asagida ana

basliklari ile siralanmustir.

I.  Oncelikle amonyum bikarbonat ve asetonitril ile jel parcalarindan boya
uzaklastirllmistir (destaining).

Il.  Daha sonra DTT ile rediikleme, iyodoasetamid ile alkilleme yapilmistir.

1. Buislemlerin ardindan her bir kuyucuga 30 pl tripsin soliisyonu (50 mM amonyum
bikarbonat ¢oziiciisii ile hazirlanmi ve i¢inde 150 ng. tripsin igeren soliisyondur)
konulmustur. Enzimin kendi kendini sindirmeden jele ge¢mesini saglamak ic¢in
4°C’de(bu sicaklikta enzimin aktif olmadigi kabul edilir) 1 saat bekletilmis ve
enzimin sindirim islemini gergeklestirebilmesi i¢in de gece boyu 37°C’de inkiibe
edilmistir.

V. Daha sonra ekstraksiyon tamponu (%1 formik asit, %2 asetonitril) ile muamele
edilmis, bdylece jel icinde hapsolmus peptidler tampon ile agia ¢ikarilmis ve sivi
halde temiz bir 96 kuyucuklu plakaya alinarak kurumaya birakilmistir.

Tripsinizasyon igsleminin biitiin basamaklar1 laminar akisli kabinde yapilmistir.

4.2.9 Kiitle Spektrometresi cihazinda (MALDI-TOF MS) peptit kiitlelerinin
belirlenmesi.

Ornek vyiikleme plakalarina (Waters) yiikleme yapilmadan &nce asagidaki hazirliklar
yapilmustir.
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I.  MALDI-TOF o6rnek yiikleme plakasi ultrasonik su banyosunda sirasiyla; % 3-4’ liikk
amonyum hidroksit ¢ozeltisi, ultra saf su, metanol ve asetonitril ile 5’er dakika

muamele edilerek temizlenmis ve 6rnek yiiklemeye uygun hale getirilmistir.

II.  Iyonlasmay1 saglayacak matriks olarak rekristalize edilmis alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) kullanilmistir. CHCA, 50 pl/1mg olacak sekilde
(%75 asetonitril, %0.1 trifloro asetik asit (TFA) ve %25 HPLC su karagimindan

olusan matrik tamponu igerisinde ¢ozlilmiistiir.

96 kuyucuklu plaka igerisinde tripsinizasyon sonrasi kuru halde bulunan peptid karisimlari,
ZipTip C18(Milipore ZTC 18S960) kolonundan gecirilmis ve bu islem sonunda matriks
tamponu ile 1:1 oraninda karigtirllmistir. Daha sonra MALDI-TOF o6rnek yiikleme
plakasinin kuyucuklarina 1,5 pl. yiikleme yapilmistir. Yiikleme sonrasi plaka 1 saat kadar

kurumaya birakilmistir.

MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonu oOrnek plakasinda bulunan “Lock
Mass” kalibrasyon kuyucuklarina yiiklenen bes peptit karisimi ile yapilmistir (dis
kalibrasyon). Kiitleleri bilinen bu peptidler araciligi ile cihazin kalibrasyonu yapilarak
kiitle okumalarindaki kaymalar engellenmistir. Bu amagla, kullanilan Adrenokortikotropik
Hormon (ACTH), Glul-fibrinopeptid B (Glu-Fib), Substance P, renin-14 ve Anjiyotensin-
1 peptitlerinin kiitleleri Cizelge 4.5°de verilmistir. Bu peptitlerin MALDI TOF kiitle

spektrometresinde belirlenen kiitleleri ise sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.5. MALDI-TOF MS cihazinin kalibrasyonunda kullanilan peptidler

Peptidin ad1 Kiitlesi (Da)
ACTH 2465.1989
Glu-Fib 1570.6774
Substance P 1347.7360
Renin-14 1758.9326
Anjiyotensin 1 1286.6853

Tiim yliklemeler yapilip, plakanin kurumasi tamamlandiktan sonra cihaz iizerinde
Olclimlere gecilmistir. Tim Ol¢climler MassLynx 4.0 programi araciligi ile Waters

Micromass MALDI-TOF kiitle spektrometresinde 500-3000 m/z arasinda ve reflektron
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pozitif iyon modunda gerceklestirilmistir. M/z oranmi kiitle/yiikk oranini ifade etmektedir.
Tiim peptid Ol¢limleri +1 yiikli olarak iyonlastirilip dl¢iildiigii icin m/z degeri dogrudan
kiitle olarak ifade edilebilir.

05-Mar-2013
a7imSpep+cal-§ 196 (3.299) Sb (10,30.00 ), Cm (195:210
100+

intensite(%)

R é---mt 097‘ FRIY
WU 017531 ea‘b ‘ 293
4 - - -
L PRI VO : : : : :
1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400
Kutle(m/z)

Sekil 4.2. Kalibrasyon peptitlerinin MALDI-TOP MS spektrumu.

4.2.10 Biyoinformatik analiz

MassLynx 4.0 programinda spektrumlar elde edildikten sonra spektrum iizerindeki en
uygun kiitle okuma araliklarini ortalamasi alinmis (combine) ve tiim Ornek spektrumlari
arkaplan c¢ikarimi(substract) islemine tabi tutulmustur. Peptit kiitle degerlerinin
karsilagtirmali analizi igin Mascot (Software for protein identification using mass

spectrometry data) yazilimi, UniProtKB bilgi tabanli sistemi ve referans jel kiitiiphanesi

kullanilmistir.

Mascot yazilimi ile protein tanimlamasi: MALDI-TOF spektrumlarindan elde edilen m/z
degerleri belirtilen Mascot veritabaninda taranirken yazilim {izerinde yapilanlar asagida

siralanmastir.

e Peptid Orneklerine iyodoasetamid ile alkilleme yapildigi(bu durum peptid
kiitlelerinde artisa neden olur) icin sistein karbamidometillenmesi sabit
modifikasyon olarak segilmistir. Degisken modifikasyonlar olarak da metiyonin
oksidasyonu ve fosforilasyonlar arastirilmustir.
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e Calisilan canli insan oldugu igin yazilimda taksonomi bolimii Homo sapiens
(Human) olarak se¢ilmistir. Boylece verilen m/z degerleri ile eslesen peptidlerden
yalnizca insanda bulunanlarin listelenmesi saglanmistir. Peptid toleranst +0.4 ile
+0.8 Da araliginda segilmis, en fazla 1 kagirilan kesime(missed cleavages) izin
verilmistir (Sekil 4.3).

I'ﬂascul:datal:lasesearch Products Technical support  Training News Blog Contact

Access Mascot Server | Database search help

Your name | NS Email | ccm
Search title
Database(s) Enzyme | Trypsin v
NCBInr
contaminants Allowup to | 1| v | missed cleavages
cRAF
Taxonomy |................ Home sapiens (human) W
Fixed |Carbamidomethyl [C) Acetyl {K) A
modifications > Acetyl (N-term)

= Acetyl (Protein N-term)
Amidated [C-term)
. ’ ' Amidated {Protein C-term)
Display all modifications |:| T ia-loss (1 '
Ammonis-loss (W-term C)

Variable ——— : Biotin {K)
: Cxidation (M) Bistin (Noterm!
" | Phosphe ) ® n;,.,m_;_l " '-I{' '
Phosphe {3T) < A
Carbamyl {M-term)
Carboxymethyl {C) W
Protein mass kDa Peptide tol. + |1.2 Da  |w
Mass values '::_.::'HH+ '::_::'H,-'::_::'H-H' Monoisotopic '::.:::' A\.rerage'::::'
Dats file
BB3.0€16800 A
213.774100
1042.013800
UETY |osoc o
Query 1135 243400 v
1251 422500
1758721300 4
Decoy [ Report top | AUTO |y | hits

Sekil 4.3. Mascot yazilimi pepdit aragtirma arayiizii.
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4.2.11 Materyal ve Yontem(FT-IR)

4.2.11.1 Materyal

Bu ¢alismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ve Ibn-i Sina Hastanesi Hematoloji ve
Imminoloji laboratuvarlarindan yaslar1 30-75 aras1 degisen hastalardan toplanan serum ve

24 saatlik idrar 6rnekleri (Cizelge 4-6 ve 4-7) kullanilmustir.
Tez icerigindeki Degisimler

v" FT-IR calismasinda sadece idrar 6rnekleri kullanilacagi belirtilmistir. Ancak daha

sonra serum ¢alismalarida FT-IR calismasina kaydirilmistir.

4.2.11.2 Yontem

Calisma oncesi, deney grup ve kosullarinin belirlenmesi ve kaliteli spektrumlar alinmasi
icin yapilan optimizasyon calismalar1 sonucunda asagidaki yontem olusturulmus ve

uygulanmistir.

> Idrar ve serum &mekleri Freeze Dryer (Millrock Technology BT53B)
cihazinda 4 giin tutularak liyofilize edildi

» Lliyofilize idrar ve serum 6rneklerinin 6lgiimleri, orta kizilotesi bolgede,
oda sicakliginda ZnSe kristale sahip ATR (Pike Miracle ATR Cell) aparati
ile Tensor 27 (Bruker) cihazinda yapildi.

> Ornek odl¢iimlerinden nce, bos bir dlgiim(hava ve cihazdan kaynaklanan
arkaplan) alindi.

» Arkaplan alindiktan sonra 6rnek dogrudan ATR kristali {izerindeki 6rnek
okuma hiicresine konuldu ve uygun aparat ile sikistirilarak 6l¢iim yapildi.
Ornekler 3 tekrarli olarak dl¢iildii ve ortalamalar1 alindi. Tiim Sl¢iimler ve

spektrum tlizerindeki analizler OPUS 5.5 (Bruker) programu ile yapilmistir

40



Cizelge 4.6. Calismada kulanilan serum 6rnekleri

41

GRUPLAR MATERYAL NO ?kizNii\{/liA CINSIYET
MGUS 01 Aralik 2011 Kadin
10 Nisan 2012 Kadin
13 Aralik 2011 Erkek
22 Mart 2012 Kadin
36 Haziran 2012 Kadin
7 kadin + 3 erkek = 10 birey | 37 Mart 2012 Kadin
52 Mart 2012 Kadin
64 Mart 2012 Erkek
81 Haziran 2012 Kadmn
113 Ekim 2012 Erkek
SMM 04 Mart 2012 Erkek
06 Nisan 2012 Kadin
09 Ocak 2012 Erkek
5 kadin + 2 erkek = 7birey 12 Nfsan 2012 Kadin
21 Nisan 2012 Kadin
50 Subat 2012 Kadin
53 Nisan 2012 Kadin
MM 03 Ocak 2012 Erkek
14 Subat 2012 Kadin
16 Subat 2012 Kadin
19 Ocak 2012 Kadin
20 Aralik 2011 Erkek
7 kadin + 3 erkek = 10 birey | 48 Subat 2012 Kadin
54 Nisan 2012 Erkek
65 Nisan 2012 Kadmn
72 Agustos 2012 Kadin
76 Nisan 2012 Kadin




Cizelge 4.7. Calismada kullanilan idrar 6rnekleri

GRUPLAR ORNEK KODLARI
1 Kontrol 5-AY

B-AL

24-HA

B7-KA

2 | MGUS 01-Z0
07-ST
09-MAT
10-ASK "
13-AD
22-AK
37-75
64-MB

3 SMM 04-EK-rpls
06-50
12-RB
21-NE
53-5K

4 MM
Yenit tani(nd) 03-EE-nd "
14-MK-nd
17-GY-nd
54-MC-nd
76-ND-nd
Niiks(rpls) ** 20-HIC-rpls
48-EES-rpls

5 Bilinmeyen(kor)

49-HU
50-ZA
66-HIP
*[sareti 6rneklerin farkli zamanlarda alinan drnekleri hastalik seyrinin takibinde

kullanilmastir.
**Niiks: Tamamen iyilestikten belirli bir siire sonra tekrar MM tanis1 almis bireyler.
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5 BULGULAR

Calismalar sonucunda tespit edilen bulgular proteomik ve FTIR calismalari bulgular

olarak iki ana baslik altinda ele alinmistir.

5.1 Proteomik(Spektrometrik) Calismalar

Daha 6nce belirtildigi gibi (boliim 4.1 Materyal) calisma gruplar1 kemik iligindeki plazma
hiicreleri yiizdelerine gore belirlenmistir. Plazma hiicrelerinin oranindaki artis hastaligin
ilerlemesi anlamina gelmektedir ve +20 grubu hastalifin en agir evresi olarak

belirlenmistir.

Gruplar i¢in yapilan 20. dakika protein miktar tayinleri Sekil 5.1°de verilmistir. Sekil
5.1C’de verilmis protein miktarlar1 4 tekrar ortalamalaridir. Her grup i¢in 20 ve 30 kat
seyreltmelerdeki protein miktarlarinin aritmetik ortalamalari alinarak kesin protein
miktarlart saptanmigtir. Protein miktarlar1 belirlendikten sonra yine her grup i¢in toplamda
75 protein iceren 6 adet 2-DE jel hazirlanmis ve bunlardan 4’er tanesi PDQuest 8.01
programi ile analiz edilmistir. Gruplara ait karakteristik protein profilleri iceren jellere ait
birer 6rnek Sekil 5.2, 5.3, ve 5.4’te. Sekil 5.5°te ise PDQuest programinda gruplara ait
protein kiimelerinin(spot) karsilagtirmali (matchset) sonuglari ve degerleri verilmistir.
Programda her gruptan 4’er jel tekrari analize alinmis, her jel iizerindeki protein
kiimelerinin diger jel lizerindeki protein kiimeleri ile biiyiik oranda eslestigi (match rate)
tespit edilmistir. Yildiz (*) ile isaretli 0-9 grubu jeli program tarafindan master jel olarak
secilen jeli ifade etmektedir. Master olarak secilen jel analizlerde normal olarak
bulunmaktadir, sadece bir kopyasi program tarafindan master jeli olarak birinci siraya
alinmakta ve bu jel iizerindeki protein kiimelerini baz alarak diger jel protein kiimelerini
karsilagtirmaktadir. Analizler sirasinda her protein kiimesine program tarafindan

SSP(sample spot protein) olarak adlandirilan bir numara verilmektedir.

Sekil 5.6, 5.7 ve 5.8’de verilen serpme ¢izim sonuglari ise her grubun ayri ayri birbirleri
ile karsilastirilmasi sonucu yogunlugu en az 2 kat degisim gosteren protein kiimelerini
(¢cember ile gosterilmistir) gostermektedir. Paralel ¢izgiler karsilastirilan gruplari temsil
etmektedir. Paralel ¢izgiler arasinda kalan protein kiimelerinde 6nemli bir degisim yoktur.
Cizgiler disindakiler ise en az 2 kat artan(iist bolge) ya da yariya diisen (alt bolge) protein

kiimelerini ifade etmektedir. Programin ¢alisma bi¢imine bir 6rnek teskil etmesi agisindan,
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scotter plot lizerinde segilen (carpi ile isaretli) protein kiimelerinin sol tarafta jel lizerindeki
goriintiileri sar1 ¢ergeve icine alinmistir. Tiim bu veriler 1g18inda protein kiimeleri tek tek

incelenmis ve 6nemli degisim gosterenler saptanmistir.

Bradford Protein Assay

Customizing this Protocol:

1. Select your specific reader mode] usmng the Edit Preferences menn ttem

2. Modify your specific reader options nsing the Control:Instrument Setup menu tem.

3. Select each Plate section below and click the [Template] button to assign any default or new Groups. You can print
and use this template to facilitate nucroplate preparation.

4. With a Plate section selected below, specify your desired Reduction and Display (Raw vs. Reduced) parameters by
pressing the [Feduction] and [Displav] buttons.

5. Save this modified protocol with a different name and with "SoftM ax Pro Protocol” selected for format m the Save
dialog This new protocol nmst reside m the same folder as the SoftM ax Pro application. Yowr modified protocol can
now be accessed through the Assays menu item.

A

Plate#1
{ 2 3 4 5 B 71 1
Al 0,003 |-0,004|-0,000| 0,002 | 0,150 0,167 | 0,173/ 0,158 Endpoint
B| 0,148| 0206 0,160 0,166 0,163 0,131 0,144| 0,136 Absorbance
Lm1 595
C| 0281|0324/ 0,333/ 0.330| 0,270 | 0,292 0,264 | 0,240 pp—
D| 0,407 D471 0,439 0401 | 0,194 0,189 0,191 Calibrate: Off
Column Priority
£| 0,539 0528 0556 0503
F| 0,663|0,692| 0,695 0,699 Plate Last Read:
H| 0,125/ 0,136| 0,145 0,148

Wavelength Combination: ILm1

Mean Temperature: 26,0

Data Mode: Absorbance

Plate Blank Used Lm1=0,32

Reader: SPECTRAmax M2 ROM v2.00c73 054ug04
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Standards (pg/mi)
Sample Concentration Back Calc Conc Wells OO Values Mean OO Value Std.Dev. CV%
St01 200,000 163,654 |B1 0,148 0,170 0,025 14.7
244 505 B2 0.206
173,482 |B3 0,160
182,135 | B4 0.166
5t02 400,000 363,850 |C1 0.281 0317 0,024 7.8
431,028 |C2 0,324
445503 |C3 0,333
430,525 | C4 0,230
5t03 800,000 561,826 |D1 0,407 0,430 0,032 7.5
#61.830 |D2 0.471
611,328 D3 0438
552,015 | D4 0.401
5t04 800,000 780,442 |E1 0,538 0,554 0028 81
751,350 |E2 0,528
786,503 |E3 0.556
853,200 |E4 0,503
5t05 1000,000 063,586 | F1 0,863 0,687 0,017 24
1008.241 |F2 0.@g2
1014,403 |F3 0,605
1020.687 |F4 0,688
C Unknowns
Sample Wells | 0D Values Concentration Mean Conc. Std.Dev. CV% Dilution Adj. Conc.
+20 20dk 20d1 | C5 0.270 348,388 340,782 33,828 R] 20,0 8815,237
Ch 0,292 320,899
C7 0.264 338,847
C8 0,240 203,718
+20 20dk 30d1 | D5 0,184 224,030 222044 3,578 1.6 0.0 8661,331
o7 0,188 218,108
D8 0,191 220,895
0-9 20dk 20d1 § 51 0,198 224,862 240,708 32,880 13.2 20,0 4084, 158
G2 0,232 288,130
G3 0.221 268,194
54 0,187 215,648
0-9 20dk 3041 fH1 0,125 117,158 138,208 18,613 12.0 300 4167,280
H2 0,138 135,094
H3 0,145 144,098
H4 0,148 154,288
10-20 20dk 209 A5 0,150 157,592 175,821 15,496 a8 20,0 3518417
AB 0,167 183,868
AT 0,173 192,678
AB 0,158 164,548
10-20 20dk 30485 0,163 178,045 145,254 22,325 16,2 a0 4405,832
BA 0,131 127,070
B7 0,144 148,894
BA 0,138 135,400
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Standard Curve

D 0,66: ]
0,567
o i
% -
0,46
= : J
E ] //
2 ]
g J
z 0367
o]
0,26
0,16“/....
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentration
y=A+Bx A B RN2
O STD#1 (Standards: Concentration vs Mean OD Value) 0,05 6, 36e-4 0,998

Sekil 5.1. Protein miktar tayini A) Orneklerin plakaya yiiklenme siras1 B) Standartlarin OD
degerleri C) Orneklerin OD degerleri ve protein miktarlari, D) Standart grafik

pH 3-10 seritjel —> O 6 F 8
kDa

Sekil 5.2. 0-9 grubuna ait 2-DE jel protein profili (Protein profilelleri analiz edilen jel
bolgelerini igirmektedir. Bu nedenle marker bolgeleri de dahil olmak iizere analize

alinmamig bolgeler goriilmemektedir)
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pH 3-10 serit jel — D 6 7 8
kDa
- 10

14
— 1

Sekil 5.3. 10-20 grubuna ait 2-DE jel protein profili

o340 sert ol > 5 7

BF

Sekil 5.4. +20 grubuna ait 2-DE jel protein profili
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Ll PDQuest Advanced - 8.0.1

File Edit View Analyze Excise Report

window Help

Il MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment)

BB O ®[® @ @ [[%8-93-20- % BF- -~ | m |

_’_0?07 . .
06 *1 L 3_*_2709 & ~Member information
5*' Gel Name | Replicate Group Spots Matched Match Rate 1 Match Rate 2 Corr Coeff Detect paramet:
1605 08 e 0-Splsm cell 2.tkr 5 exp v5 | 0-9 stage 1 139 139 100% 87% 0.908 MM Analyze 3 C
0507 0507 | *0-Splsm cell 3.tkr 5 exp v5 0-9 stage 1 139 139 100% 87% 1.000 M Analyze 3 C
+ _'_05080409 . 7 i 0-Splsm cell 1.tkr 5 exp 5 0-9 stage 1 125 125 100% T8% 0.907 M Analyze 3 C
ﬂ 0-3 plsm cell 9.tkr 5 exp v5 0-9 stage 1 88 88 100% 55% 0.792 MM Analyze 3 C
0407 0408 10-20plsm cell 2.tkr 5 exp v4 10-20 stage 2 135 134 99% 84% 0.675 MM Analyze 3 C
SS—J—_mﬁd?xs o410 10-20plsm cell 3.tkr 5 exp w4 | 10-20 stage 2 144 143 ag% 59% 0701 MM Analyze 3 C
MM Lnlyze 3 Cips=2(Mastei) 10-20plsm cell 4.tkr 5 exp w4 | 10-20 stage 2 144 144 100% 0% 0.700 MM Analyze 3 C
S 10-20plsm cell 1.tkr 5 exp w4 10-20 stage 2 134 134 100% 84% 0.636 M Analyze 3 C
+20plsm cell 1.tkr 5 exp 10pool v4 | +20 stage 3 131 130 99% 81% 08617 MM Analyze 3 C
+20plsm cell 2.tkr 5 exp 10pool v4 | +20 stage 3 141 140 99% 88% 0.710 MM Analyze 3 C
+20plsm cell 7.tkr 5 exp 10pool v4 | +20 stage 3 145 145 100% 91% 0673 MM Analyze 3 C
+20plsm cell 4.tkr 5 exp 10pool v4 | +20 stage 3 145 144 99% 90% 0674 MM Analyze 3 C
N i
@ MMaster is marked with * Correlation coefficient based on |0-Splsm cell 3.
- MatchS et information - Replicate group and classes information
Spots matched to every member: 54 Replicate Group/Classes Member | Matched to all Mean CV
Owerall mean coefficient of variation: | 4542 0-9 stage 1 4 74 2972
10-20 stage 2 4 123 2815
+20 stage 3 4 118 2853

nbers 3

+20plose vell 2 ¢ 10pool v (.

[+

Close ]

]

(=

Help

J

=

| Rematch ] [E'E MNormalize ] Scatter F'Iot] [;@ Report

-

Sekil 5.5. PDQuest programinda kiime(spot) eslestirilmesi (matchset) sonucu bulunan protein spotlar1 ve deneysel degerler.
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L] Scatter Plot: MM Anlyze 3 Grps -2
L) MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified)
- Comp:

EE d:l QJ b Q Q [ °°° i ogv 0‘9_' E? T Gels B [X-Axis) |U-9stage1

=

EEE]
I 5805 & Repl. Gels B [Y-&xis) |1 0-20 stage 2
¢ Classes

=

Analysis Set |

Corr coeff = 0.747669

Slope = 0.644858, Intercept = 1.142293
4.5 — Spot count =132

Norm units = PPM

503 60! 13 _ |48
ssp 5807 # &

25 7

ﬂ [X] Normalize spot quantities

—2.0-fold up
—2.0-fold down
—Linear Regression

25 30

(@) Click on a dot to center the images.

35 4.0 45

Display options...

Sekil 5.6. 0-9 grubu ile 10-20 grubunun karsilastirmali analizi sonucu ortaya ¢ikan serpme
¢izim (scatter plot) verileri.

(L) Scatter Plot: MM Anlyze 3 Grps -2

L4 MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified)
C

©QQ|[5-%-w-

O Gels A [X-Axis) [0-9 stage 1

4808

& Repl. Gels B [Y-Auis] [+20 stage 3
¢ Classes

Analysis Set

Corr coeff = 0.694604

Slope = 0.701929, Intercept = 1.008797
4.5 — Spot count =131

MNorm units = PPM

ﬁ q_:sua ot
Scoom T ,
#3506*1 {E;P 4609

SSP rmumbers
MM Anlyze 3 Gaps

25—

L‘ [X]INormalize spot quantities

—2.0-fold up
—2.0-fold down
—Linear Regression

25 30

(@) Click on a dot to center the images.

35 40 4.5

Display options...

Sekil 5.7. 0-9 grubu ile +20 grubunun karsilastirmali analizi sonucu ortaya ¢ikan serpme

¢izim (scatter plot) verileri
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[l Scatter Plot: MM Anlyze 3 Grps -2

ILJ MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified)

Compare
BOGORQR[F- %% .
i dps S/ ™ Gels A [Keuis) IO-Q stage 1 _v_]
: 5806 (@ Repl Gels | B [Y-Asis) |1 0-20 stage 2 LI
‘ ¢ Classes
Analysis Set I L] [X] Nomalize spat quantities

Corr coeff = 0.747669

Slope = 0.644858, Intercept = 1.142293

4.5 — Spot court =132 o
Norm units = PPM

257

—2.0-fold up
—2.0-fold down
—Linear Regression

I I I I
25 30 35 40 45

@ Click on a dot to center the images. Display options...

Sekil 5.8. 10-20 grubu ile +20 grubunun karsilastirmali analizi sonucu ortaya ¢ikan serpme
cizim (scatter plot) verileri

5.1.1 Kiitle Spektrometrisi ile kimliklendirmesi(tanimi) yapilan protein kiimeleri

Maldi Tof MS kiitle spektrometrisi ile tanimlamasi yapilan proteinler asagida cizelge
halinde gosterilmistir (Cizelge 5.1)
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Cizelge 5.1. Kiitle spektrometresi ile tanimi1 yapilan protein kiimeleri ve bu kiimelere ait bilgiler

SSP Protein UniProt Gozlenen Teorik Gozlenen | Teorik | Skor | Protein | Arastirilan
numaras1 | kiitle(Da) kiitle(Da) pl pl sekans peptid sayisi

sapsami | /Eslesen
(%) peptit sayisi

0706 Calreticulin P27797 58900 48230 4.50 4.59 102 | 32 10/8

1606 Protein disulfide-isomerase precursor P07237 58080 57480 5.02 4,76 82 14 10/7

1904 sgggp'asm‘”’ Tumor rejektion antigen | 514655 | 108100 92569 5.01 476 | 100 |14 10/10

2011 F'\)"rg[gi‘r’]‘a' zone B and B1 cell specific Q8WU39 | 19300 21023 5.49 537 |106 |52 10/7

2507 ACTB-HUMAN, Actin, cytoplasmicl P60709 45300 42052 55 5.29 153 | 34 10/8

Thioredoxin domain-containing protein 5
2508 ER ; Q8NBS9 | 50470 48283 5.50 5.63 142 | 24 10/8
protein 46

3108 Peroxiredoxin -4 Q13162 26170 30749 5.93 5.86 105 |38 10/7

3110 Peroxiredoxin -4 Q13162 25900 30749 6.00 5.86 123 | 58 25/10

3110-2 | Apoptosis regulator Bcl-2 P10415 25900 26363 6.00 6.75 65 48 25/6

8110 Myeloblastin, Leukocyte proteinase 3 P24158 25020 28245 8.5 8.45 96 33 10/5

*PDQuest tarafindan belirlenen kiitle ve izoelektrik noktalar1 kesin degerler olarak kabul edilmezler, 6nemli sapmalar olabilir. Ancak mascot gibi yazilimlar sonucu bulunan protein listesi
igerisinde dogru proteinin bulunmasinda yol gosterici olabilir.
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5.1.1.1 0706 numarah protein kiimesi-Kalretikulin

@ PDQuest Advanced - 8.0.1
File Edt View Analyze Excise Report Window Help

NDede kR FEEEGETHERT  &zomsa Analysis and anotation tools.

14 MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment) " Dﬂ (2 Spot Review Tool - MM Anlyze 3 Grps -2
BO®ROQQ|[5-%-%- P#-X-[%{| 0| &

28737744 NT*Area
702646
589,45
-]
114011 NT
236,3561
Sigmas (mm) 118,067

120895175 INT*Area
1797491
589,45
88
Peak val 4780 32 INT
Certer (nm)  3.72,36.79
Sigmas (mm) 094,088

Sekil 5.9. 0706 numarali protein kiimesi. A) Jel tizerinde bulunduklar1 bolgeler (¢ergeve
igine alimmustir ve kiimelerin 6zellikleri ¢izelgelerde verilmistir), B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi C) Protein kiimelerinin ti¢ boyutlu gériiniimii

0706 numarali protein kiimesi densitesinde(yogunluk/siddet) en ileri seviyede hasta
orneklerinin bulundugu +20 grubunda diger iki gruba gore onemli bir artis olmustur (Sekil
5.9). Gruplar arasindaki densite degerlerinin grafiksel degisimi Sekil 5.10’da verilmistir.
Kiitle spektrometresi ile peptit kiitleleri belirlendikten sonra(Sekil 5.11) Mascot yazilimi
ile protein tanimlanmasi yapilms ve ¢ok yiiksek bir skorla bu kiimede bulanan proteinin
Kalretikulin (Sekil 5.12) oldugu saptanmistir. Arastirmaya aliman 10 peptitten 8 tanesinin
Kalretikulin proteinine ait oldugu bulunmus ve bu peptitlerin toplam protein sekansinin %

32’sini olusturdugu tespit edilmistir(Sekil 5.13).
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0706-Kalreticulin

20000

16000

4000

-9 10-20 +20
Gruplar

*P<0.05, *P< 0.05

Sekil 5.10. 0706 numarali protein kiimesinin gruplara gore densite degerlerinin
karsilastirilmasi

02-Apr-2013
e1-0706 945 (16.200) Sh (10,40.00 ); Sm (SG, 9x3.00);, Cm (945:955) TOF LD+
s i A 14106284,

intensite("/o)

13926047
T s esn

47T T

1608.9691

897

e

1200 1400 2200

m/z

Sekil 5.11. 0706 numaral1 protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin MALDI TOF MS ile
tespit edilmis kiitleleri
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sainee Mascot Search Results

User 5
Email s

Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20258 sequences)

Timestamp : 13 Jun 2013 at 18:31:09 GMT

Top Score ¢ 122 for CALR HUMAN, Calreticulin OS=Homo sapiens GN=CALR PE=1 SV=1

Mascot Score Histogram

' y - ; i t the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

.

Nunber of Hits
o
1

0 ) L L] L L T 1 T
20 40 60 80 100 120
Protein Score

Concise Protein Summary Report

FormatAs | | Concise Protein Summary v | Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries vl
Re-Search All Search Unmatched /

CALR HUMAN Mass: 48283 Score: 122 Expect: 1.3e-08 Matches: &
Calreticulin OS=Homo sapiens GN=CALR PE=1 SV=1

TEoDL O Mass: 19595 Score: a3 EXpect: r.T Matches: o
Protein PPP5SD1 OS=Homo sapiens GN=PPP5D1 PE=2 SV=2

F198B HUMAN Mass: 58257 Score: 39 Expect: 2.2 Matches: 4
Protein FAM19EB OS=Homo sapiens GN=FAM19EB PE=2 SV=1

TRMé HUMAN Mass: 56049 Score: 31 Expect: 15 Matches: 3

Sekil 5.12. 0706 numarali protein kiimesinde mascot yazilimi arastirmasi sonucu tespit
edilen protein
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Protein P27797-CALR_HUMAN, Calreticulin, CRP55, Calregulin, Endoplasmic
reticulum resident protein 60(ERp60), HACBP, grp60
Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)
Yazilim Mascot
Mascot skor 122 (56’nin iizerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)
Teorik pl 4.29
Gozlenen pl 4.50
Teorik kiitle 48283
Gozlenen kiitle 58.90
e ______________________________________________________________________________________________|
Arastirma Parametreleri
Enzim Tripsin
Sabit Modifikasyon Karbamidometil(CAM)
Aragtirilan peptit 10
Eslesen peptit 8
Protein sekans kapsam % 32 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)
1 MLLSVPLLLG LLGLAVAEPA VYFKEQFLDG DGWTSRWIES KHKSDFGKFV
51 LSSGKFYGDE EKDKGLQTSQ DARFYALSAS FEPFSNKGQT LVVQFTVKHE
101 QNIDCGGGYV KLFPNSLDQT DMHGDSEYNI MFGPDICGPG  TKKVHVIFNY
151 KGKNVLINKD IRCKDDEFTH LYTLIVRPDN TYEVKIDNSQ VESGSLEDDW
201 DFLPPKKIKD PDASKPEDWD ERAKIDDPTD SKPEDWDKPE HIPDPDAKKP
251 EDWDEEMDGE WEPPVIQNPE YKGEWKPRQI DNPDYKGTWI HPEIDNPEYS
301 PDPSIYAYDN FGVLGLDLWQ VKSGTIFDNF LITNDEAYAE EFGNETWGVT
351 KAAEKQMKDK QDEEQRLKEE EEDKKRKEEE EAEDKEDDED KDEDEEDEED
401 KEEDEEEDVP  GQAKDEL
Gozlenen Teorik Baslangic | Modifikasyon Sekans
Peptit Peptit -Bitis
Kiitlesi(Da) | Kiitlesi(Da)
1410.6287 1410.6287 25-36 K.EQFLDGDGWTSR.W
1607.8960 1607.7740 74-87 R.FYALSASFEPFSNK.G
1476.7413 1476.6536 99-111 Cys-CAM(105) | K.HEQNIDCGGGYVK.L
1147.5450 1147.6622 143-151 K.KVHVIFNYK.G
2856.4141 2856.3872 163-185 Cys-CAM(163) | R.CKDDEFTHLYTLIVRPDNT
YEVK.I
2519.4929 2519.1936 186-207 K.IDNSQVESGSLEDDWDFLP
PKK.I
1801.0215 1800.8398 208-222 K.IKDPDASKPEDWDER.A
2959.3950 2960.2634 223-248 R.AKIDDPTDSKPEDWDKPE
HIPDPDAK.K

Sekil 5.13. 0706 numarali protein kiimesinden tespit edilen Kalretikulin proteinine ait
bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlari ve sekanslari
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5.1.1.2 1606 numaral protein kiimesi-Protein disulfide isomerase

@@ MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment)

BORORRQ|%-B-%-PH-R-%-| W |#

A

£

- | s5P 1606; DSN ()

30329216 NT*Area

7344 .00
581,50
94
243856 INT

[ 1 tke S exp v
1 -
-
} SSP 1606; DSN ()

Quantity 134748 58 INT*Area
PPM 329464
581,50

SSP 1606; DSN ()
Quantty 500133.97 NT*Area
PPM 7436.08
Mrpl

Quaity

Peak val

Center (mm) 3
Sigmas (mm)  0.98,0.50

Sekil 5.14. 1606 numarali protein kiimesi. A) Jel {izerinde bulunduklar1 bélgeler (gergeve
igine alimmustir ve kiimelerin 6zellikleri ¢izelgelerde verilmistir), B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi C) Protein kiimelerinin bulunduklar1 bolgelerin {i¢ boyutlu goriiniimii

1606 numarali protein kiimesi densitesi 0-9 grubuna oranla 10-20 grubunda belirgin
sekilde azalmistir. En ileri seviyede hasta 6rneklerin bulundugu +20 grubunda da 10-20
grubuna gore Oonemli bir artis gostererek, 0-9 grubu seviyesine ulasmistir (Sekil 5.14).
Gruplar arasindaki densite degerlerinin grafiksel degisimi Sekil 5.15’te verilmistir. Maldi
Tof kiitle spektrometresi ile peptitdler belirlendikten sonra(Sekil 5.16) Mascot yazilimi ile
veri tabanlar1 arastirilmis ve ¢ok yiiksek bir skorla bu kiimede bulanan proteinin Protein
disulfide-isomerase preursor(EC 5.3.4.1) oldugu saptanmustir (Sekil 5.16, 5.17).
Arastirmaya alinan 10 peptitten 7 tanesi tanimlanan proteinin peptiteri ile eslesmistir ve bu

eslesen peptitler total protein sekansinin % 16’sin1 olugturmaktadir.
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Sekil 5.16. 1904 numarali protein kiimesinden elde edilmis peptidlerin, MALDI TOF MS

ile tespit edilmis kiitleleri
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NG Mascot Search Results

User : BEYCAN AYHAN

Email ¢ beycanayhanfgmail.com

Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20258 secuences)

Timestamp ¢ 13 Jun 2013 at 20:08:40 GMT

Top Score : 85 for PDIA1 HUMAN, Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens GN=P4HB PE=1

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

]
-
-~
% 104
5 -
0 - trllrllrrl-_‘l
25 50 75
Protein Score

Concise Protein Summary Report

FormatAs | | Concise Protein Summary z] Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries vl
' Re-Search All | | Search Unmatched |

1. PDIA1 HUMAN Mass: 57420 Score: 85 Expect: 6.4e-05 Matches: 7

Protein disulfide-isomerase OS=Homo sapiens GN=P4HB PE=1 SV=3

Putative uncharacterized protein enccded by MAPKAPKS-AS1 OS=Homo sapiens GN=MAPKAPKS-AS]
KCD19 HUMAN Mass: 106068 Score: 29 Expect: 26 Matches: 4

BIB/POZ domain-containing protein KCID19 OS=Homo sapiens GN=KCID19 PE=2 SV=1

B4GN3 HUMAN Mass: 115359 Score: 29 Expect: 27 Matches: 4

Rara.1 A NozsmarvisslanrAasaminelrvanafarsosa 2 NQ=Hama sanians LN=RACATNT?2 DF-1 Q-2

Sekil 5.17. 1606 numarali protein kiimesinde mascot yazilimi arastirmasi sonucu tespit
edilen protein
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Protein P07237-PDIA1_HUMAN, Protein disulfide-isomerase precursor (EC 5.3.4.1),
Cellular thyroid hormone-binding protein, Prolyl 4-hydroxylase subunit beta, p55

Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)

Yazilim Mascot

Mascot skor 85 (56’nin Gzerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)

Teorik pl 4.76
Gozlenen pl 5.02
Teorik kiitle 57480
Gozlenen kitle 58080

. _______________________________________________________________________________________________________|
Arastirma Parametreleri

Enzim
Sabit Modifikasyon
Arastirilan peptit

Tripsin
Karbamidometil(CAM)
10

Eslesen peptit 7

Protein sekans kapsami % 16 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

MLRRALLCLA
PWCGHCKALA
TIKFFRNGDT
ESSEVAVIGF
DGVVLFKKED
GEIKTHILLF
ILEFFGLKKE
IKPHLMSQEL
KQLAPIWDKL
DRTVIDYNGE
QKAVKDEL

VAALVRADAP
PEYAKAAGKL
ASPKEYTAGR
FKDVESDSAK
EGRNNFEGEV
LPKSVSDYDG
ECPAVRLITL
PEDWDKQPVK
GETYKDHENI
RTLDGFKKFL

EEEDHVLVLR
KAEGSEIRLA
EADDIVNWLK
QFLQAAEAID
TKENLLDFIK
KLSNFKTAAE
EEEMTKYKPE
VLVGKNFEDV
VIAKMDSTAN
ESGGQDGAGD

KSNFAEALAA
KVDATEESDL
KRTGPAATTL
DIPFGITSNS
HNQLPLVIEF
SFKGKILFIF
SEELTAERIT
AFDEKKNVEV
EVEAVKVHSF
DDDLEDLEEA

HKYLLVEFYA
AQQYGVRGYP
PDGAAAESLV
DVFSKYQLDK
TEQTAPKIFG
IDSDHTDNQR
EFCHRFLEGK
EFYAPWCGHC
PTLKFFPASA
EEPDMEEDDD

e ___________________ _______|
Gozlenen Teorik Peptit | Baslangig- | Modifikasyon Sekans

Peptit Kiitlesi(Da) Bitis
Kiitlesi(Da)

1965.1033
1826.1428
1081.4415
1833.9128
1094.4059
1819.9386
1957.9674

231-247
248-263
255-263
286-300
301-309
437-452
445-461

1965.0440
1826.0938
1081.4415
1833.6768
1094.6608
1819.9489
1957.9402

HNQLPLVIEFTEQTAPK
IFGGEIKTHILLFLPK
THILLFLPK
ILFIFIDSDHTDNQR
ILEFFGLKK
VHSFPTLKFFPASADR
FFPASADRTVIDYNGER

Sekil 5.18. 1606 numarali protein kiimesinden tespit edilen Endoplasmin proteinine ait
bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlari ve sekanslari
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5.1.1.3 1904 numaral protein kiimesi-Endoplasmin

i MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment) B | Spot Review Tool «

BARMOAQAR)]%-%B-2- PH-X-X- 0 =
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MM Ardyan 3 Grps -2 O] [T E

36682238 NT"Aren

522579
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£
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12734772
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Quartty 29150313 NT*Area

— FPM 538614
‘ ' B 3 2
L 1081,51

Quaity = +20 :
Pesk vl 293707 N1
E Center (mm) 1019, 4358
+20plem coll 2 tkr S wxp 10 | +20pkm coll 7.tkr S exp 10p [+ 20plm et 4 tkr S axp 10 Sighes (nm) 065,049 SSP 1904 A VS i oL L 2o and

Sekil 5.19. 1904 numarali protein kiimesi. A) Jel {izerinde bulunduklar1 bélgeler (gergeve
igine alimmustir ve kiimelerin 6zellikleri ¢izelgelerde verilmistir), B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi C) Protein kiimelerinin bulunduklar1 bolgelerin {i¢ boyutlu goriiniimii

1904 numarali protein kiimesi densitesi 0-9 grubuna oranla 10-20 grubu ve en ileri
seviyede hasta orneklerin bulundugu +20 grubunda 6énemli oranda azalmistir(Sekil 5.19).
Gruplar arasindaki densite degerlerinin grafiksel degisimi Sekil 5.20°de verilmistir. Protein
kiimesinin yogunlugundaki bu degisim kiimenin igerdigi proteinlerin kanser ile iliskili
olabilecegini disiindiirmektedir. Kiitle spektrometresi ile peptitler belirlendikten
sonra(Sekil 5.21) Mascot yazilimi ile arastirilmis ve ¢ok yiiksek bir skorla bu kiimede
bulanan proteinin Tiimor rejection antijen gp96 oldugu tespit edilmistir. (Sekil 5.22 ve
5.23). Arastirmaya alinan 10 peptitten tamami bu proteinin peptitleri ile eslesmis ve sekans
eslesmesi ise %14 olarak bulunmustur. Endoplasmin, 94 kDa glucose-regulated protein,
Heat shock protein 90 kDa beta member 1, Tumor rejection antigen 1 olarak da
adlandirilan bu protein hiicrede genillikle ER’de bulunur, bir saperondur ve proteinlerin

katlanmalarindan/ tasinmalarindan sorumludur.
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1904-Endoplasmin
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Sekil 5.20. 1904 numarali protein kiimesinin gruplara gore densite degerlerinin
karsilastirilmasi.

04-Mar-2013

e3-1904 657 (11.537) Sb (10,40.00 ); Sm (SG, 9x3.00), Cm (657.667) TOF LD+
b ol 1187.6782
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Sekil 5.21. 1904 numaral1 protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS
ile tespit edilmis kiitleleri
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NG Mascot Search Results

User : BEYCAN AYHAN

Email : beycanayhan@gmail.com

Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20258 sequences)

Timestamp : 15 Jun 2013 at 19:35:09 GMT

Top Score : 100 for ENPL HUMAN, Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HSP90B1 PE=1 SV=1

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random eveni
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

Nunber of Hits

0 L} ) ) L\l L | ) I ]
%0 % % % 98 100
Protein Score
Concise Protein Summary Report
FormatAs | | Concise Protein Summary |v | Help

Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries v/

'Re-Search All| | Search Unmatched /

1 ENPL HUMAN Mass: 92696 Score: 100 Expect: 2e-0&6 Matches: 10
Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HSP90B1l PE=1 SV=1

(91 Iy - . Vo . < . 4 .
Cytochrome c-type heme lyase OS=Homo sapiens GN=HCCS PE=1 SV=1
CTILA4 HUMAN Mass: 25153 Score: 31 Expect: 15 Matches: 3

Foraravia T_Tiumwnhanuera nvarain I AQalama sanians 2NATTAA DRLT QUTL2

Sekil 5.22. 1904 numarali protein kiimesinin mascot aragtirma sonucu
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Protein P14625-ENPL_HUMAN, Endoplasmin, 94 kDa glucose-regulated protein

(GRP-94), Heat shock protein 90 kDa beta member 1, Tumor rejection antigen 1, gp96 homolog
Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)
Yazilim Mascot

Mascot skor 100 (56’nin tzerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)

Teorik pl 4.76
Gozlenen pl 5.01
Teorik kiitle 92696

Gozlenen kitle 108100
- _______________________________________________________________
Aragtirma Parametreleri

Enzim Tripsin

Sabit Modifikasyon Karbamidometil(CAM)
Arastirilan peptit 10

Eslesen peptit 10

Protein sekans kapsami % 14 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)

1 MRALWVLGLC CVLLTFGSVR ADDEVDVDGT VEEDLGKSRE GSRTDDEVVQ

51 REEEAIQLDG LNASQIRELR EKSEKFAFQA EVNRMMKLIT NSLYKNKEIF

101 LRELISNASD ALDKIRLISL TDENALSGNE ELTVKIKCDK EKNLLHVTDT

151 GVGMTREELV KNLGTIAKSG TSEFLNKMTE AQEDGQSTSE LIGQFGVGFY

201 SAFLVADKVI VTSKHNNDTQ HIWESDSNEF SVIADPRGNT LGRGTTITLV

251 LKEEASDYLE LDTIKNLVKK YSQFINFPIY VWSSKTETVE EPMEEEEAAK

301 EEKEESDDEA AVEEEEEEKK PKTKKVEKTV WDWELMNDIK PIWQRPSKEV

351 EEDEYKAFYK SFSKESDDPM AYIHFTAEGE VTFKSILFVP TSAPRGLFDE

401 YGSKKSDYIK LYVRRVFITD DFHDMMPKYL NEFVKGVVDSD DLPLNVSRET

451 LQQHKLLKVI RKKLVRKTLD MIKKIADDKY NDTFWKEFGT NIKLGVIEDH

501 SNRTRLAKLL RFQSSHHPTD ITSLDQYVER MKEKQDKIYF MAGSSRKEAE

551 SSPFVERLLK KGYEVIYLTE PVDEYCIQAL PEFDGKRFQON VAKEGVKFDE

601 SEKTKESREA VEKEFEPLLN WMKDKALKDK TIEKAVVSQRL TESPCALVAS

651 QYGWSGNMER IMKAQAYQTG KDISTNYYAS QKKTFEINPR HPLIRDMLRR

701 IKEDEDDKTV LDLAVVLFET ATLRSGYLLP DTKAYGDRIE RMLRLSLNID

751 PDAKVEEEPE EEPEETAEDT TEDTEQDEDE EMDVGTDEEE ETAKESTAEK

801 DEL
Gozlenen Peptit Kiitlesi(Da) | Teorik Peptit Kiitlesi(Da) | Baslangic-Bitis Modifikasyon Sekans
1081.3423 1081.5425 76-84 FAFQAEVNR
1544.8320 1544.8278 103-116 ELISNASDALDKIR
2303.3311 2303.0172 365-384 Oxidation(M):370 | ESDDPMAYIHFTAEGEVTFK
1187.6782 1187.6782 385-395 SILFVPTSAPR
1015.2144 1015.4731 396-404 GLFDEYGSK
1143.5479 1143.5680 396-405 GLFDEYGSKK
2260.3882 2260.0629 512-530 FQSSHHPTDITSLDQYVER
2356.3762 2356.0696 640-660 Cys-CAM(645) LTESPCALVASQYGWSGNMER
2371.9788 2370.0853 640-660 Oxidation(M):650 | L TESPCALVASQYGWSGNMER
1485.8676 1485.7543 742-754 RMLRLSLNIDPDAK

Sekil 5.23. 1904 numarali protein kiimesinden tespit edilen Endoplasmin proteinine ait
bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlar1 ve sekanslari
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5.1.1.4 2011 numarah protein kiimesi-Marginal Zone B and B1 cell specific protein

@ MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified) [ [B[X] | Spot Review Tool - Mid Anlyze 3 Grps -2
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Sekil 5.24. 2011 numarali protein kiimesi. A) Jel {izerinde bulunduklar1 bolgeler (gergeve
igine alimmustir ve kiimelerin 6zellikleri ¢izelgelerde verilmistir), B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi, C) Protein kiimelerinin bulunduklar1 bolgelerin {i¢ boyutlu gériiniimii

2011 numarali protein kiimesi densitesi 0-9 grubuna oranla 10-20 grubunda artig géstermis
ve en ileri seviyede hasta orneklerin bulundugu +20 grubunda da bu artig 6nemli seviyeye
ulagsmistir (Sekil 5.24). Gruplar arasindaki densite degerlerinin grafiksel degisimi Sekil
5.25’te verilmistir. Maldi Tof kiitle spektrometresi ile peptitler belirlendikten sonra(Sekil
5.26) Mascot yazilimi ile veri tabanlari arastirilmis ve ¢ok yiiksek bir skorla bu kiimede
bulanan proteinin Marginal zone B and B1 specific proteini (MZB1) oldugu oldugu
saptanmistir (Sekil 5.27, 5.28). Arastirmaya alman 10 peptitten 7 tanesi tanimlanan
proteinin peptiteri ile eslesmistir ve bu eslesen peptitler total protein sekansimin % 52’sini
kapsamaktadir. MZB1 proteini ayrica Plasma cell-inducel resident ER proteini ve
Proapoptotic caspase adapter protein olarakta bilinmektedir.

64



2011-Marginal zone B and B1 cell specific protein
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Sekil 5.25. 2011 numarali protein kiimesinin gruplara gore densite degerlerinin
karsilastirilmast.

03-Mar-2013
97-2011 959 (17.045) Sh (10,40.00 ); Sm (SG, 9x3.00); Cm (954:959) TOF LD+
_1037.1000 914
1004 b Gl R A i e PR Sl A TRR TR A R S D S T N I D i s (i G S i i R T
b (T O PR RO SO0 O O it
X[ [ossie2 :
g ; :
] H
= :
2 e A B
g s
- H
= :
B B S N R | = L R O SIS PR LIONER) R R -
............ :
........... : T et e R R Haid bzt b oo A1 29808507
TR A o L A Blancgest GG &0 4 Bt @ b BTN i -2716.0459
1 bl ; \ E‘ I 1: i i iA { L:.l ' " . 1 i. u: bl & i
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800
m/z

Sekil 5.26. 2011 numaral1 protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS
ile tespit edilmis kiitleleri
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NS Mascot Search Results

User :
Email .

Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20258 sequences)

Timestamp : 16 Jun 2013 at 11:26:12 GMT

Top Score : 106 for MZB1 HUMAN, Marginal zone B- and Bl-cell-specific protein OS=Ho

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

Nunber of Hits

0 LI P (Beas (! fmse et ) I [ v I‘V_\

T 1]
25 50 75 100
Protein Score

Concise Protein Summary Report

FormatAs | | Concise Protein Summary | v | Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries ™
Re-Search All Search Unmatched /

1. MZB1 HUMAN Mass: 21023 Score: 106 Expect: 5.1e-07 Matches: 7
Marginal zone B- and Bl-cell-specific protein OS=Homo sapiens GN=MZB1 PE=1 SV=
TRIM2 HUMAN Mass: £8250é& Score: 37 Expect: 4.4 Matches: 4
Tripartite motif-containing protein 2 OS=Homc sapiens GN=TRIM2 PE=1 SV=1
NET1 HUMAN Mass: 70042 Score: 33 Expect: 10 Matches: 3

Netrin-1 OS=Homo sapiens GN=NIN1 PE=1 SV=2

Sekil 5.27 2011 numarali protein kiimesinin mascot arastirma sonucu
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Protein Marginal zone B- and B1-cell-specific protein, Plasma cell-induced resident ER
protein(pERp1), Mesenteric estrogen-dependent adipose 7(MEDA-7), Proapoptotic
caspase adapter protein

Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)

Yazilim Mascot

Mascot skor 106 (56’nin lzerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)

Teorik pl 5.37
Gozlenen pl 5.49
Teorik kiitle 21023
GoOzlenen kitle 19300

T
Arastirma Parametreleri

Enzim Tripsin

Sabit Modifikasyon Karbamidometil(CAM)
Arastirilan peptit 10

Eslesen peptit 7

Protein sekans kapsami % 52 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)

1 MRLSLPLLLL LLGAWAIPGG LGDRAPLTAT APQLDDEEMY SAHMPAHLRC
51 DACRAVAYQM WONLAKAETK LHTSNSGGRR ELSELVYTDV LDRSCSRNWQ
101 DYGVREVDQV KRLTGPGLSE GPEPSISVMV TGGPWPTRLS RTCLHYLGEF

151 GEDQIYEAHQ QGRGALEALL CGGPQGACSE KVSATREEL

Gozlenen Teorik Peptit | Baslangi¢ Modifikasyon Sekans
Peptit Kiitlesi(Da) -Bitis
Kiitlesi(Da)
1438.7003 1438.7147 55-66 | Oxidation(M):60 | AVAYQMWQNLAK
1551.7900 1551.7900 81-93 ELSELVYTDVLDR
1037.4799 1037.1000 98-105 NWQDYGVR
2623.0330 2622.3231 | 113-138 LTGPGLSEGPEPSISVMVTG
GPWPTR
2638.9478 2638.9478 | 113-138 | Oxidation(M):129 | LTGPGLSEGPEPSISVMVTG
GPWPTR
2651.9905 2651.9905 | 142-163 | Cys-CAM(143) TCLHYLGEFGEDQIYEAHQ
QGR
1817.9200 1817.8520 | 164-181 | Cys- GALEALLCGGPQGACSEK
CAM(171,178)

Sekil 5.28. 2011 numarali protein kiimesinden tespit edilen MZB1 proteinine ait bilgiler,
eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlar1 ve sekanslar
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5.1.1.5 2507 numarah protein kiimesi- Aktin

@ MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified)
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Sekil 5.29. 2507 numarali protein kiimesi. A) Jel {izerinde bulunduklar1 bélgeler (gergeve
igine alimmustir ve kiimelerin 6zellikleri ¢izelgelerde verilmistir), B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi C) Protein kiimelerinin bulunduklar1 bolgelerin {i¢ boyutlu gériiniimii

2507 numarali protein kiimesi(Sekil 5.29) densitesi 0-9 grubuna oranla 10-20 grubunda
artts gostermis ancak bu artis istatiksel olarak onemli bulunmamustir. En ileri seviyede
hasta 6rneklerin bulundugu +20 grubunda ise diger iki gruba gore dnemli bir oranda azalig
olmustur. Gruplar arasindaki densite degerlerinin grafiksel degisimi Sekil 5.30’da
verilmistir. Maldi Tof kiitle spektrometresi ile peptitler belirlendikten sonra(Sekil 5.31)
Mascot yazilimi ile veri tabanlart arastirilmis ve ¢ok yiiksek bir skorla bu kiimede bulanan
proteinin Actin cytoplasmicl (Beta Aktin) oldugu saptanmistir (Sekil 5.32, 5.33).
Arastirmaya alian 10 peptitten 8 tanesi tanimlanan proteinin peptiteri ile eslesmistir ve bu

eslesen peptitler total protein sekansinin % 34’iinii kapsamaktadir.
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2507-Aktin
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Sekil 5.30. 2507 numarali protein kiimesinin gruplara gore densite degerlerinin
karsilastirilmast
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Sekil 5.31. 2507 numarali protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS
ile tespit edilmis kiitleleri
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EERG: Mascot Search Results

User :
Email .

Search title

Database : SwissProt 2013 05 (540052 sequences; 191770152 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20256 seguences)

Timestamp : 10 May 2013 at 16:09:42 GMT

Top Score : 153 for ACTB HUMAN, Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

[y
o
J

o
1

Number of Hits

||
150
Protein Score

0 < T T T T T T T T T T T 1

Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary E] Help

Significance threshold p< 10.05 Max. number of hits AUTO

Preferred taxonomy | All entries v

[ Re-Search All ] [ Search Unmatched ] /

o

ACT3 HUMAN Mass: 42052 Score: 153 Expect: le-11 Matches:
=

Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1

w

ACTG_HUMAN Mass: 42108 Score: 153 Expect: le-11 Matches:
Actin, cytoplasmic 2 OS=Homo sapiens GN=ACTG1l PE=1 SV=1

ACT3M HUMAN Mass: 42331 Score: 39 Expect: 2.2 Matches: 3
Putative beta-actin-like protein 3 OS=Homo sapiens GN=POTEKP PE=5 SV=1

Sekil 5.32. 2507 numarali protein kiimesinin mascot aragtirma sonucu
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Protein P60709- ACTB-HUMAN, Actin cytoplasmicl, Beta actin.

Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)

Yazilim Mascot

Mascot skor 153(56’nin tzerindeki skorlar anlamhdir-p<0.05-)
Teorik pl 5.29

Gozlenen pl 5.50

Teorik kiitle 42052

Gozlenen kitle 45300

____________________________________________________________________|
Aragstirma Parametreleri

Enzim Tripsin

Sabit Modifikasyon Karbamidometil(CAM)
Arastirilan peptit 10

Eslesen peptit 8

Protein sekans kapsami % 34 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)

1 MDDDIAALVV DNGSGMCKAG FAGDDAPRAV FPSIVGRPRH QGVMVGMGQK
51 DSYVGDEAQS KRGILTLKYP IEHGIVTNWD DMEKIWHHTF YNELRVAPEE
101 HPVLLTEAPL NPKANREKMT QIMFETFNTP AMYVAIQAVL SLYASGRTTG
151 IVMDSGDGVT HTVPIYEGYA LPHAILRLDL AGRDLTDYLM KILTERGYSF
201 TTTAEREIVR DIKEKLCYVA LDFEQEMATA ASSSSLEKSY ELPDGQVITI
251 GNERFRCPEA LFQPSFLGME SCGIHETTFN SIMKCDVDIR KDLYANTVLS
301 GGTTMYPGIA DRMQKEITAL APSTMKIKII APPERKYSVW IGGSILASLS

351 TFQOMWISKQ EYDESGPSIV HRKCF
T

Gozlenen Peptit Teorik Peptit | Baslangig- Modifikasyon Sekans
Kiitlesi(Da) Kiitlesi(Da) Bitis
1198.4419 1198.5222 51-61 DSYVGDEAQSK
1515.5417 1515.7991 85-95 IWHHTFYNELR
1953.9685 1954.0643 96-113 VAPEEHPVLLTEAPLNPK
3184.0430 3183.6142 148-177 TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYAL
PHAILR

1132.2021 1132.5269 197-206 GYSFTTTAER
1790.7754 1790.8919 239-254 SYELPDGQVITIGNER
2215.0767 2215.0699 292-312 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
1516.5219 1516.7026 360-372 QEYDESGPSIVHR

Sekil 5.33. 2507 numarali protein kiimesinden tespit edilen Aktin proteinine ait bilgiler,
eslesen peptitlerin proteinde bulunduklar1 kompozisyonlar1 ve sekanslari
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5.1.1.6 2508 numarah protein kiimesi

& MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified) (=] & — Spot Review Tool - M
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Sekil 5.34. 2508 numarali protein kiimesi. A) Jel {izerinde bulunduklar1 bélgeler (gergeve
igine alimmustir ve kiimelerin 6zellikleri ¢izelgelerde verilmistir), B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi, C) Protein kiimelerinin bulunduklar1 bolgelerin {i¢ boyutlu gdriiniimii

2508 numarali protein kiimesi(Sekil 5.34) densitesi 0-9 grubu ve 10-20 grubunda benzer
bulunmustur. En ileri seviyede hasta drneklerin bulundugu +20 grubunda ise diger iki
gruba gore 6nemli bir oranda artis saptanmistir. Gruplar arasindaki densite degerlerinin
grafiksel degisimi Sekil 5.35’te verilmistir. Maldi Tof kiitle spektrometresi ile peptitler
belirlendikten sonra(Sekil 5.36) Mascot yazilimi ile veri tabanlart arastirilmis ve ok
yiiksek bir skorla bu kiimede bulanan proteinin Thioredoxin domain-containing protein
5(TXND5_HUMAN) oldugu saptanmustir (Sekil 5.37 ve 5.38). Arastirmaya alinan 10
peptitten 8 tanesi tanimlanan proteinin peptiteri ile eslesmistir ve bu eslesen peptitler total

protein sekansinin % 24’{inii kapsamaktadir.
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2508-Thioredoxin domain-containing protein 5
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Sekil 5.35. 2508 numarali protein kiimesinin gruplara gore densite degerlerinin
karsilastirilmast
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Sekil 5.36. 2508 numaral1 protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS
ile tespit edilmis kiitleleri
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GG Mascot Search Results

User g
Email :

Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)

Taxononmy : Homo sapiens (human) (20258 seqguences)

Timestamp : 5 Jun 2013 at 15:37:20 GMT

Top Score : 142 for TXND5 HUMAN, Thioredoxin domain-containing protein 5 OS=Homo

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

Number of Hits

1 1
50 100 150
Protein Score

Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary E] Help

Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries v
[Re-Search All] [Search Unmatched] /
1. IXNDS_HUMAN Mass: 48283 Score: 142 Expect: 1.3e-10 Matches: &
Thioredoxin domain-containing protein 5 OS=Homo sapiens GN=TXNDC5 PE=1 SV=2
RS1A2 HUMEN  Mass: 135761  Score: 31 Expect: 17 Matches: 3
RADS1-associated protein 2 OS=Homo sapiens GN=RADS51AP2 PE=1 SV=1
PRKY HUMAN Mass: 31216 Score: 29 Expect: 27 Matches: 2
Putative serine/threonine-protein kinase PRKY OS=Homo sapiens GN=PRKY PE=5 SV=1
FACE]1 HUMAN Mass: 55063 Score: 29 Expect: 27 Matches: 2

Sekil 5.37. 2508 numaral1 protein kiimesinin mascot aragtirma sonucu
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Protein Q8NBS9 (TXND5_HUMAN), Thioredoxin domain-containing protein 5, Endoplasmic
reticulum resident protein 46(ER protein 46), Thioredoxin-like protein p46
Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)
Yazihm Mascot
Mascot skor 142 (56’nin Gzerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)
Teorik pl 5.63
Gozlenen pl 5.50
Teorik kitle 48283
Gozlenen kitle 50470
|
Arastirma Parametreleri
Enzim Tripsin
Sabit Modifikasyon Karbamidometil(CAM)
Arastirilan peptit 10
Eslesen peptit 8
Protein sekans kapsami % 24 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)
1 MPARPGRLLP LLARPAALTA LLLLLLGHGG GGRWGARAQE AAAAAADGPP
51 AADGEDGQDP HSKHLYTADM FTHGIQSAAH FVMFFAPWCG HCQRLQPTWN
101 DLGDKYNSME DAKVYVAKVD CTAHSDVCSA QGVRGYPTLK LFKPGQEAVK
151 YQGPRDFQTL ENWMLQTLNE EPVTPEPEVE PPSAPELKQG LYELSASNFE
201 LHVAQGDHFI KFFAPWCGHC KALAPTWEQL ALGLEHSETV KIGKVDCTQH
251 YELCSGNQVR GYPTLLWFRD GKKVDQYKGK RDLESLREYV ESQLQORTETG
301 ATETVTPSEA PVLAAEPEAD KGTVLALTEN NFDDTIAEGI TFIKFYAPWC
351 GHCKTLAPTW EELSKKEFPG LAGVKIAEVD CTAERNICSK YSVRGYPTLL
401 LFRGGKKVSE HSGGRDLDSL HRFVLSQAKD EL
b ______________________________________________________________________________________|
Gozlenen Teorik Peptit | Baslangi¢- | Modifikasyon Sekans
Peptit Kiitlesi(Da) Bitis
Kiitlesi(Da)
2603.0081 2603.2888 189-211 QGLYELSASNFELHVAQGDHFIK
1309.4854 1309.5605 212-221 Cys_CAM: 217, | FFAPWCGHCK
220
2192.9910 2193.1549 222-241 ALAPTWEQLALGLEHSETVK
1965.7859 1965.8541 245-260 Cys_CAM: 247, | VDCTQHYELCSGNQVR
254
1152.4957 1152.6200 261-269 GYPTLLWFR
1151.5347 1151.5691 288-296 EYVESQLQR
1325.4734 1325.5554 345-354 Cys_CAM: 350, | FYAPWCGHCK
353
1079.3148 1079.6248 395-403 GYPTLLLFR

Sekil 5.38. 2508 numarali protein kiimesinden tespit edilen Thioredoxin domain-
containing protein 5 proteinine ait bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari
kompozisyonlar1 ve sekanslari
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5.1.1.7 3108 ve 3110 numarah protein kiimeleri

- MM Anlyze 3 Grps -2 (Expetimant, Modified)
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Sekil 5.39 3108 ve 3110 numarali protein kiimeleri. A) Jel lizerinde bulunduklar1 bdlgeler
cergeve i¢ine alinmistir ve kiimelerin Ozellikleri ¢izelgelerde verilmistir, B) Kiime
yogunluklarinin grafiksel gosterimi C) Protein kiimelerinin bulunduklar1 bolgelerin ii¢
boyutlu goriiniimii.

0-9 grubunda bulunan 3108 numarali protein kiimesi, 10-20 grubunda azalmis ve hemen
bu kiimenin bitisiginde 3110 numarali protein kiimesi belirmistir(Sekil 5.39C). +20
grubunda 3108 numarali protein kiimesi tamamen yok olurken, 10-20 grubunda belirmeye
baglanan 3110 numarali protein kiimesinin yogunlugunda 6nemli bir artis olmustur(Sekil
5-39C). Her iki protein kiimesinin gruplara goére densite degerlerinin degisimi grafiksel
olarak Sekil 5.40 ve 5.41°de verilmistir.

3108 numarah protein kiimesi(Peroksiredoksin-4)

Maldi Tof kiitle spektrometresi ile peptitler belirlendikten sonra (Sekil 5.42) Mascot
yazilimi ile yapilan veri tabanlar1 arastirmasinda, yiiksek bir skorla bu kiimede bulanan
proteinin Peroksiredoksin-4 proteni oldugu saptanmustir (Sekil 5.44, 5.45). Arastirmaya
alman 10 peptitten 7 tanesi tanimlanan proteinin peptiteri ile eslesmistir ve bu eslesen

peptitler total protein sekansinin % 38’iinii kapsamaktadir
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3108-Peroxiredoksin 4
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Sekil 5.40 3108 numarali protein kimesinin gruplara gbére densite degerlerinin
karsilastiriimasi

3110 numarah protein kiimesi(Peroksiredoksin-4)

Maldi Tof kiitle spektrometresi ile peptitler belirlendikten sonra (Sekil 5.43) Mascot
yazilimi ile yapilan veri tabanlar1 arastirmasinda, bu protein kiimesinde 2 tane protein
yiiksek skorlarla tanimlanmistir. Bu proteinlerden ilki 3108 protein kiimesinde de
tanimlanan Peroksiredoksin-4 digeri ise Bcl-2 protenidir (Sekil 5.46, 5.47 ve 5.48). Bu
protein kiimesinde ¢ok sayida peptit tespit edildigi i¢in aragtirmaya 25 peptit alinmstir. 25
peptitden 10 tanesi Peroksiredoksin peptitleri ile esleserek toplam protein sekansinin
%358’1ni olusturmustur. Diger taraftan 6 tane peptit ise Bcl2 proteini peptitleri ile eslesmis

ve toplam protein sekansinin %48’ini kapsamaistir.

3110-Peroxiredoksin 4 + Bcl2
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Sekil 5.41. 3110 numarali protein kiimesinin gruplara gore densite degerlerinin
karsilastirilmasi
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Sekil 5.43. 3110 numarali protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS
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GG Mascot Search Results

User
Email
Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)
Taxonomy : Homo sapiens (human) (20258 sequences)

Timestamp : 10 Jun 2013 at 15:37:36 GMT

Top Score : 105 for PRDX4 HUMAN, Peroxiredoxin-4 OS=Homo sapiens GN=PRDX4 PE

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

10

Number of Hits

T ] T T - T 1
25 50 75 100
Protein Score

Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary E] Help

Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy All entries v
[ Re-Search All ] [ Search Unmatched ] ./
1 PRDX4 HUMAN Mass: 30749 Score: 105 Expect: 6.4e-07 Matches: 7
Peroxiredoxin-4 OS=Homo sapiens GN=PRDX4 PE=1 SV=1
VILL HUMAN Mass: 96418 Score: 31 Expect: 17 Matches: 4
Villin-like protein OS=Homo sapiens GN=VILL PE=2 S5V=3
BSPRY HUMAN Mass: 45038 Score: 30 Expect: 21 Matches: 3
B box and SPRY domain-containing protein OS=Homo sapiens GN=BSPRY PE=1 SV=1
NTATA LITTANATY Wamm A2AQncCA Cmmenm an Dersnmmd o aA W mbumm o 2

Sekil 5.44. 3108 numarali protein kiimesindene elde edilen peptitlerin mascot aragtirma
sonucu
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Mascot skor
Teorik pl

Gozlenen pl
Teorik kiitle

Gozlenen kitle

Protein Peroxiredoxin-4 precursor (EC 1.11.1.15), Thioredoxin peroxidase, Thioredoxin-
dependent peroxide reductase

Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)

Yazilim Mascot

105 (56’nin lzerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)
5.86

5.93

30749

26170

Aragstirma Parametreleri

Enzim

Sabit Modifikasyon
Arastirilan peptit
Eslesen peptit

Tripsin
Karbamidometil(CAM)
10

7

Protein sekans kapsami % 38 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)

1 MEALPLLAAT TPDHGRHRRL LLLPLLLFLL PAGAVQGWET EERPRTREEE

51 CHFYAGGQVY PGEASRVSVA DHSLHLSKAK ISKPAPYWEG TAVIDGEFKE

101 LKLTDYRGKY LVFFFYPLDF TFVCPTEIIA FGDRLEEFRS INTEVVACSV

151 DSQFTHLAWI NTPRRQGGLG PIRIPLLSDL THQISKDYGV YLEDSGHTLR

201 GLFIIDDKGI LRQITLNDLP VGRSVDETLR LVQAFQYTDK HGEVCPAGWK

251 PGSETIIPDP AGKLKYFDKL N

Peptit Kiitlesi(Da) Bitis
Kiitlesi(Da)
2443.4316 2443.0731 46-66 Cys-CAM:51 TREEECHFYAGGQVYPGEASR
2186.1841 2185.9245 48-66 Cys-CAM:51 EEECHFYAGGQVYPGEASR
2845.9368 2845.3937 140-164 Cys-CAM:148 SINTEVVACSVDSQFTHLAWINTPR
2243.6089 2243.2870 166-186 QGGLGPIRIPLLSDLTHQISK
1624.7177 1624.7601 187-200 DYGVYLEDSGHTLR
1359.6764 1359.6764 201-212 GLFIIDDKGILR
1225.5609 1225.6899 213-223 QITLNDLPVGR

Sekil 5.45. 3108 numarali protein kiimesinden tespit edilen Peroksiredoksin-4 proteinine
ait bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklar1 kompozisyonlar1 ve sekanslari
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NG Mascot Search Results

Usex
Email

Seaxch title

Databasze : SwizzProt 2013 _0€ (540261 zequences; 1391876607 reszidues)
Taxonomy : Homo szapiens (human) (20258 sequences)
Tizmestamp : 16 Jun 2013 at 20:48:45 Q1T

Top Scoxe

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.

Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

25

20 4

Number of Hits
>
[T
1

104
5 =
0 Y T q T T T T r.—l
20 40 60 80 100 120
Protein Score
Concise Protein Summary Report
Format As| | Concise Protein Summary ;! Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits auto
Preferred taxonomy | Al entries ™

: 123 forxr FRDX4_HUMAN, Peroxiredoxin-4 OSsHomo sapiens GN=PRDX4 PE=1 SV=1

4

PRDX4 HOMAN Mass: 30749 Scorxe: 123 Expect: le-08 Matches: 10
Peroxiredoxin-4 O3=Homo s=apiens GN=FRDX4 PE=1 3V=1

CD032 HUMAN Mass: 14757 Scovxe: 22 Expect: 1.3e+02 Matches: 2

Uncharacterized protein C4oxf32 OS=Ho;%ap;en= GN=C4ox£32 PE=2 3V=2

BCL2 HOMAN Mazs: 2€3€3 Scoxe: €5 Expect: 0.00€6S Matches: €
Apoptosis regulator Bel-2 O3=Homo =apiens GN=BCL2 PE=1 3V=2

Sekil 5.46. 3110 numarali protein kiimesindene elde edilen peptitlerin mascot arastirma

sonucu

Rebre fonan P22 : 202 Score: 22 EXpect: St Natches: o

~

Cellular retinoic acid-binding protein 1 OS=Homo sapien= GN=CRAEP1 PE=2 3V=2
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Protein Peroxiredoxin-4 precursor (EC 1.11.1.15), Thioredoxin peroxidase, Thioredoxin-
dependent peroxide reductase

Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)

Yazilim Mascot

Mascot skor
Teorik pl

Gozlenen pl
Teorik kiitle

Gozlenen kitle

123 (56’nin lizerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)

5.86
6.00
30749
25900

Arastirma Parametreleri

Enzim
Sabit M

Eslesen

odifikasyon

Arastirilan peptit

peptit

Tripsin
Karbamidometil(CAM)
25
10

Protein sekans kapsami % 58 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gésterilmistir)

1
51
101
151
201
251

MEALPLLAAT
CHFYAGGQVY
LKLTDYRGKY
DSQFTHLAWI
GLFIIDDKGI
PGSETIIPDP

TPDHGRHRRL
PGEASRVSVA
LVFFEFYPLDF
NTPRRQGGLG
LRQITLNDLP
AGKLKYFDKL

LLLPLLLFLL
DHSLHLSKAK
TEVCPTEIIA
PIRIPLLSDL
VGRSVDETLR
N

PAGAVQGWET
ISKPAPYWEG
FGDRLEEFRS
THQISKDYGV
LVQAFQYTDK

EERPRTREEE
TAVIDGEFKE
INTEVVACSV
YLEDSGHTLR
HGEVCPAGWK

Gozlenen Teorik Peptit | Baslangig- | Modifikasyon Sekans
Peptit Kiitlesi(Da) Bitis

Kiitlesi(Da)
2443.4316 2443.0731 46-66 Cys-CAM:51 TREEECHFYAGGQVYPGEASR
2186.1841 2185.9245 48-66 Cys-CAM:51 EEECHFYAGGQVYPGEASR
2107.5113 2108.0698 81-99 ISKPAPYWEGTAVIDGEFK
2478.5630 2478.2914 81-102 ISKPAPYWEGTAVIDGEFKELK
2845.9368 2845.3937 140-164 Cys-CAM:148 SINTEVVACSVDSQFTHLAWINTPR
2243.6089 2243.2870 166-186 QGGLGPIRIPLLSDLTHQISK
1624.7177 1624.7601 187-200 DYGVYLEDSGHTLR
1359.6764 1359.6764 201-212 GLFIIDDKGILR
1225.5609 1225.6899 213-223 QITLNDLPVGR
3596.5859 3596.7841 231-263 Cys-CAM:245 LVQAFQYTDKHGEVCPAGWKP

GSETIIPDPAGK

Sekil 5.47. 3110 numarali protein kiimesinden tespit edilen Peroksiredoksin-4 proteinine
ait bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklar1 kompozisyonlar1 ve sekanslari
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Protein P10415 (BCL2_HUMAN), Apoptosis regulator Bcl-2
Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)
Yazihm Mascot
Mascot skor 65 (56'nin Uzerindeki skorlar anlamhdir-p<0.05-)
Teorik pl 6.75
Gozlenen pl 6.00
Teorik kiitle 26363
Gozlenen kutle 25900
Arastirma Parametreleri
Enzim Tripsin
Sabit Modifikasyon Karbamidometil(CAM)
Arastirilan peptit 25
Eslesen peptit 6
Protein sekans kapsami % 48 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gésterilmistir)
1 MAHAGRTGYD NREIVMKYIH YKLSQRGYEW DAGDVGAAPP GAAPAPGIFS
51 SQPGHTPHPA ASRDPVARTS PLQTPAAPGA AAGPALSPVP PVVHLTLRQA
101 GDDFSRRYRR DFAEMSSQLH LTPFTARGRF ATVVEELFRD GVNWGRIVAF
151 FEFGGVMCVE SVNREMSPLV DNIALWMTEY LNRHLHTWIQ DNGGWDAFVE
201 LYGPSMRPLF DFSWLSLKTL LSLALVGACT TLGAYLGHK
Peptit Kiitlesi(Da) Bitis
Kiitlesi(Da)
1207.4722 1207.6582 18-26 YIHYKLSQR.G
3596.5859 3596.6941 27-63 GYEWDAGDVGAAPPGAAPAPGIFS
SQPGHTPHPAASR
1051.2784 1051.4915 99-107 QAGDDFSRR
2107.5113 2107.0389 | 110-127 RDFAEMSSQLHLTPFTAR
2845.7227 28453548 | 140-164 | Cys-CAM:158 DGVNWGRIVAFFEFGGVMCVESV
NR
2295.2986 2295.1148 165-183 EMSPLVDNIALWMTEYLNR

Sekil 5.48: 3110 numarali protein kiimesinden tespit edilen Apoptosis regiilator Bcl-2
proteinine ait bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlar: ve
sekanslari
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5.1.1.8 8110 numaral protein kiimesi(Miyeloblastin)

G MM Anlyze 3 Grps -2 (Experiment, Modified) Spat Raview Tool - MM Anlyze 3 Grps -2

BO®OQQ| %-%-%- Pii-X-%-| M|
— @Al spots Saye Select
- (o it set ¥
A -l i | [ ComSeec
Sotby @SSP O Tiend > Quantiy (e Selectsp.
Page numbert (6 of 6 — LR " Options.
2013 (22985 16165
- i
SSP 8110 T
MM Anlyze 3 Grps -2 (Mast
Quantty 333454 06 NT*Aren
M 7407 45
Mepl 250,85
Quaity a7
Peak val 1094 89 INT

Center (mm) ~ 51.18,14.06
Sigmas (mm)  1.70,057 | - |- — v Kirors o) Sooefucw

hti’l

-
-:‘:-r.: 17 1k Oplsms call 4 thr 5 wxp 105 v
Sekil 5.49. 8110 protein kiimesi. A) Jel lizerinde bulunduklar1 bdlgeler cerceve igine

almmistir ve kiimelerin 0Ozellikleri c¢izelgelerde verilmistir, B) Kiime yogunluklarinin
grafiksel gosterimi, C) Protein kiimelerinin bulunduklari bolgelerin ii¢ boyutlu goriiniimii

§1.38,11.79
Sigmas (mm) 181,059

8110 numarali protein kiimesi(Sekil 5.49) densitesi 0-9 grubu ve 10-20 grubunda benzer
bulunmustur. En ileri seviyede hasta drneklerin bulundugu +20 grubunda ise diger iki
gruba gore Onemli bir oranda artis olmustur. Gruplar arasindaki densite degerlerinin
grafiksel degisimi Sekil 5.50’de verilmistir. Maldi Tof kiitle spektrometresi ile peptitler
belirlendikten sonra(Sekil 5.51) Mascot yazilimi ile veri tabanlari arastirilmis ve yiiksek
bir skorla bu kiimede bulanan proteinin Miyeloblastin oldugu saptanmistir (Sekil 5.52 ve
5.53). Arastirmaya alinan 10 peptitten 5 tanesi tanimlanan proteinin peptiteri ile eslesmistir
ve bu eslesen peptitler total protein sekansinin % 33’tinii kapsamaktadir. Bu protein C-
ANCA antigen, Leukocyte proteinase 3(PR-3), Neutrophil proteinase 4(NP-4) ve Wegener

autoantigen olarak da isimlendirilmektedir
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Sekil 5.50. 8110 numarali protein kiimesinin gruplara

gore densite degerlerinin
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Sekil 5.51. 8110 numaral1 protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, MALDI TOF MS

ile tespit edilmis kiitleleri
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NG Mascot Search Results

Email :

Search title

Database : SwissProt 2013 06 (540261 sequences; 191876607 residues)

Taxonomy : Homo sapiens (human) (20258 sequences)

Timestamp ¢ 17 Jun 2013 at 01:27:18 GMT

Top Score : 96 for PRTN3 HUMAN, Myeloblastin OS=Homo sapiens GN=PRTN3 PE=1 §V=3

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

Nunber of Hits

0 - IIITIIIIIYl‘II

oo} 50 75 100
Protein Score

Concise Protein Summary Report

FormatAs | | Concise Protein Summary v | Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries vl
Re-Search All| | Search Unmatched /
E

s |8 PRTN3 HUMAN Mass: 28245 Score: 96 Expect: 5.7e-06 Matches: 5
Myeloblastin OS=Homo sapiens GN=PRIN3 PE=1 SV=3

AKCLL HUMAN  Mass: 14578  Score: 28 Expect: 27 Matches: 2
Aldo-keto reductase family 1 member C-like protein 1 OS=Homo sapiens GN=AKR1CL1l PE=

ZCHCQ HUMAN Mass: 31141 Score: 24 Expect: 77 Matches: 2
Zinc finger CCHC domain-containing protein 9 0S=Homo sapiens GN=ZCCHC9 PE=2 SV=2
MRD HITMAN Mace* 145874 Qrave: 24 Rwmert: 22 Matrhee+ 1

Sekil 5.52. 3110 numarali protein kiimesindene elde edilen peptitlerin mascot arastirma
sonucu
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Protein P24158 (PRTN3_HUMAN), Myeloblastin, C-ANCA antigen, Leukocyte proteinase
3(PR-3), Neutrophil proteinase 4(NP-4), P29 Wegener autoantigen

Veri Tabani UniProtKB/Swiss-Prot (2013)

Yazilim Mascot

Mascot skor 96 (56’nin Gzerindeki skorlar anlamlidir-p<0.05-)

Teorik pl 8.45
Gozlenen pl 8.50
Teorik kitle 28245
Gozlenen kitle 25920

- ________________________________________|
Aragstirma Parametreleri

Enzim

Sabit Modifikasyon

Tripsin
Karbamidometil(CAM)

Arastirilan peptit 10

Eslesen peptit 5

Protein sekans kapsami % 33 (Eslesen sekanslar kirmizi ile gosterilmistir)

1
51
101
151
201

MAHRPPSPAL
PGSHFCGGTL
SVAQVFLNNY
QCLAMGWGRV
GDSGGPLICD

ASVLLALLLS
IHPSEFVLTAA
DAENKLNDVL

GAHDPPAQVL

GAARAAEIVG
HCLRDIPQRL
LIQLSSPANL
QELNVTVVTF
IWGCATRLFP

GHEAQPHSRP
VNVVLGAHNV
SASVATVQLP
FCRPHNICTF
DFFTRVALYV

YMASLOMRGN
RTQEPTQQHF
QQDQPVPHGT
VPRRKAGICF
DWIRSTLRRV

GIIQGIDSFEV

251 EAKGRP
|

Gozlenen Teorik Peptit | Baslangi¢c- | Modifikasyon Sekans
Peptit Kiitlesi(Da) Bitis

Kiitlesi(Da)
1290.8241 1290.7640 80-91 LVNVVLGAHNVR
2808.2833 2808.3223 92-115 TQEPTQQHFSVAQVFLNNYDAENK
3413.0015 3412.6122 196-227 Cys_CAM: 199, | AGICFGDSGGPLICDGIIQGIDSFVIW

209 GCATR

1042.3942 1042.5356 228-235 LFPDFFTR
1134.6306 1134.6306 236-244 Cys-CAM(163) VALYVDWIR

Sekil 5.53. 8110 numarali protein kiimesinden tespit edilen Myeloblastin proteinine ait
bilgiler, eslesen peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlar1 ve sekanslari
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5.2 FT-IR (Spektroskopik ) Calismalar

Liyofilize serum ve idrar ornekleri FT-IR’da (MCT detektorlii Bruker Tensor 27) orta-
kizil6tesi bolgede 3 tekrarli Ol¢iildli, analizi OPUS 5.5 (Bruker Optics) ile yapildi.
Bulgularda bahsedilecek olan sinyal(bant/pik) intensite ve relatif intensite degerleri,
absorbanslara bagli olarak programca belirlenen degerlerdir. Second derivate(2d) analizi

ise bir sinyal altinda bulunan alt sinyallerin(altyapilarin) tespitini saglar.

5.2.1 Serum

Serum analizlerinde gruplarin genel spektrumlart benzer bulunmustur(Sekil 5.54), sadece
Amid 1 boélgesinin (1700-1600 cm-1) alt yap1 analizi sonucu protein ikincil yapilarinda
degisiklik saptanmistir(Sekil 5.55). Amid 1 bolgesi canli materyallerde biiylik oranda
proteinlerden kaynaklan sinyalleri ifade eder ve biiyiik oranda proteinlerin peptit baginda

bulunan C=0 bagindan kaynaklanir.

0080

SERUM

2
X,
/

0
/

00%
\\
b
i

0080 0000
H

Absorbans,
0 qm 0 r:;n

SMM

0.000

0040

0020
\

Sekil 5.54. 3500-800 dalga sayisi (cm'l) araliginda olusan spektrumlarin genel goriintiisii.
Gruplarin genel spektrumlari birbirlerine benzemektedir.
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Absorbans
o0
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’/
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MGUS
SMM
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1680 00

1060 00
Dalgasayis: (cm*)
-

Gruplar/Amid 1 (1700-1600) protein bolgesi altyapi intensiti

degerleri
MM

SMM
MGUS

Sekil 5.55. Gruplarin protein Amid 1 boélgesi ikincil yap1 karsilastirmalar1 ve intensite
degerleri

Bu bolgedeki altyapilarin neler ifade ettikleri Cizelge 5.2°de verilmistir. Sekil 5.55°de
goriildiigii gibi alfa sarmal yapidan random koil(rastgele-diizensiz yap1) yapi ve beta
yaprak yapiya bir kayma gozlenmektedir. Bu durum Multipl Miyelom’da proteinlerin alt

yapilarinda degisiklik oldugunu ifade etmektedir. Monokolonal proteinlerin etkisi alt

yapilarda bu sekilde goriilebilmektedir.
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Cizelge 5.2. 1700-1600 cm™ spektrum araliginda (Amid 1 protein bolgesi) bulunan
sinyallerin kaynaklandiklar1 protein alt yapilari

a) b)
ikincil yap: Ortalama Bolge
turns 1694

1688

1683 1682-1662

1670

1663
Alfa-sarmal 1654

1662-1645

\Diizensiz yapt 1645 1645-1637
Beta yaprak 1624

1631 1637-1613

1637

1675 1689-1682

5.2.2 24 saatlik idrar ornekleri

Gruplarin genel spektrum karsilastirmalar1 Sekil 5.56°da gosterilmistir. Serum 6rneklerinin
aksine idrar Ornekleri genel spektrumlarmnda gruplar arasinda Onemli farkliliklar
saptanmistir. Farklilik gosteren 5 spektrum bolgesi tespit edilmistir. 1.  ve 3.
bolgedeki(Sekil 5.57 ve 5.58) sinyallerin alan ve intensite farklarina bakilmistir.
Caligmada spektrumlardaki farklarin tantya yonelik olarak kullanilip kullanilamayacagi ile

ilgili yeni bir yontem gelistirilmeye c¢alisilmistir. Genel olarak kullanilan alan

90



hesaplamalari, sinyal insentisi degerleri dogrudan gruplararasi karsilastirilmada
kullanilmamigtir. Daha bilimsel oldugu disiiniildugii icin, oncelikle grup i¢inde Snemli
farklilik gosteren sinyaller birbirine oranlanmis ve daha sonra bu oranlarin gruplararasi
degisimine bakilmistir. Oranlama da alan ve intensite degeri olmak iizere iki kriter
kullanilmistir. Oranlama igin belirlenen sinyaller ve sinyallerin oranlar1 Cizelge 5.3, 5.4,
5.5 ve 5.6’da gosterilmistir. Son olarak Cizelge 5.7°de bu oranlar ile olusturulmus tani
araliklar1 verilmistir. Belirlenen bu tani araliklarina gore kor olarak g¢alisilan 3 6rnek

tanimlanmaya caligilmistir.

0.100
Py

& g
SH A N SMM
i S
o = S i — e - — 3
3 © 3;00 3400 3200 3000 2800 2600 2;);‘ = 2200 2000 !8(;0 16‘00 1400 1200 1000
<C M
|
g A MGUS
g - A
3800 3400 3200 3000 800 600 2400 2200 2000 1800 1600 900 1200 1000
£
s KONTROL

Sekil 5.56. 3500-800 dalga sayisi (cm™) araliginda olusan spektrumlarin genel goriintiisii.
Farklarin goriildiigii spektrum bolgeleri oklarla isaretlendirilmis ve numaralandirilmistir.
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Sekil 5.58. Analiz i¢in kullanilan 3.b6lge(Amid 1) sinyalleri.
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Cizelge 5.3. Sekil 5.56, 5.57 ve 5.58°te oOsterilen 1 ve 3 numarali bolgeye ait sinyal alan

degerleri.
Py
/0
//
/ \
1631.47] 1614.84 "“'))vﬁ
/ |
1 numaral1 bolge 3 numarali bolge
DALGA 3436 3341 1624 1599
SAYISI
MM 0.974 0.717 0.226 0.259
SMM 1.135 0.748 0.240 0.286
MGUS 1.305 0.817 0.220 0.309
KONTROL | 1.460 0.823 0.236 0.352

Cizelge 5.4. Sekil 5.56, 5.57 ve 5.58’te gosterilen 1 ve 3 numarali bolgeye ait sinyal
intensiti degerleri.

3a473.91

1 numarali bolge

3 numarali bolge

DALGA 3436 3341 1624 1599
SAYISI

MM 0.020 0.014 0.007 0.009
SMM 0.024 0.015 0.008 0.011
MGUS 0.027 0.016 0.009 0.016
KONTROL 0.029 0.016 0.008 0.018
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Cizelge 5.5. Cizelge 5.3’te verilen 1 ve 3 numarali bolgedeki sinyal alanlariin birbirlerine
oranlart.

Sinyal alan 3436/3341 1599/1624
MM 1,358 1,146
SMM 1,517 1,192
MGUS 1,597 1,405
KONTROL 1,774 1,492

Cizelge 5.4’te verilen 1 ve 3 numarali bolgedeki sinyal intensitelerinin birbirlerine
oranlari.

Sinyal intensite 3436/3341 1599/1624
MM 1,429 1,286
SMM 1,600 1,375
MGUS 1,688 1,778
KONTROL 1,813 2,250

Cizelge 5.6. Tani i¢in olusturulmus grup alan ve intensite araliklar

Sinyal alan | 3436/3341 1599/1624 | Sinyal 3436/3341 | 1599/1624
aralig1 intensiti
araligi

MM <1,437 <1,169 MM <1,514 <1330
SMM SMM

1,438-1,1557 | 1,170-1299 1,515-1,644 | 1,331-1576
MGUS MGUS

1,558-1,1686 | 1,300-1449 1,644-1,750 | 1,576-2014
KONTROL | >1686 >1450 KONTROL | >1750 >2014

5.2.2.1 Durumu deney asamasinda bilinmeyen (kor) ii¢ 6rnegin yeni yontem ile
tanimlanmasi

Kor olarak calisilan 6rneklerin sinyal intensite ve alan oranlart belirlenmis hangi grup
araliklarina girdikleri saptanmistir(Cizelge 5.8 ve 5.9). 49 numarali 6rnek hem alan, hemde
intensiti aralifina gore Multipl myelom olarak goziikmektedir. 50 numarali 6rnek ise
1.bolge sinyal oranlarmma gore MGUS, 3.bolge sinyal oranlarina gore kontrol kriterlerine

uymaktadir. Son olarak 66 numarali 6rnek ise saglikli birey olarak tespit edilmistir.
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Hastalarin 6rnek alim tarihindeki gercek tanilari Cizelge 5.10°da belirtilmistir. Her 3
hastanin durumuda dogru olarak teshis edilebilmistir. Ozellikle 66 numarali &rnek hangi
asamada oldugu bilgisi verilmeyen hasta olarak gonderildigi halde kontrol yani saglikli
birey olarak tespit edilmistir. Aslinda bireyin iyilestigi bir remisyon doneminde oldugu
daha sonradan bildirilmistir. Bu durum bu tan1 yonteminin kullanilabilirligini
gostermektedir. Ancak dogal olarak birkag ornekle yapilan sinamalar kabul edilemez,

ornek sayisinin arttirilmasi gerekmektedir.

Cizelge 5.7. Deneyler asamasinda durumu bilinmeyen 3 6rnegin 1 ve 3 bolgedeki sinyal
alanlarmin orani.

Alan | 3436/ | 1599/ MM SMM MGUS KONT

orani/ | 3341 1624 ROL

Ornek

49-HU 3346/3341 | EMGN | 1.438-1,1557 | 1,558-1,1686 | >1686
0,945 | 0,995 1599/1624 | MBY | 1,170-1299 | 1,300-1449 | >1450

50-ZA 3346/3341 | <1437 |1,438-1,1557 | [GEERII0E0 | >1686
1,649 | 1,619 |1599/1624 |<1,169 |1,170-1299 | 1,300-1449

66-HIP 3346/3341 | <1,437 | 1,438-1,1557 | 1,558-1,1686
1,809 1,722 1599/1624 | <1,169 | 1,170-1299 1,300-1449

5.2.2.2 Belirlenen yontem ile hastalik seyri takibi

Yontemin hastaligin seyri ile ilgili bilgi verip vermeyecegini kontrol etmek i¢in 03 ve 10
numarali 6rnekler kullanilmistir. Bu 6rneklerin gelis tarihlerine gore olusturulmus genel
spectrum karsilagtirmalart ve sinyal oranlar1 yontemi ile teshisleri Sekil 5.59 ve 5.60’ta
verilmistir. Kesin tanis1 MGUS olan 10 numarali 6rnek diizenli araliklarla kontrol
edilmektedir. Calisma da ilk analiz edilen 10 numaral 6rnegin(Kasim) SMM kriterlerine
uydugu saptanmigtir. Daha sona alinan ayni hastaya ait ikinci numunenin(nisan) sinyal
oranlart ise MM kriterleri iginde bulunmustur. Her iki durumda da bu c¢alisma da
belirlenen yontemin tanisi, kesin taniya uymamistir. Ancak yakin zamanda hastanin artik
SMM olarak izlenmeye baslandigi bildirilmistir. Bu durum yontemin aylarca 6nceden

hastalik seyrini bildirme ithtimalinin oldugunu diistindiirmektedir(Sekil 5.59).
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Cizelge 5.8. Deneyler asamisanda durumu bilinmeyen 3 6rnegin 1
intensitelerinin orani.

ve 3 bolgedeki sinyal

1ntens§pe 3436/3341 | 1599/1624 MM SMM MGUS KONT

orani/Or ROL

nek

49-HU 3346/3341 | G | 1,515-1,644 | 1,644-1,750 | >1750
1,154 1,167 1599/1624 | ElB88 | 1,331-1576 | 1,576-2014 | >2014

50-ZA 3346/3341 | <1,514 | 1,515-1,644 | CAEEE | >1750
1,700 2,100 1599/1624 | <1330 | 1,331-1576 | 1,576-2014 | POl |

66-HiP 3346/3341 | <1,514 | 1,515-1,644 | 1,644-1,750 | Fllod |
1,885 2,250 1599/1624 | <1330 | 1,331-1576 | 1,576-2014 | FoOMd |

Cizelge 5.9. Ornekler igin sinyal oran araligi ile belirlenen tam ile kesin tanilarmin
karsilastirilmasi.

4 Sinyal oran araligina gore Ornek alim tarihinde
Omekler/TANI belirlenen TANI belirlenen kesin TANI
49-HU MM MM
50-ZA MGUS/KONTROL MGUS
66-HIP KONTROL REMISYON

Diger bir benzer calisma da ise, 03 kodlu, ayn1 hastadan 3 farkli zamanda alinmis idrar
orneklerinin FTIR genel spektrum karsilastirmalar1 da Sekil 5.60’ta verilmistir. Aralik
2011 sonunda yeni tani olarak bildirilen ve ilk 6rneginin analizi uyumlu sonu¢ veren (MM-
SMM) bu hastanin, yaklasik ikiser ay ara ile alinan ikinci Orneginde saglikli birey
kriterlerine uydugu, sonraki 6rnekte ise tekrar MM durumuna dondiigi belirlenmistir. Bu
durum hastanin tedaviye hizli yanit verdigini gostermektedir. Hastane verilerine gore ise
hasta tedaviye yanit vermis ancak kismi bir iylesme goriilmiis ve sonrada otolog kemik

ilig1 nakli yapilmistir.
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intensite 3436/3341 | 1599/1624 MM SMM MGUS KONTROL
orani
10-ASK 3346/3341 l
Kasim <1.514 1,515-1,644 1,644-1,750 >1750
1599/1624
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Sekil 5.59. 10 numarali bireyin farkli zamanlarda alinmis idrar Orneklerinin genel
spektrumlarinin karsilastirilmasi, sinyal oranlaria goére belirlenmis tanilari(kirmizi ile

gosterilmistir)
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Sekil 5.60. 03 numarali bireyin farkli zamanlarda alinmis idrar Orneklerinin genel
spektrumlarinin karsilastirilmasi, sinyal oranlaria gore belirlenmis tanilari(kirmizi ile

gosterilmistir)
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6 SONUCLAR VE TARTISMA

Tartisma proteomik ve FT-IR olmak {izere iki baslik altinda yapilacaktir.

6.1 Proteomik

2000’11 yillarin basinda insan gen haritasinin ¢ikarilmasi ve gen diziliminin belirlenmesi ile
Ozellikle hastaliklarin engellenmesi, tespiti ve tedavisinde biiyiik ilerlemelerin olmasi
bekleniyordu. Ancak gelismeler beklenen kadar hizli olmadi. Genomik calismalar, bir
organizmanin kalitsal bilgilerini detayli bicimde gosterebiliyordu ancak sadece kod
¢ozmekle ¢ok sinirli bilgilere ulasilacagi anlagildi. Genomik c¢alismalardan elde edilen
bilgilerin sinirli oldugunun anlasilmasindan sonra, genomigin devami olan proteomik
biyolojik olaylarin agiklanmasinda 6nem kazanmustir. Proteomik belli sartlar altinda ve
belli bir dokuda genom tarafindan kodlanan tiim proteinlerin, yani proteomun analiz
edilmesi islemidir. Proteomik c¢alismalarinin esas amaci biitiin hiicre, doku ve viicut
stvilarindaki proteinleri, ozellikleri ve seviyelerini de igerecek sekilde belirleyerek
tanimlanmaktir. Son ¢eyrek asirda 6zellikle kanser calismalarinda proteomik teknolojisi
biiyiik umut olmustur. Proteomik ¢alismalar1 ¢ok biiyiik kesiflere 1s1k tutmustur ancak yeni
teknolojiler gelissede hala ¢ok biiyiik is yiikii gerektirmektedir. Yiizbinlerce proteinin
olmasi, bir proteinin kendisinin bile onlarca varyantinin bulunmasi, birgok
modifikasyonlara ugramasi arastirmalart giiclestirmektedir. Ayrica ayni anda birgok
teknolojinin kullanilmasi deney tekrarliginida etkilemektedir ve aylarca yillarca siiren

optimizasyon siirecleri ve caligsmalar sonucunda basariya ulasilabilmektedir.

Bu ¢alisma da kemik iliginden plazma hiicresi izolasyonu, plazma hiicrelerinden protein
izolasyonu, 2-DE jel elektroforezi ve diger dlglimler agsamasinda, birgok protokol denenmis
aylarca siliren c¢aligmalar sonucunda uygun deneysel yontemler olusturulmustur. Bu
yontemler benzer konularda arastirma yapan arastiricilara yol gosterici olmasi agisindan
ileride makale olarak arastirmacilara sunulacaktir. Arastirma sonucunda ilk defa kapsamli
olarak Tiirkiye’deki MM hastalarinin plazma hiicrelrine ait protein profili haritalart
cikarilmistir. Bu protein profilinde noktasal olarak belirlenen protein kiimeleri tek tek

incelenerek i¢lerinde dnemli degisim gosterenler istatiksel olarak belirlenmistir. Degisim
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onemli bulunanlardan 34 tanesinin protein kimliklendirilmesi(tanimlanmasi) yapilmaya

calisilmig ve 9 tanesinin tanimi yapilmistir.
Kalretikulin

CALR geni tarafindan kodlanan Kalretikulin; Kalregulin, CRP55, Kalsequestrin-like
protein ve Endoplazmik retikulum resident protein 60 (ERp60) olarak da
adlandirilmaktadir. Kalretikulin, Endoplazmik retikulumda bulunan, 46 kDa agirliginda
Ca*? baglayan multifonksiyonel bir proteindir. Afinitesi diisiik olmakla birlikte depo
kapasite yiiksek oldugundan dolay1 yiiksek oranda kalsiyumu tutarak inaktif hale getirir ve

kalsiyum dengesinin saglanmasina yardimci olurlar.

0706-Kalretikulin
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Sekil 6.1. Kalretikulinin gruplara gére densite degerlerinin karsilastiriimasi

ER’de kalneksin ile birlikte N-bagli glikoproteinlerin saperonu olarak gérev almasi
Kalretikulin’in diger 6nemli fonksiyonudur. Spesifik karbonhidrat yapilari i¢in bir taninma
bolgesine sahip olan Kalretikulin; oligosakkaritleri taniyarak katlanmamis glikoproteinlere
baglanan, dogru katlanmalarin1 kontrol eden, organellere gecisini kolaylastiran ve stres

durumunda proteinlerin agregasyonunun engelleyen bir heat shock proteinidir>>5°%%7,
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Aragtirmalarimiz klonal plazma hiicresi yiizdesi arttikga, kalretikulun protein ifadesinin
onemli oranda arttigmmi gostermektedir(Sekil 6.1). Bu durumun MM kanserinin
ilerlemesine bagli olarak bir tepki olarak ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir ve Kalretikulin
proteinin ileri asamalarda hastaligin tan1 ve tedavisinde rol oynayabilecegine isaret
etmektedir. Ozellikle N-bagl glikoproteinlerin dogru katlanmasina yardimci olmasi,
immunoglobliin  yapisindaki bozulmalara bagli olarak olusan plazma hiicresi
hastaliklarinda Kalretikulun aktivetisinin rolii oldugunu diistindiirmektedir. Antikor olarak
fonksiyon géren immiinoglobulinler de glikoprotein yapisindadirlar ve bir ¢ifti agir zincir
(H) diger bir ¢ifti ise hafif zincir(L) olmak iizere 4 polipeptid zincirinden olusmaktadir.
Immunglobulinler ii¢ biiyiik (IgA, IgG ve IgM) ve iki kiigiik (IgD ve IgE) smifa ayrilir™,
Bu imminoglobulinlerin fonksiyonundaki ya da yapisindaki herhangi bir bozukluk
Kalretikulin proteininin aktivitesindeki degisimle dogrudan ilgili olabilir. Asagida verilen
arastirma 6rneginde oldugu gibi bu proteinin ifadesini engeleyecek bir mutasyon sistematik

hafif ya da agir zincir amilodiozisine yol agabilirmektedir.

Zhou ve arkadaslar®™ (2008) yaptiklar1 bir calismada Hafif zincir (AL) amilodiozis
hastalarinda Kalretikulin proteininin melfalan tedavisindeki roliinii irdelemislerdir. Primer
sistematik amiloidozis ya da primer amiloidoz olarak da adlandirilan, hafif zincir
amiloidoz, kemik iligindeki plazma hiicreleri tarafindan {iretilen immiinglobulin hafif
zincirleri veya zincir pargalart 6ncii proteinlerin degisimi ve katlanmalarinin bozulmasi ile
olusan bir hastaliktir. Bu hafif zincir pargalari, AL tipi amiloid fibrillerine doniiserek
viicuttaki tlim organlarda birikime ugrar. Arastiricilar es zamanli PCR ile yaptiklar1 gen
ifadeleme ¢alismalarinda, Melfalan tedavisi gérmiis 9 hastadan tedaviye yanit veren 4
tanesinde, Kalretikulin ifadesinin yanit vermeyen 5 hastadaki ifade seviyesine gore 2.9 kat
fazla oldugunu tespit etmislerdir. Calismalarini daha ileri gotiirerek wildtipe murin
embriyonik fibroblast hiicreleri ile Kalretikulin knock-out murin fibroblast hiicrelerini
Melfalana maruz biraktiklarinda wildtipe hiicrelerininin Melfalan’a ¢ok daha hassas

oldugunu bildirmislerdir.

Kalretikulin 6zellikle immiinoglobiilin gibi N-bagl glikoproteinlerin dogru katlanmasinda
onemli rol oynayan bir saperon proteindir. Azlig1 bu tiir proteinlerin yapisal olarak
bozulmasina neden olarak monoklonal protein birikimine neden olacaktir. Bu proteinin
asir1 ifadesi de bir hastaligin bulgusu olarak degerlendirilebilir. Asirt immunoglobiilin

sentezi dogal olarak kalretikulin sentezini artiracaktir. Ancak belli bir asamadan sonra bu
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durumda yeterli olmayacaktir. Caligmamizda en ileri hasta grubunda meydana gelen

onemli miktarda artis bu sekilde yorumlanabilir.

Diger taraftan Kalretikulin’in kalsiyum baglama 6zelliginin de MM’de 6nemli rol oynadigi
diisiiniilebilir. Zira bu hastaligin en 6nemli bulgularindan biri de kemik lezyonlar1 ve buna
bagli olarak olusan kalsiyum fazlaligidir. Kanserlesmis plazma hiicreleri ile kemik
hiicreleri arasindan siki bir iligki vardir. Plazma hiicreleri salgiladiklart maddeler ile kemik
yapim-yikim dengesini, yikim yoniinde bozmakta kemiklerin erimesine ve kalsiyum
¢oziilmesine neden olmaktadir™. Ortamda kalsiyum artisina paralel olarak plazma
hiicrelerine daha fazla kalsiyum girisi olmast muhtemeldir ve bu durum kalretikulin
artisginin nedeni olarak diisiiniilebilir. Kalretikulin proteinin daha ¢ok kalsiyum tutma
islevinin 6n plana ¢ikmak zorunda kalmasi, diger ¢ok Onemli islevi olan
imminoglobulinlerin dogru katlanmasi islevinin aksamasina sebep oOlabilecegide goz

oninde bulundurulmalidir.

Sonug olarak soylenebilir ki, Kalretikulin proteini Multiple Miyelom’un tanisinda ve ileri

asamalarda tedavisinde kullanilabilecek hedef bir biyobelirteg olabilir.

Protein disulfide-isomerase precursor

PD1A1 proteinlerde sistein kalintilar1 arasindaki distilfit baglarinin olusumunu, yikimini ve

yeniden yapilandirilmasini katalizleyen ¢ok islevli bir proteindir.

Hiicre disinda hiicre yiizeyine bagli proteinlerin disiilfit baglarin1  aywran ve
modifikasyonuna neden olan bir indirgen olarak, hiicre i¢inde ise heniiz 3 boyutlu yapisina
kavugsmamis proteinlerin disiilfit baglarinin olusmasin1 ve yeniden diizenlenmesini
katalizleyen bir protein olarak islev gordiigii bilinmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda
katlanmamis proteinlerin agregasyonunu engellerken, diisiik konsantrasyonlarda tam tersi
bir etki (antisaperon) ile agregasyona neden olabilmektedir. Ayrica bu protein prolyl 4-
hidroksilaz ve mikrozomal triagilgliserol transfer protein (MTTP) gibi baz1 protenlerin alt

yapilarina da katilmaktadir™> 616262,

Arastirmamizda 10-20 grubunda 6nemli bir azalis olmus ancak +20 grubunda tekrar 0-9

grubu seviyesine bir yiikselis olmustur (Sekil 6.2). Bu proteinin protein katlanmalarindan
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sorumlu oldugu diisiiniiliirse 10-20 grubunda azalmasini hiicre anormallesmesinin ve

kanserlesmesinin nedenleri arasinda olabileceginin bir gostergesi olabilir.
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Sekil 6.2. PD1A1’in gruplara gore densite degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Endoplazmlk Bgtikulum - , Mitokondiri Zari Hiicre ylzeyi

PDIl ve PDI ailesi Giyeleri

Saperon ve thiol rediiktaz, oksidaz ya da
izomeraz etkisi

Protein | Protein
(katlanmig) S (katlanmamig) SH ‘

Protein katlanmasi ve disiilfit bagi olusumu,

protein— protein etkilesimi

REDOKS HOMEOSTAZIS REDOKS SINYALI

Protein katlanmasi, ER redoks homeostazisi ve stres yaniti, Blylime faktori redoks

yaniti, Hiicre gogli, Koaglilasyon, immiin yanit, Hiicre yapismasi

Sekil 6.3. PD1A1’in bulundugu hiicre bolgeleri ve islevleri®
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Endoplasmin/Tumor rejection antigen gp96

94 kDa glucose-regulated protein olarak da adlandirilan bu protein hsp90 ailesine ait bir

heat shock proteinidir.

Daha 6nce bulgular kisminda da verilmis olan bar grafigine bakildiginda (Sekil 6.4), bu
saperon proteinin yogunlugunun ve siddetinin gostergesi olan densite degerlerinde kanserli
plazma hiirelerinin artisina bagl olarak 6nemli degisimler gézlenmektedir. 2. ve 3. grupta

Tumor rejection antigen gp96 densitesinde densitisente Onemli bir azalis meydana

gelmistir.
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Sekil 6.4: Endoplazminin gruplara gore densite degerlerinin karsilastiriimasi.

Tumor rejection antigen (Gp96), olduk¢a korunmus olan bir glikoproteindir. Genellikle
endoplazmik retikulumda(ER) bulunur ve saperon olarak protein katlanmalarindan
sorumludur. Bir¢ok antijenle de iliskili oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar; bu proteinin biiyiilk doku uygunluk kompleksi sinif-1-(MHC/ major
histocompatibility complex class I)kisitli antijen sunum yolagiminin bir parcast oldugunu
gostermistir. Antijenlerin gp96 tarafindan saperonlanmasi, MHC-1 peptitlerinin ER

limeninde olugmasini tetiklemektedir. Ayrica kansere 6zel- koruyucu T-hiicreleri(cancer-
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specific protective T cell immune response) yanitin1 da aktive ettigi bildirilmistir®™®. Tiim
bu aragtirmalar gp96’nin immiin sistem yanitinin olusmasinda kanser gelisiminin

engellenmesinde ¢ok 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir.

Multipl Miyelom’da bagisiklik sisteminin ¢okmesi, monoklonal protein ifadesinin artmasi
olgulari ¢ok sik ratlanan bulgulardir. Arastirmada bu protein ifadesinde tespit edilen azalis

bu bulgularin nedenlerinden biri olarak diistiniilmektedir.

Arastirma sonucunda iki Onemli sonug¢ iizerinde tartisilabilir. Birincisi bu proteinin
hastaliga bagli olarak degisimi, tantya yonelik bir parametre olarak kullanilabilirligini akla
getirmektedir. ikincisi ve ¢ok daha ©nemlisi Multipl myelom’un semptomlarmin
giderilmesinde iyilestirici bir ilag rolii de iistlenebilecegide gozardi edilmemelidir. Nitekim
cok yakin zamanlarda bu proteinin immiin sistemi aktive edip kansere yanit olusturucu

etkisi lizerine arastirmalar yaymlanmaya baslamstir®™®®’.

Marginal zone B and B1 cell specific protein(MZB1)

Plasma cell-induced resident ER protein(pERpl) ve Proapoptotic caspase adapter
protein(PACAP) ve HSPC190 olarakda bilinen bu protein Endoplazmik retikulumda

bulunan katlanmalardan sorumlu saperon proteinlerden biridir.

2011-Marginal zone B and B1 cell specific protein
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Sekil 6.5. MZBL1 proteinin gruplara gore densite degerlerinin karsilastirilmasi
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MZBI1 proteini BIP(Binding immunoglobulin protein/GRP78) saperon {initesinin bir
parcasidir. B hiicrelerinin plazma hiicrelerini degisimi sirasinda ifadesi artmaktadir®
Molekiiler saperon ve oksidorediiktaz olarak immiinoglobiilinlerin(Ig) yapiminda, 6zellikle
de IgM’nin yapimi ve salgilanmasinda rol almaktadir®™ ™. Apoptoz regiilasyonunda da
gorevlidir. Kalsiyum depo miktarin1 ve integrin aktivasyonunu etkileyerek Periferal B-

hiicrelerinin farklilasmasinda da rol almaktadir’

Aragtirmada bu proteinin hastalik derecesine bagli olarak 6nemli oranda arttig1 tespit
edildi. MZB1, B hiicrelerine 6zgiin multifonksiyonel bir proteindir, ifadesinin artmasi
antikor sentezinin arttifini ve hiicrenin degisime ugradigini gostermektedir. Normalde
antikor sentezinin artmasi ve B hiicrelerinin plazma hiicrelerine doniismesi periferal lenf
dokularinda bir enfeksiyon sirasinda olmasi gereken bir durumdur. Kemik iliginde bdyle
bir durumun gerceklesmesi kanserin habercisidir. Multipl Myelom’un 6nemli
bulgularindan olan, immiinoglobulin sentezinin bozulmasi, tek tip monoklonol protein
sentezi, B hiicrelerinin kemik iliginde plazma hiicrelerine doniismesi ve Ca*? miktarindaki
degisimleri iceren bulgularin hepsinin bir sekilde bu proteinli iliskili oldugu goriilmektedir.
Bu a¢idan MZB1 Multip Myelom kanserinin tani, gelisim ve tedavisinde ¢ok 6nemli rol
oynabilecek bir biyobelirteg olmaya adaydir. Sadece Multipl Myelom igin degil, diger tiim
lenfoid kokenli kanserlerde bu proteinin ifadesindeki degisikliklerin izlenmesi gereklidir.
Folikiiler limfoma(FL), Biiyiikk B hiicreli limfoma(DLBCL), Multipl Miyelom ve Akut
Miyeloid Lésemi (AML) gibi kanser tiirlerinde ifadesinin arttig1 tespit etilmistir’>. Sonug
olarak MZB1 proteinin fonksiyonlar1 goz Oniline alindigina B hiicresi ve plazma
hiicrelerinin anormalliklerinde 6nemli bir rol aldig1 goriilmektedir. Bu 6nemi nedeni ile

ilerde tedavi amacli kullaniminda hedef proteinlerden biri olacaktir.

ACTB-HUMAN, Actin, cytoplasmicl

Beta Aktin olarak bilinen ACTB insanda tanimlanan 6 farkli aktin izoformundan biridir.
Kas kokenli olmayan iki Aktin formundan birisi olan bu kasilma 6zelligine sahip koruyucu
sitoplazmik protein hiicre hareketliligi, hiirce yap1 ve biitiinliiglinde ©6nemli rol

almaktadir’>.
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2507-Aktin
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Sekil 6.6. Aktin’in gruplara gore densite degerlerinin karsilastirilmast

Arastirmamizda ileri seviye +20 grubunda Aktin seviyesinde 6énemli miktarda diisiis tespit
edildi(Sekil 6.6). Aktinin ifadesinin azalmasi hiicre hareketinin(motilite) ve gociiniin
azaldig1 anlamina gelmektedir. Bu durum Aktin’in, normalde kemik hiicresi iginde
bulunmayip periferal lenf dokulara gd¢ etmesi gereken plazma hiicrelerinin, hareket
kabiliyetlerini kaybederek kemik iliginde toplanmasinin etkenlerinden birisi olabilecegini
akla getirmektedir. Nitekim bir ¢ok arastirmada bu proteinin, hiicre gogilinde, hiicrelerin bir
arada bulunmasinda(adhesion), hiicre boliinmesinde ve bazi genlerin ifadesinin
kontroliinde rol aldigi bildirilmistir74'75’76. Bu arastirmalardan bir tanesinde Bunnel ve
arkadaglar’’ (2011), Aktin genleri susturulmus(knockout) fareler ile yaptiklar
caligmalarda, embryonik fibroblast hiicrelerinin gog¢ kabiliyetlerinin azaldigi ve ilave
olarak hiicre zar1 dinamikliginin azalarak hiicrelerin birbirlerine bagli kaldiklarini rapor
etmislerdir. AKtin’in hiicre motilitesi ve hiicreler arasi iliskideki rolleri gozoniine
alindiginda aktivitesinde azalma hiicrelerin bir araya gelip koloni seklinde yapilagsmaya
gitmesine sebep olacaktir. Bu ozelligi ile Multipl Miyelom’da ve diger kanser tiirlerinde

biyobelirte¢ olmaya aday bir proteindir.
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Thioredoxin domain-containing protein 5

Thioredoxin domain containing protein 5, thioredoksin domaini igeren protein ailesine ait
olan TXNDCS5 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Kanser gelisiminde etkili bir
proteindir. Akciger kanserinde ve endotelial hiicre kanserinde arttigi tespit edilmistir.
Temel olarak apoptozisi engelledigi i¢in kanser gelisimini tetikledigi ileri stiriilmiistir’®"®"®
Kanser hiicrelerinin gelisiminde en 6nemli faktorlerden biri apoptozisin engellenmesidir.
Kanser hiicreleri apoptozisi engellemek ¢esitli mekanizmalar kullanilmaktadirlar.
Bunlardan biri de TXNDCS5 proteinin ifadesinin artirilmasidir. Arastirmamizda +20
grubunda bu protein ifadesinin onemli miktarda arttiginin tespit edilmesi Multipl
Miyelom’da da bu mekanizmanin kullanildigimi gostermektedir. Apoptozisi inhibe edici

ozelligi ile bu proteinde biyobelirte¢ olmaya adaydir.

2508-Thioredoksin domain-containing protein 5
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Sekil 6.7. TXNDCS5 proteininin gruplara gore densite degerlerinin karsilastirilmasi
Peroksiredoksin-4 ve Bcl-2

PRDX4 geninden sentezlenen peroksiredoksin ailesine ait bir proteindir® ve stoplazmada
bulunur. Fonksiyonlarindan biri hidrojen peroksidi ve alkil hidroperoksidi suya ve alkole
indirgemektir®. Peroksiredoksin-1 ile baglantisi oldugu bilinmektedir. Temel gorevi

hiicredeki redoks reaksiyonlarini yiiriitmektir, antioksidan gorevi yapmaktadir ve ad1 ile
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iligkisi ~ buradan  gelmektedir. =~ NF-Kappa-B  adli  transkripsiyon  faktoriiniin
aktiflestirilmesinde diizenleyici rol oynar. Hiicre farklilasmasi sirasinda gegirilen
degisiklikler nedeniyle Endoplazmik retikulumda hidrojenperoksit {iretilir. Hiicrede
peroksit detoksifikasyonu olmadigi zaman hiicre oOliimii olabilecegi bilinmektedir.
Peroksiredoksin 4 bu detoksifikasyonu gerceklestirmektedir. Peroksiredoksin 1 ve 4
aktivitesi ile myelom hiicrelerindeki immunoglobulin zinciri sentezi arasinda iliski oldugu
bilinmektedir . Multipl Miyelom ve lenfomaya neden olabilecek immunoglobulin zinciri

tiretiminin peroksiredoxin sentezi kontrolii ile tedavi edilebilecegi diisiiniilmektedir®.
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Sekil 6.8. A) Peroksiredoksin proteinin gruplara gore densite degerlerinin degisimi, B)
Peroksiredoksin ve Bcl-2 proteininin gruplara gore densite degerlerinin degisimi
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Apoptosis regulator Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2)

18. kromozonda BCL2 geni tarafindan kodlanan bu protein hiicre 6liimiinii diizenleyen
BCL2 (B hiicresi lenfoma 2) ailesine ait bir diizenleyici proteindir. Bu gen ailesi, 14. ve
18 kromozamlar arasindaki trasnslokasyonunun folikiiler lenfoma kanserine neden olmasi
nedeni ile Bcl-2 olarak isimlendirilmistir. Yapilan ¢alismalarda, Bcl-2’nin, mitokondri zar1
gecirgenligini diizenleyip Stokrom C’nin sitoplazmaya gecisini azaltarak ve apoptosiz
aktivasyon faktorlerine (APAF-1) Dbaglanip onlar1 inhibe ederek, apoptozisi
(programlanmis  hiicre  6liimii) engelledigi  gosterilmistir®. Bcl-2  anti-apoptatik
(programlanmis hiicre Oliimiinii engelleyen) bir proteindir. Bcl-2 gen bolgesindeki
degisimler, Bcl-2 proteininin ifadesini artirmakta ve programlanmis hiicre olimi
baskilanmaktadir. Bu durum akciger, yumurtalik, deri, prostat, kronik lenfotik 16semi,

meme kanseri gibi birgok kanser tiiriinde tan1mlanm1$t1r84’85.

Arastirmamizda hastalik seviyesine bagli olarak ortaya ¢ikan ve en ileri seviye kabul
edilen +20 grubunda maksimum densiteye ulasan 3110 numarali protein kiimesinde Bcl-2
tespit edilmistir(Sekil 6.8B). Bu durum Bcl-2 proteininin hastaliga bagl olarak ortaya
ciktig1 ve arttigini gostermektedir. Daha 6ncede belirtildigi gibi bir ¢ok kanser tiiriinde bu
proteinin artiginin  kanserlesmede Onemli rol aldigi bildirilmistir. Multipl Miyelom
kanserinde de boyle bir durumun olmasi olagandir. Calismamizda saptandigi gibi Multipl
Miyelom’a bagl olarak ortaya ¢ikan ve ifadesi artan Bcl-2 plazma hiicrelerinde apoptosizi
engeleyerek kanserli hiicrelerin hayatta kalmasina neden olmaktadir. Bu protein diger
kanser hastaliklarinda oldugu gibi Multipl Miyelom’da da biyobelirteg olarak
kullanilabilir, 6zellikle bu protein artisinin inhibe edilmesi kanserin gerilemesine neden
olabilecektir. Nitekim Multipl Miyelom ile ilgili ¢aligmalar 2000°1i yillardan itibaren
baglamigtir. Calismalarda uygun maddeler ile Bcl-2 ifadesinin artirilmasinin ya da inhibe
edilmesinin kanser hiicrelerinin gelisiminde ve tedaviye yanitinda donemli etkileri oldugu

bildirilmistir®®®" %,

Miyeloblastin, Leukocyte proteinase 3

Lokosit proteinaz 3 ve Notrofil proteinaz 4 olarak da isimlendirilen bu protein
19.kromozon iizerinde bulunan ve 5 ekzon iceren gen bdlgesinden iiretilen bir serin

proteinazdir. Ik kez insan 18semi hiicre hatt1 olan HL-60(human leukemia cell line HL-60
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cell) hiicre hattinda tanimlanmustir®™. Bu enzimle ilgili 6zelikle myeloid kékenli hiicre

gruplart ile yapilan bir ¢ok arastirma bulunmaktadir.

Kantari ve arkadagslari®™ (2007) bu proteinin nétrofil azurofilik graniillerinde bulundugunu,
sentezinin artirilarak hiicre zarindaki bazi proteinlerle etkilestiginde hiicrenin apoptozise
girmesini engelledigini ayn1 zamanda makrofajlarin fagositoz yeteneklerini diisiirdiigiini

bildirmislerdir. Ayrica bu proteinin ifadesinin artmasinin bazi hiicre gruplarinin

89,91

farklilasmasin1 ve olgunlasmasint hizlandirdigi da bildirilmistir Bunlar disinda

interlekiin 2 ve 18 proteininin bioaktif forma doniismesinde ve TNF-o’nin ayrilmasinda

gorev aldigini gdsteren calismalarda vardir™>®,

8110-Miyeloblastin
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*P< 0.05, *P<0.05
Sekil 6.9. Myeloblastin proteinin gruplara gére densite degerlerinin degisimi

Bu protein her ne kadar myeloid kokenli hiicrelerde tanimlanmis olsa da arastirmamizda
Lenfoid kokenli olan plazma hiicrelerinde de bu proteinin ifade edildigini ve ifadesinde
+20 grubunda Onemli miktarda bir artis oldugunu tespit ettik. Myeloid kokenli hiicre
kanserlerinde asir1 ifadesinin apoptosizi engelledigi, fagositoz yetenegini diisiirdiigii ve
farklilasmay1 hizlandirdigr goéz Oniine alinirsa, plazma hiicresi kanserinde de artisinin
benzer sebeplerle etkili oldugu diisiiniilebilir. Ozellikle kemik iliginde, B hiicrelerinin
plazma hiicrelerine farklilasmasi ve kanserlesmis plazma hiicrelerinin diger immiin sistem

hiicreleri tarafinda fagosite edilememesi bu enzimin artisi ile iligskilendirilebilir. Ayrica bu
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enzimin indiikledigi interlekiin ve TNF-a seviyesindeki degisimlerde Multipl Miyelom’da

onemli yer tutmaktadir.
6.2 FT-IR

FT-IR ile yapilan idrar analizlerinde gruplar arasi ¢ok Onemli farklar saptanmistir. Bu
farkliliklar spektrum iizerinde 5 ayr1 bolgede gdsterilmistir(Seki 5.56). Ozellikle 1. ve
3.bolgedeki piklerin hastaliga bagli olarak farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Bu
nedenle 1. ve 3. bolge deki(Sekil 5.57 ve 5.58) sinyallerin alan ve intensite farklarina
bakilmis ve spektrumlardaki farklarin taniya yonelik olarak kullanilip kullanilamayacagi
ile ilgili yeni bir yontem gelistirilmeye calisilmistir. 3.bolge Amid I bolgesi olarak bilinir
ve bu boélgenin biiyilk oranda proteinlerin peptit baginda bulunan C=0 bagindan
kaynaklandig1 tespit edilmistir. Ancak idrarda bu bolgede kristallerin etkisininde oldugu
tespit edilmistir. 3436 ve 1622 piki biiylikk oranda kalsiyum mono okzalat(COM)
kristalinde bulunan C=0 baglarindan kaynaklanmaktad1rg4.

Analizlerde klasik yontemlerden olan bir bdlgedeki alan hesaplamalari, ya da sinyal
insentisi degerlerinin diger gruplar ile karsilagtirllip farkin bulunmasi islemleri
yapilmamistir. Clinkii intensite degerleri tamamen 6l¢limii yapilan maddenin nemi, miktari
ve yogunlugu ile ilgilidir. Ol¢iimii yapilan maddeler tamamen esit miktarda, esit nemde ya
da esit konsantrasyon da olmalidir, en ufak bir fark intensite farki olarak yansimaktadir ki
dogal olarak bu fark analiz sonuglarinda yanlis yonlendirmelere sebep olmaktadir. Bu
nedenle bu tir klasik yontem analizlerinden vazgecilmis daha bilimsel bir yontem
uygulanmistir. Oncelikle grup iginde &nemli farklilik gdsteren sinyaller birbirine
oranlanmig ve daha sonra bu oranlarin gruplar arasi degisimine bakilmistir ki son
zamanlarda literatiirde de bu tiir ¢alismalarin oldugu goériilmektedir. Oranlama da alan ve

intensite degeri olmak iizere iki kriter kullanilmistir.

Birinci bolgedeki 3436 ve 3341 dalga numarali piklerin birlesim yerinden yatay olarak
gecen cizgi taban olarak kabul edilmis ve piklerin alanlar1 ile bu taban ¢izgiden pik
tepesine giden ylikseklik intensitileri hesaplanmistir. Ayni sekilde 3. bolgedeki 1599 ve
1624 dalga sayili piklerinde benzer sekilde alan yiikseklik intensitileri
hesaplanmistir(Cizelge 5.3 ve 5.4). Daha sonra birinci bolgedeki pikler 3436/3341 ve

ticiincii bolgedeki pikler ise 1599/1624 olacak sekilde oranlanmig, oran alan ve intensiti
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degerleri ayr1 ayri belirlenerek gruplara gore degisimleri saptanmistir(Cizelge 5.5 ve 5.6).
Son olarak Cizelge 5.7’da bu oranlar ile olusturulmus tani araliklart verilmistir. Bu
araliklar gruplarin intensite oranlarinin birbirine uzakliginin aritmetik ortalamasi alinarak
olusturulmustur. Belirlenen bu tani araliklarina gore kor olarak calisilan 3 6rnek

tanimlanmaya calisilmistir.

Kor olarak c¢alisilan 6rneklerin sinyal intensite ve alan oranlart belirlenmis hangi grup
araliklaria girdikleri saptanmistir(Cizelge 5.8 ve 5.9) . 49 numarali 6rnek hem alan,
hemde intensiti araligina gére Multipl Miyelom olarak goziikmektedir. 50 numarali 6rnek
ise 1.bolge sinyal oranlarina gore MGUS, 3.bolge sinyal oranlarima gore kontrol
kriterlerine uymaktadir. Son olarak 66 numarali 6rnek ise saglikli birey olarak tespit
edilmistir. Hastalarin 6rnek alim tarihindeki gercek tanilar1 Cizelge 5.10°da belirtilmistir.
Her 3 hastanin durumuda dogru olarak teshis edilebilmistir. Ozellikle 66 numarali 6rnek
hangi asamada oldugu bilgisi verilmeyen hasta olarak gonderildigi halde kontrol yani
saglikli birey olarak tespit edilmistir. Aslinda bireyin iyilestigi bir remisyon déneminde
oldugu daha sonradan bildirilmistir. Bu durum bu tanit yonteminin kullanilabilirligini
gostermektedir. Ancak dogal olarak birkag¢ ornek ile yapilan denemeler yetersizdir, ¢ok
daha fazla Ornek sayisi tekrarlanmasi gerekmektedir. Arastirma genisletilerek devam

etmektedir.

Calismada belirlenen bu tani araliklarinin hastalik seyrinde de basarili olup olmadigi 2 ayri
hastanin farkli zamanda alinan Ornekleri ile test edilmistir. Yontemin hastaligin seyri ile
ilgili bilgi verip vermeyecegini kontrol etmek i¢in 03 ve 10 numarali Ornekler
kullanilmistir.  Bu orneklerin gelis tarihlerine gore olusturulmus genel spectrum
karsilastirmalar1 ve sinyal oranlar1 yontemi ile teshisleri Sekil 5.59 ve 5.60°da verilmistir.
Kesin tanist MGUS olan 10 numarali 6rnek diizenli araliklarla kontrol edilmektedir.
Calisma da ilk analiz edilen 10 numarali 6rnegin (kasim ay1 6rnegi) SMM kriterlerine
uydugu saptanmistir. Daha sonra alinan ayni hastaya ait ikinci numunenin(nisan ay1
Ornegi) sinyal oranlari ise MM kriterleri i¢inde bulunmustur. Her iki durumda da bu
calismada belirlenen yontemin tanisinin, kesin taniya uymadigi diisiiniilmiistiir. Ancak
yakin zamanda hastanin arttk SMM olarak izlenmeye baslandig1 bildirilmistir ki bu durum
yontemin aylar onceden hastalik seyrini bildirme ihtimalinin oldugunu diistindiirmektedir.
Benzer bir tan1 karsilagtirmas1 03 kodlu 6rneklerde de yapilmistir. Ayni hastadan 3 farkh

zamanda alinmis idrar Orneklerinin FT-IR genel spektrum karsilagtirmalart da Sekil
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5.60’da verilmistir. Aralik 2011 sonunda yeni tan1 olarak bildirilen ve ilk 6rneginin analizi
uyumlu sonug veren bu hastanin, yaklasik ikiger ay ara ile alinan ikinci 6rneginde saglikli
birey kriterlerine uydugu, sonraki drnekte ise tekrar MM durumuna dondiigii belirlenmistir.
Bu durum hastanin tedaviye hizli yanit verdigini gostermektedir. Hastane verilerine gore
ise hasta tedaviye yanit vermis ancak kismi bir iylesme goriilmiis ve sonrada otolog kemik

iligi nakli yapilmistir.

FTIR c¢alismasinda idrar disinda serum Ornekleri analizi de yapilmistir. Serum
calismalarinda gruplarin spektrumlart benzer bulunmustur (Sekil 5.54), sadece Amid |
bolgesinin (1700-1600 cm-1) alt yap1 analizi sonucu protein ikincil yapilarinda degisiklik
saptanmustir. Ikincil yapilar ve ilgili sinyaller(pik, bant) Sekil 5.55’te verilmistir. Amid I
bolgesi canli materyallerde biiyiik oranda proteinlerden kaynaklanan sinyalleri ifade eder
ve proteinlerin peptid baginda bulunan C=0O bagindan kaynaklanir. Bu bolgedeki
altyapilarin neleri ifade ettikleri ise Cizelge 5.2°de verilmistir ve goriildiigii gibi alfa sarmal
yapidan random koil(rastgele-diizensiz) yapt ve beta yaprak yapiya bir kayma
gozlenmektedir. Bu durum monoklonal protein ifadesini bir gostergesi olabilir. Normal
plazma hiicreleri bagisiklik sisteminde rol oynayan diisiik molekiil agirlik ¢ok farkli sayida
protein (antikor) salgilarlar, ancak kanserlesmis olanlarda genelde tektip bir protein yogun
olarak salgilanir.  Multipl Miyelom’un en O6nemli belirtilerinden biri monoklonal
proteinler, paraprotein, bence jones proteinleri gibi degisik isimlerde alabilirler. Bu
proteinlerin altyapilarinda beta yaprak ve rastgele sarim yapisinin onemli yer tuttugu
bilinmektedir. Caligmadaki betayaprak ve rondom koil yapidaki artma bu durumun

gostergesi olarak ifade edilebilir.

Arastirmada, idrar ve serum Ornekleri kullanilarak FT-IR cihazinda MM tanisinin
konulabilme olasiligimin varhigim géstermektedir. Ozellikle serum drnekleri ¢alismasindaki
betayaprak ve rastgele sarim yapisinin artmasi monoklonal protein ifadesinin artigini
gostermektedir ve bu ozelligi ile 6nemli bir biyobelirte¢ olmaya adaydir. Ancak tez
kapsaminda yapilan calismalar igerdigi birey sayisi agisindan sadece bir Oncalisma
niteligindedir ve yontemin ger¢ek anlamda sinanmasi igin yiizlerce Ornege ihtiyag

duyulmaktadir.
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6.3 Tartisma ve Sonuc Ozet

Proteomik c¢alismalarda hastaliga bagli olarak tespit edilen proteinlerin biiyiik kismi
saperon Ozelikte olup ER stresi ile iligkilidir ve ayn1 zamanda apoptosiz yolunu inhibe
edici ozellikleri de bulunmaktadir (Cizelge 6.1). Bu agidan ileride tan1 ve tedavide hedef

protein konumunda olabileceklerdir.

Cizelge 6.1. Tespit edilen proteinlerin fonksiyonlar1 ve bulunduklar1 kiimelerin densite
degisimleri®

Fonksiyonlari
2 -
N N -
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—_— - > <
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S s = gt = =
S c E g S 3 S >3
€ T 5 e a2 s &~ L=
5 cT2 | 3| 2| % | 2%
v xS < S o | =2
Kalretikulin 19p13.2 + + +
PD1A1 179253 +
Endoplazmin 12923.3 + + +
MZB1 5q31.2 + + + + +
Aktin 7p22.1 +
TXND5 6p24.3 + +
Peroksiredoksin -4 Xp22.11 +
Apoptosiz regulator Bel-2 18921.33 + + +
Miyeloblastin 19p13.3 +

Endoplazmik retikulumun en onemli gorevi proteinlerin dogru katlanmasinin
saglanmasidir. Plazma hiicreleri gibi ¢ok miktarda protein sentezleyen hiicrelerde 6zellikle
ER kapasitesini agan miktarlarda protein sentezlenmesi liimende katlanmamis ya da yanlis
katlanmis protein birikimini artirmaktadir ve bu durum ER stresi olarak
isimlendirilmektedir. ER stresi hiicre igerisinde olustuktan sonra hiicrenin hayati
fonksiyonlarimi devam ettirebilmesi i¢in katlanmamis protein cevabi (UPR) adi verilen
sinyal yolaklar1 devreye girmektedir. Bu sinyal yolaklarin Protein kinaz RNA (PKR)
benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii (ATF6), inozitol gerektiren
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kinaz 1 (IRE1) yolaklaridir. Bu {i¢ yolak ER stresini engellemekte yetersiz kalir ise normal
olarak hiicre apoptosize gimektedir. Ancak kanser hiicreleri bir sekilde ER stesinin
istesinden gelmekte ve apoptotik yolun ¢alismasinin engellemektedir. Calismada tespit
edilen proteinlerin ¢ogunlugunun protein katlanmasinda ve apoptosizin engellenmesinde
rol olmasi, kanserlesmis plazma hiicrelerinin bu proteinlerin sentezini regiile ederek ER
stresinin {istesinden geldigini ve apoptosize gitmekten kurtuldugunu gostermektedir.
Ozellikle MZB1 proteini Multipl Miyelom’da hayatsal bir rol almaktadir. B hiicrelerinin
plazma hiicrelerine doniistimii, kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesi, adhezyon
proteinlerinin ifadesinin artisi, immiinogloblinlerin sentezi ve sekresyonu, apoptozisin
inhibasyonu gibi tiim kritik olgularda rol almaktadir. Bunun disinda diger bir kanser
belirteci olan Bcl-2’nin Multipl Miyelom’da artis gosterdigini tespit edilmistir. Bu protein
apoptozisi engellemedeki rolii nedeni ile zaten Multipl Miyelom’unda dahil oldugu bir ¢ok

kanser tiirtinde tedaviye yonelik arastirmalarda hedef proteindir.

Arastirmanm FT-IR asamasinda da hizli ve ucuz bir tan1 yontemi olarak kullanilabilecek
belirte¢ ve yontemler tanimlanmaya ¢aligildi. Serum 6rneklerinde protein alt yapilarindan
betayaprak ve rastgele sarim yapisinin arttigi tespit edildi. Bu bolge kandaki monoklonol
protein artisin1 gostermektedir ve monoklonal protein ifadesinin oldugu hastalarda taniya
yonelik kullanilabilir. idrarda ise 6zellikle kalsiyum artigina bagl olarak olusan sinyalerin

taniya yonelik kullanilabilirligi gosterildi.
Arastirmanin sonuglar1 agagida 6zet olarak siralanmaistir.

v MM hastalig1 ile ilgili proteomik c¢aligmalar da kullanilacak yeni yontemler
gelistirildi

v" Tiirkiye’deki MM hastalarinin plazma hiicrelerine ait protein profileri belirlendi

v Multipl Miyelom hastaliginin tanisi, gelisimi ve tedavisinde biyobelirteg olarak rol
oynayabilecek 9 tane protein tanimlandi

v FTIR teknigi, ilk defa bu kadar geni¢ 6lgekli olarak MM kanserinin incelenmesinde

kullanildi ve tanida kullanilmaya aday biyeobelirteg ve yontemler tespit edildi.
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dose-dependant manner in both ME-5 and BMSCs, as analyzed by Westemn
blotting and corfirmed by measuning SOF-1 concentrations in the 3-day culture
supematants of the cella. In line with these resulls, the supematants from bofe-
zomib-treated MS-5 cells induced MOTe call chemotaxis ko & much kower extent
compared with nor-reated calls. MS-5 call monalayers were treated with bofe-
zomib for 24 h, washed, and then overiaid with RPMIB226 calls. The migration
of RPMIS226 celis under the monolayer was checked 24 h later, and the num-
ber of cobblestone aress was checked 5 days later. Both were reduced signif-
Icantly in the bortezomib-trested compared with the non-treated
rmonolayers, indicating that bortezomib-induced downreguiation of SDF-1 was
functionally active in vitro. Conclusions. Bortezomib affects not only myeloma
cells but alzo BMSCa. Most notably, it downregulates the expresaion and pro-
duction of SOF-1 in the cells imespective of the presence of mysloma.
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HEAVY/LIGHT CHAIN (HLC) NEPHOLOMETERIC ASSAYS EFFECTIVELY
MONITORS OLIGOSECRETORY MULTIFLE MYELOMA PATIENTS WHO
CANNOT BE MEASURED BY OTHER SEROLOGICAL MARKERS

H Ludwig!, P Young?, L Mirbahai?, N Zojer?, D Milosavijevic®, W Hibl4,
S Harding?

Tiheiminenspital, Wien, Austria

2The Binding Site Group Lid, Birmingham, United Kingdom
IWilhelminenspital/Department of Medicine | { Center for Oncology and
Hematobogy, Vienna, Ausins

4gdineiminenhoapitsl | Central Laboratony {with bloodbank), Vienna, Austria

Background. Effecthe monitoning of multiple myeloma (MM) patents enablas
phyalclans o aocurately assess patent's responses o therapy and make tme-
ly decisions reganding restment changes. Approximately 1% of MM patienis
are oligosecretony, defined as less than 10giL monoclonal iImmunoglooulin.
Maonitoring these patients wsing standard slectrophoretic technigues repre-
senis a significant challenge. The introduction of the polyclonal serum fres Bght
chain (FLC) test (Freslitefl) has improved the abiity to monitor these patients
and intemnational guidelines now recommend their use when =100mg/L FLC
can be messured at presentation. Howsver, in & small subset of patient's FLC
testing s of limited utlity. Here we sssess the utility of novel Igak |/ IgAl neph-
elometic iImmunoassays and comment on their utility in oligosecretory patients.
Alms. To assess the utility of HLC IgA measurements to monitor patients with
la& oligosecratory M. Methods. HLC and FLC assays were performed ret-
rospectively on stored sera from 11 oligo-MM patients (5 lgAk and 6 1gAl)L
Fabents were foliwed from start of therapy and monitored In regular intervals
during the course of ther disease. Results. 511 IgA oligo-MM patents had
IFLC =100mgiL at presentation (median 208mg/L, range 125-6700mg/L); each
patient achieved a partial response (PR, =50% reduction FLC concentrations).
611 IgA patients had IFLC<100mg/L at presentation (median 32mgiL, range
16-5Tmey/L); &ll & of these patients had an abnomnal HLE ratio at presentation.
Owerall, changes in HLC ratios were in accordance with the dinical assessment
during patient monitoring. 56 patients responded to therapy, at maximum
response 3 patients achieved a PR, 1 patient achieved a very good partial
response (VGEPR) and 1 patient achieved a near complete response (nCR) In
each case the HLC kA ratio reduced but remained abnormal. The remaining
patients faled to respond to therapy, and maintained & stable, abnormal HLC
ratio throwghout monitoning. In 3/6 patients (2 gAk | 1 IgAl), increasingly abnor-
mal HLC ratios dentfied disease progreasion before elther an Increase in mon-
odonal proteins was identifiable by SPE (median: 195 days. range 104-445
daya). One lghk patient achieved & VEPR after 284 days; the response was
maintained for 168 days before a relapse was identfied by a 101% Increase
In monoclonal mmunoglobulin. Incresses in the HLC rabio indicated a relapse
after 340 days, 112 days sarlier than the traditonal assessment. The patient
responded to second line therapy and achisved & sacond VEPR after 601
days. Agaln increasingly abnormal HLC ratio identfied & second relapse 104
days earlier than raditional assessment confirmed progression. In a second
IgAk patient achieved & PR after 1941 days and increasingly abnommal HLC
ratio ientified relapse after 2341 days, 445 days before dinical assessments.
Finally, in 1 IgAl patient who initial fallad to respond to therapy, achieved a PR
after 510 days. An incfeass inthe patient's HLC ratio after 560 days indicated
disease progression, 120 days before dinical assesaments. Concluslons.
HLC analysis allows the sensitve detection of monoclonal protein in oligose-
cretory MM patients. This sensitivity |s & reflection of both the tumor produc-

‘tion and sotype matched suppression and may ad in oligosecretory patient
menitoring.

592 | hasmatologica | 2012; 97(s1)

1488

ANALYSIS OF SERUM LEVELS OF THYMIDINE KINASE IN MONOCLONAL
GAMMOPATHY OF UNDETERMINED SIGNIFICANCE AND MULTIPLE
MYELOMA COMPARISON WITH IMAGING Methods 29MTC-MIBI
SCINTIGRAPHY AND 18F-FDG PETICT

o Bacoveky
University Hospital Dlomouc, Olomouc, Czech Republic

Background. Proliferation & a independent prognostic factor and target for sk
adapied treatment in multiple myeloma. Increased activity of thymidine kinase
in senum |s associated with higher proiferation rate in hemastological malig-
nancies. The imaging methods as 99mTe-MIBl scintigraphy or 18F-FDG
PETICT can Imagine active myeloma lesions and their positivity i3 negative
prognostic factor. Materlals and MethodsThe anshyzed group of 51 patients
consisted of 14 (27 5%) individuals with monoconal gammopathy of undeter-
mined significance (MGUS) and 37 (T2,5%) patients with multiple myeloma
(MM There were 25 fernale (49%) 8 26 male (51%) in the group. The aver-
&0 808 Inthe group was &3 years. Thymidine kinass (TK) in serum was eval-
wated by TH REA and TK ‘the novel technigue’ \We analyzed comelation of
semm TK with ochemical markers reflecting activity of multiple mysloma
(MM). e g. B2M, LDH, free light chaina ratio: kappafambda KIL, infilration of
beone marrow by plesma cells (M. b). The imaging methods as MIBI or PETICT
which Imagine active mysloma lesions were done at the time of diagnosis in
30 patients. Results. We found & strong positive comelation between TH val-
wes by TE REA and TK ‘the novel technigue’{r=0,822). After exirems values
were excluded, the comelation coefficient r=0,787. There was clear comelation
of serum thymiding kinase with blochemical markers reflecting activity of mul-
tiple mystoma (MM), &. g. B2M, LDH, free light chains ratio: kappallambda KL,
infiltration of bone mamow by plasma cells (P b). Comrelation TH ‘the novel
technique’ vs. B2M. LDH. KL, P1. b. TR REA - positive comelation of medium
strength with B2M (r=0,527) and LOH {r=0,553). TK ‘the novel technigus’ -
positive correlation of medium strength with B2M (r=0.458), LDH (r=0,573) and
weak i positive comelation of medium strength with PI. b. (r=0,388). Mann-
‘Whitney U test showed at the group of patients with MM (stage |, Il or (1} sig-
nificantly higher values of TH REA and TK ‘the novel technigue’in comparntson
1o patients in stage MGUS. Median T REA was 6,0 at MGUS, reap. 9.5 at MM
{p=0,004), median TH ‘the novel technigue’ was 27,8 at MGUS, resp. 135,9 8t
MM (p = 0.008). Imaging methods MIE| or PETICT were positive in 13 patients,
and negatve in T patients. Incressed levels of serum thymiding kinase were
observed in MIBI or FET/CT positive patients, but comelation did not reached
significance level. TH ‘the novel technigue’ va. PETICT, MIBI (0=negative / 1
of 2 =positive) (without extrerne values of TK ‘the novel technigque’ Mann-Whit-
mey U test did not show significant difference in values of TK REA or TK ‘the
mowvel technique’ between group of patients with positive and negative PET,
MIE| result (p=0.501, resp. p=0_288). AUC = 0,775 - it means TK ‘the novel
technique’ could be used as a predictor for multipls myeloma. Coencluslons.
Statistical analyss revealed significant comelation between ssmum levels of
thymidine kinsse and LDH and B2M. Increased levels of serum thymiding
kinase were observed in MIBI or PETICT positive patients, but cormelation did
not reached significance level. Supported by grant IGA MZ CR NT 12215
42011,
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A FOURIER TRAMSFORM INFRARED SPECTROSCOPIC INVESTIGA-
TIONS OM THE MOLECULAR PROFILING OF MULTIPLE MYELOMA

B Ayhanl, K Dalva2, 5 lpek2, D Ozu2, A Ugurbilgin?, M OzenZ, D Ozel
Demiralp?, M Baksach

1Ankara university Biotechnology Institute, Ankara, Turkey

Zankara University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey

3Seleuk University Meram Medical School, Ankara, Turkey, Ankara, Turkey
*ankara University-Biotechnology Inatitute, Ankars, Turkey

Sankara University Faculty of Medicine, Ankara, Turkey, Ankara, Turkey

Background. In the past several years, multiple recuming translocations, dele-
tions and amplifications heve been defined and mapped to the sariest stages
of the developing MM clone. However gene expression profiling using SNPs
nave identified further abnormalites defining multiple clusters. Despits of all
these efforts the molecular pathogenssis s stll undsar. A complementary
approach to the study of gene expresalon profiling is proteomic and maokecular
profiling. Founler Tranaform Infrared (FT-IR) spectroscopy s &8 widely used and
prefemed method of infrared apectroscopy due tothelr speed and senaltivity for
molecular profiing. With FT-IR, a complete molecular diversity of the
samples(all types of onganic and many types of inorganic compound) can be
studied comparatively with a knowledge of the ongins of the peaks(such as
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lipids, protelns.carbohydrates nuclelc adds etc) and also the amount of the
particular compounds, secondary-structures of proteins, post-ransiational mod-
Ifications and protein-protein interactions can be determined. Alms. The aim of
this study Is to achieve molecular characterization of biomolscules in MM by
using FT-IR spectroscopy and chuster analyais. Methods. Study group consist-
ed of 6-MM, 4- monodonal gammopathy of unknown significance (MGUS), 4-
smaldering multiple myeloma(ShM) patients and 2-healthy controls who were
selectad from Ankara University of Hematology. Infraned spectra
wene obtained by Bruker-Tensor-27-FT-IR{Bruker-Optics, GmbH, Germany).
Spectras from urine samples recorded In the mid-infrared-region. betwesn
3B00-850 em*! wave numbers and interferograms were accumulated for 32
scang at 4-cm-1 resolution at 22°C in the single-bounce-ATR mode. All data col-
lection, manipulation and analyses were performed by OPUS software|Bruker
Optics). Results. According to our results, there are S-significant peaks in FT-
IR spectra of M. SMM. MGUS and control samples (Figure 14). it has besn
found out that abaolute intenaity of peaks were decreased in MM group com-
pared to others groups. Second derivatives of absorbance spectra were calos-
lated using Savitzky-Golay skgorithm with S-smoothing points. Relative inten-
sity values of second derivative peaks in the Amid-lregion{1700-1500cm)
which were obtained by sutomated peak-ploking were used to comparne protein
secondary strechures (Figure-1C). Relative intensity of peaks in MM group wens
found to be decressed in 1680cmr! and increased in 1650cm-1 compared to oth-
er groups (Figure-10). Thess regons are known to represent C=0 bonds in
secondary structures of proteins. Cluster anafysis(hierarchical dustering) was
camied out by OFUS software and the results demonstrated two significant
separation betwean MM, and SMM, MGUS and control groups (Figure-1B) and
found to be dustersd together as expected in normal diagnostic outcomeas. Our
preliminary findings show that FT-IR ia feasible and replicable. During the con-
gress companson of findings between active-MM, SMM, MGUS and controls
will be presented with protein profle datas. Concluslons. The current molec-
ular technologles such as proteomics and modecular profiling are under devel-
opment and Is may be the reason why there i3 only one report on proteomics
In MBAMicallef et al-2010). The advantsges of overcoming the problem of
uncoded genstic abemations or inhibition by micro-RMNAs and lesding to direct
measurement of proteins in quantity as well a5 demonstration of chermical struc-
tural changes may enhance the robs of this technology in MM whare secretory
proteing and cytokines are essential elements.
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EARLY B LYMPHOPOIESIS IN BOME MARROW 15 SUPPRESSED WITH
MULTIPLE MYELOMA PROGRESSION

M lchil!, K Oritand, ¥ Habuchi1, H Sata’, T Masda, P KincadeZ, ¥ Kanakura!
10zaka University Graduate School of Medidne, Osaka, Japan
20klahoma Madical Reseanch Foundation, . Okdshoma, United States of Amedca

Background. Detaled analysis of lymphold lineage subsets (8 helpfd for eval-
uation of immune states. We previowsly described subpopulations of CD34~
early lymphocyte progenitors in mamrow that differ in CO10 expression. CO10
Intensity cometated well with ability to prolferate in vitro and with lyrmphokd-lin-
eage gens expression. In addition, CO34+ CO10M and CO34+ COM0L pop-
ulationg had unigue pattens depending on ther sowces; cord biood, bone

Amsterdam, the Netherlands, June 14 - 17, 2012

marrow (BM) and G-CSF moblized peripheral blood. We have now analyzed
other B-ymphocyte precursors, collectively termed hematogones. Thelr num-
s are known to vary in hematobogical malignancy, mamow regeneration and
immunodeficiency. Our CD34% CO10* subpopulations in part overlapped with
aarly stage hematogones. Althaugh it might have clinizal relevance, levels of
nematgones in multiple mysboma (M) patients are poorly understond due to
the difficulty In distinguishing them from MM cells. Alms. To evaluste percent-
ages of hematogones In MM patients using multi-color flow cytometry and to
study the association with disease charactenstics. Methods. BM samples were
collected after infomned consent, uaing protocols approved by the Investigation-
&l Review Board of Osaka University Hospital. Samples from patients with
measurable MM calls, after an interval of more than 2 mantha from the last
chematherapy or 1. § years after high-dose chemotherapy with suto PBSCT,
were iImmunophenotyped by S-color (CD34/C038/CD10/CD20/CDA5) fow-
cytometric analysis. Hematogones were dvided into 4 maturation stages:
COD34+ CD10Y stage 1, CD34- CD10H CD20- stage 2-1. CD34- CD10Low
CO20Lo% giage 2-2 and CO34° COM0- CO20M stage 3. We sought comelations
with age, percentages of MM calia in BM, albuemin, B2rmicroglobulin (B2M), cre-
atinine and hemoglobin. p values < . 05 were considered to be significant.
Results. Thers were 10 patients aged 52 to 78 years. Eleven wers nawly diag-
nosed, and 5 received high-dose chemotherapy following auto PESCT. MM
cels were dearly detected with CO38, CD20 and CO45 Intensities, and percent-
ages determined by flow cytometric analysis were consistent with thoss from
microscopic evaleation. This iscdation strategy made us possible to study nor-
mal lymphopoiesis in MM patients. Age. slbumin, crestinine and hemaglobin
showeed no significant relevance. Howsver, with hikgh B28 (= 3. 5 mg/dl)
nad significantty kower percentages of stage 1. 2-1 and 3 hematogones, while
mature lymphocyte counts in peripheral blood were not associated. The same
was true for untrested patients. The burden of MM cells (=30% in BM) slao
affected the distribution amang hematogone stages. Percentages of CD34*
CO38° hematopoletic stem cells and CO34™ COAE™ hematopoletic progenitor
cells did not show any comelation with B2M or tumor mass, indicating that the
suppression of eary hematopoleals in MM i mphoid lineage restnicted. Sum-
mary and Concluslons. Mot studles concaming Impalrments In cellular and
hmioral imemunity in MM focused on regulation of mature lymphocyte function.
‘We now show that early stages in normal B lymphopolesis are suppressed in
my=homa BM. In addition, there was & negative comelation betwesn hemato-
gones and the prognostic factor, B2M. Our shudy suggests that BM hematogone
percentages may be useful for predicting MM patient outconme.
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PROTEASOME 205 CONCENTRATION IN NEWLY DIAGNOSED MULTIPLE
MYELOMA PATIENTS

A Hostur, & Kulezynska, M Galar, J Kloczko

Medical University of Balystok, Blalystok, Poland

Background. The proteasoms (s a mulicatalytic complex found in all eukany-
ofic cells. It s responsible for the degradsation of many proteins which take part
in call development. During rapid cell tumover and growth protessomes are
rebeased Into the croulstion and they can be messured in plasma by enzyme-
linked immunoatsorbent assay (ELISA) techniques. Abnormally high level of
proteasomeas has been observed n leukemias, multiple myeloma and some sol-
ud tumaors. Moreover, the concenfration of circulating proteasome comelates
with the disease state, and may have prognostic significance. Alms. The aim
of our study was the assessment of the proteasoms 205 concentration in the
pleama of patents with newly diagnosed multiple myeloma (M), Materdals
and Methods. The atudy Induded 30 patients with newly diagnossd MM (14
females, 16 men; mean age. 67 3 years) and 15 haalthy subjects (T females,
8 men; mean age, 65. ¥ years). The patients were followed-up in the Depart-
ment of Hematohogy at the Medical University of Blalystok, Poland. A8 patients
were divided into three groups based on international staging system (I55)
three patients at 1st stage, ten patlents at 2nd stage and seventeen at 3rd
stage. Approval for this study was obtained from the Local Ethic Committes. The
concentration of probeasome 205 in the plasma wes assayed using commer-
clal test (205265 proteasoms ELISA Kit, Enzo Life Sciencesz). Statistical analy-
sz was done wsing Shapro-Wilk, Mann-Whitney and Spearman's tests. The
statistical significance of the measured differences wes determined using an
slpha index of 0. 05. Results. Proteasomse 205 concentration was significant-
Iy elevated n the patients with MM in comparison 1o healthy subjects (6. 6324,
Slpgimi va 3. 0441, 34pgimi, p=0. 004). Statistically significant comelations
were found between proteasome 208 and albumin concentrations as well a3
between proteasome 205 concentration and senuem LDH activity, but no come-
Latiom was found between proteasome 205 and f2-microglobulin concentrations
{p=0. 64). The higheat leval of protessome 205 was observed &t 3nd stage of
155 score and the lowest &t 1st stage. Conclusions. Cur results confirm reports
ahout increased concentrations of proteasome 205 in plasma of patients with
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kemilk iliginde kemik formasyonu ad: verilen mezenkimal
kik hiicrelerin ostecblastlara farkhlagmas ve osteoklas-
tik aktivite sonucu olusan kemik yilam bir denge halin-
dedir. MM hicreleri ise bu dengeyi cesitli inhibitor fakitar-
ler salplayarak bozmaktadirlar. Buna ek olarak yamlan
klinik calismalarda MM hastalaninda alkalen fosfataz gibi
kemik olusumu belirteglerinin normalden az olabilecegi
posterilmistir. Bu cahsmada, MM hastalanndan ve sag-
hkh vericilerden elde edilen kemik iligi mezenkimal kik
hiicrelerinin (KI-MKH) osteajenik farkhlasma kapasitesi
cesitli yontemlerle karsilastirmah olarak incelenmigtir.

MM hastalanndan (n=3) ve saghkh vericilerden (n=3)
gradiyent yontem ile Ki-MKH'ler izole edilip, pasaj 3's
kadar uygun kosullarda kiiltire edildiler. Alam sitometri
aygitinda karakterizasyon cahsmalan tamamlandiktan
sonra MKH'ler 30 giin siresince osteojenik farkhlasma
icin uyanlmsgtir. Alkalen fosfataz aktivitesi uyanmdan
itibaren 1., 3., 7., 14. ve 21. ginlerde algilmistar.
Absorbanslar 405 nm'de okunmus ve toplam protein
konsantrasyonlanna oranlanmstir. Buna ek olarak oste-
ojenik farkhlasma Alizarin Red 8 gibi kemik olusumunu
gosteren belirteclerle histokimyasal olarak gosterilmistir.
BMP-2, BMP-4 ve ALPL genlerinin ekspresyonlan Real
Time PCR ile dlcilmisgtir.

Saghklh dondrlerin kemik iliginden elde edilen
MKHlerde osteojenik farkhlasmamn 3. ginanden 14.
gliniine kadar ALP aktivitesinde artiy gorilirken, MM
hasta grubunda 21. gine kadar ALP aktivitesi ghe-
lenmemigtir. Alizarin Red 5 boyamasinda ise, saghld
KI-MKHTerine gore cok az miktarda kalsifive kemik nodii-
It izlenmistir. Gen ekspresyon (BMP-2, BMP-4 ve ALPL)
calismalan bu verilerimizi onaylamistir.

Sonug olarak, MM hastalanmn kemik iligindeld
tamdrojenik mikrogevrenin etkisine ek olarak MKH'lerin
ALP aktivitelerinin olmayvis: ve osteojenik farkhlasmay-
la iliskili gen ekspresyonlarindald azalmamn MM'dala
kemik defektleri ile iligkili olabilecegini daginmekteyiz.

Abstract0270 544
MULTiPL MYELOM'UN TESHiS, TEDAVi
VE PROGNOZUNDA KULLANILABILIR

BIYOBELIRTECLERIN METABOLOMIK VE PROTEOMIK
TABANLI YONTEMLER iLE ARASTIRILMASI. Beyecan
Avhan', Klara Dalva®, Duygu Ozel Demiralp', Meral
Beksag?. ‘Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi,
Proteom Bilim Birtmi, *Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi,
Hematoloji Bilim Dali Ankara

Amag: Multipl myelom|MM) plazma hicrelerinin
kontrolsiiz cofalmasiyla olusan kemik iligi kanseridir.
Belirsiz monoklonal gamopati (Monoclonal gammopathy
of undetermined significance/MGUS) ve sessiz meyelom
(Smoldering Multiple Myeloma/SMM) MM'nin dnciusa
olarak kabul edilen myelom tipleridir.

Calsmanin amaci, Fourier Déntsamli Kizldtesi
{Fourier Transform Infrared/FT-IR) spektroskopisi wve
proteomik teknolojizinin kullamlmas: ile MM'nin tam,
gelisim wve tedavisinde kullamlabilecek biyobelirteg ve
vontemlerin arastinlmasidir. FT-1R molekil yap ve ethi-
lesimlerinin incelenmesinde kullambr. Proteomik ise belli
bir zamanda belli bir yerde bulunan tim proteinlerin
vapilanm, degisimlerini ve etkilesimlerini inceleyven bilim
dalidir. MM'nin FT-IR spektroskopisi ve proteomik tekno-
lojisi kullamlarak arastnlmasina ilgl artmakla beraber
hemiz cok kasith sayida arastirma vardar.

XXXVIIL. Ulusal Hematoloji Kongresi
Bildiri Ozetleri Kitabi

Yoéntem-Geregler: sCahsmada Ankara Uni. Tip Fak.
Hematoloji B.D. yonetiminde, MGUS, SMM ve MM has-
talanndan abmen kemik iligi, idrar ve serum &rnekleri
kullamlmigtir. idrar ve serumlardan MGUS, SMM ve MM
gruplan olusturulurken, kemik iligi materyallerinden ise
plazma hiicre oranlarma gire gruplar olusturulmustur
(Tablol we 2).

FT-IR cahsmasinda(MCP detektorli Bruker Tensor
27) liyofilize edilmis serum ve idrarlar orta-kizltesi
bilgede 3 tekrarh dlgiilmis, analizi OPUS 5,5(Bruker
Optics) ile yamlmistir. Bulgularda bahsedilen hant ve
relatif intensite degerleri, absorbansa bagh olarak prog-
ramca belirlenen degerlerdir. Second derivate(2d) ana-
lizi ise bir bant altinda bulunan altbantlann tespitini
saglamalktadir.

Protromik agamasmda ise kemik iliklerinden, plaz-
ma hicreleri aynlmig (WholeBlood CD138 MicroBeads)
sonra bu hicrelerden lizis tamponu ile proteinler izole
edilmistir. Protein miktan Bradford yéntemi ile belirlen-
mig ve ikd boyutlu jel elektroforesi{Two-dimensional gel
electrophoresis (2-DE) ile protein profiller gikanlmistir.
Jeller Bio-Rad Versadoc Imaging System Model 100 ile
girantilenip, PDQuest 8.0.1 yazhm ile analiz edilmistir.

Bulgular ve Sonug: Idrar drneklerinde elde edi-
len FT-IR spektrumlan karsilastinldiinda 5 balgede
farkhhiklar tespit edilmis (Sekill) ve savisal veri hali-
ne dénidstirmilmistir(Tablo 3 ve 4). 1 ve 3. bilgede-
ki bant intensite oranlanmn kontrolden MM'ye dogro
azalmas bu oranlann tamda lullamlabilecegini gos-
termektedir. Bantlann kaynaklandifp organik bilesikler
Tablo 5'de verilmistir. Yaplan yigin (cluster) analizinde
kontrol ve MM'deki drnekler iki tanesi haric tam olarak
aynlmgtir|Seldl 2). Serum oOroeklerinin analizinde  ise
Amid | bélgesinin (1700-1600 cm-1) protein ikincil vap-
lannda degigiklik saptanmstir(Sekil 4). Ikincil yapilar ve
ilgili bantlar Tablo 7'de verilmigtir.

Proteomik cahsmalarda da gruplann protein profilleri
arasmda Snemli farklar bulinmustur (Sekil 4.5). ileri
asamalarda farkh protein kimelerinde bulunan prote-
inler kiitle spektrometresi ile tammlanacak ve hastahkla
ilgisi arastinlacalktir.

Tablo 1. FTAR galiygmassds kelisailan idrar ve serem materyallerinden
oluglurulmesg grupiar ve igerdikden hirey sape.

Deney gruplanMaleryal Wk ve says fORAR SERUM
KDNTROL 4 (2 kndin, 2 erkek) Yok
MGLS B (5kodin, Serkek]  4[3kadm, 1 erkek)
SMM 5 (4 kadin, 1 erkek) A{dkadn)
MM 7 {3 kadin, 4 erkeid 5{Bkadn)
Tabilo 2. palgma a5 gruplar we gruf biray g3,
Khonal plazms hicress yizdesi Groplardaki birey sayisi
gire adiglurulsn gruplsr
(Rl 4 3 kadin, 1 erkek)
11-20 A (3 kain, 1 erkek)
=H 4 {2 knin, 2 erkek)

Galismiada kullandrmak dzsre alusturian bu gruplar, kemik 1 materyalerindeki
sdonal plirma hilereler yiedesing ofire olusturulrustue
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Yayin 2 (devam)

SOZEL BILDIRILER

LN

Dalgasayist {cm?)

Sekil 1. idrar Grneklerinden olusturulmug gruplann 3500-800 daigasays: (cm-1)
arahinda olugan FT-IR spektrumlannin karséastinimas

Farkhliklann oariildagn speiktrum bolgeler sadece MM grubu Gzerinde oklara
gosterilmis ve numaralandinimigty. Absorbans kizigtesi radin Grnek tarafindan
soquruknasnin siddatini ifade eder. genelike birimsiz kuflanir. SanSmetredeki
dalgasayst e kialotesi 1950 sofuruldudu dalgaboywTrekanst beirtmekteds.
Santimetredeki dalgasayis: arttikga dalga boyu azakmakta, frekans artmaktade.

Tablo 3. ldrar Senelderinge Tarkiilik gisterea FT-IR spekirum biigelerinia analizi.

Graptarf uapus-e 2.Béige 3212 ua.nms 4.86ige 1209 5 Bdlge 1126
fore intensite u-cn bandm 24 up-n bandin 24 bandm relstd
degerieri 3636/2347  refatil infensite  bastlanm  refatif infessile  intensite
inteosite oram degerferi  1559/1624  degeri degen
intensile oram

MM 14 0,012(3202) 1286 030(1333)  0,008(1136)
SuM 1,600 0.010¢3214) 1375 030(1339)  0,020(1136)
NGUS 1,688 00212 1,778 008(13%9)  0,027(1137)
KONTROL 1812 . 2250 006(1337)  0,048(1126)

Seki 1'de gosirilen spekdrum bolpstarindzhi ban bentlaan gruplara give belirtenen intensite

Tablo 4. idrar Srseklerinin FT-IR spekirumlannda belirteses graplar aras farkiar

Tablo 5. Kuldtesi 51§ sof FT-IR Basllan neden olas
baglar ve ait oldukian organik bilegiler
Deliga sayiss  Agrklams Kaynak organik bilegik
fem-1)
3294 Amid A bana. Genel olarak Golunkida proteinier
proteinierde bulunan N-H badeun
sojurmasndan k3
ancak polsakkartierdeli 0-H ve
mokikifler arass H bajedan da
3060 Amid B bangd. Gojunkuida proteinierin  Prodsinler
N-H bajpndan keynakdens
3011 Offenik =CH bal Doymame yadiar
2057 asimetrk CH3 ta Gojunkéda yaljar, qok a2 proteinier
2929 asimeark CH3 bai Gojunishda yaliac, ok a2 proteinier
2907 CH Yalar
2871 asimenrk CH3 i Gojunk:bda yaljac, ok az proteinier
2858 asimetrk CH3 bagt Gojunkéda yaljar, gok a2 proteinier
2843 CH Gojunkda yalfar
1732 Doymug ester =C=0 bai Kolestertl esterkd, fostolipitier ve
yadiann fonksiyonel ester gruplan
1653 Amid |; BOXC=0, 10%N-H Pronsiner
bending, 10%C-N
1544 Amid IL; S0%N-H, 40% C-N Protsinler
1455 Chz Yadlar
1396 simetrik C00- bad Yaj asitier
1241 asimerk PO2- bade (Nmiyle Nikleik asitier, fostoriize cimug
hicegjen balii) proteinker ve fostoiptier
147 c-0 Korbonhidratiar, gfikojen, nakdsi
asiflr
1004 Iyoniz2 simetrik PO2- baji ve Nikleik asitier, fostolipider, gikojen,
C-0baly oligosakkartier ve giikoliplier
Kartonhidrattardaki C-OH
1041 gruplennds buknan C-0 bagan  OBleosekiarier ve palisakbartir
Karbonhidratiardaki C-OH
1021 grupiznnd buknan C-0 bagian Ofiigos skkaritfer ve palisakkanitier
976-875 C-N+-C Nisdik asitier, ANA riboziosfat
zZincirled, fostat

Literatiirden derlenmis, speitrum bantlannin olugmasina neden ofan baglar ve ait
oldukdan organik bilesikler (Schmitt and Flemming 1998, Severcan et al. 2000;
Ramesh et al. 2001; Colley et al. 2004; Toyran et al. 2006; Akkas et al. 2007;
Baker at al. 2008. Mrar Gmeklerinde bu baligelerin cojunda kristallerin etiisi de
bulunmaktadir (Deng, F. and Ouyang, JM, 2008).

Spektrum Bolgesi  Agrklama

Bu bligede 3436 dalgasayd bandn ntenske deferinin
1 3341 numaral pik ineshe dedering oram (3435 /3341),
Kon¥ol >MGUS > SMM > MM darak sralanmigte.

Bu bligede 3212 dalgasayd bandin 24 relaal inensite
2 kontrolse 1espi edilemezken, aier gruplarda MGUS <SMM<MM
olacak gekide sralanmigar
Bu bligece 1593 dalgasayh bandn intensie de
3 1624 dalgasay bandn intesite dedaring oram (1593/1624),
sralanmighe.

Kon¥ol >MGUS > SWM > MM darak

Bu biigede 1398 dalgasayl banan 2d relzaf inensite dederi
4 Konkol<MGLS < SMM=MM darak sralinmite. Aynca MM grubu
bandnda keyma glelenmigtic

Bu bligede GzeliMe 1138 caljasay bendm 24 retatit intensie

= dedenan Konrol<MGUS < SMM=MM darak sralanmegte.

Jorar Sensiderings b bkgekerin gofunda wistalerin etidsi de buknmektza. Omein 3436
n1&amﬁmmmmmmmmﬂmm

c= (Deng, F. 2nd Ouyzng, JM, 2006). Bu banflardaid
mmmmnwnmnmqmmmuw
¥anda kalsiyum seviyesinin armg bEnmetedi.
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Sekil 2. FT-R yjn analizi

MM grubunda bulunan Smek sayrs: 102 gikankmag ve gruplarda bulunan bireylere ait
her idrar Bmedi spektrumu, i@ (cluster) analizi ile kargdastnimigtr, B MM drmedi
diginda tim kontrol ve MM grubu bireyleri net olarak iki farkh kot aynikresiardr.
Kontrol il MM grubu arasnda kabul edilen risk gruplan olan MGUS ve SMM

bireyleri ise her ii kola da dajiim gdstermiglerdr.
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