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OZET

KUCUK MOLEKUL AGIRLIKLI SICAN iDRAR PROTEINLERININ
KARAKTERIZASYONU

Fatma Giil TANRIKULU

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal
Danmisman: Yrd. Doc. Dr. Sevil AKSU
Temmuz 2013, 100 sayfa

Bu ¢alisma, Wistar tipi erkek sigcanin idrarinda bulunan diisiik molekiil agirlikli
proteinlerin ve bunlarin izoformlarinin aragtirtlmasi amactyla yapilmistir. Deneyler igin
2 adet saglikli erkek Wistar sigani kullanilmistir. Sigan idrarlarinda bulunan proteinler
iki boyutlu jel elektroforezi yontemiyle birbirlerinden ayrilarak saflastirilmistir. Idrar
orneklerinde bulunan diisiik molekiil agirlikli proteinlerden iki boyutlu jellerde goriiniir
hale getirilebilen 29 adet spot tanimlanmistir. Bunlarin tanimlanmasi icin MALDI-TOF-
kiitle spektrometri yontemi kullanilmustir. Kiitle dl¢timleriyle her bir spot i¢in peptit
kiitle parmak izi (PMF) spektrumlari elde edilmistir. Spektrumlardan yararlanarak bir
protein veri taban1 olan MASCOT’ta taramalar sonucunda, spotlarda bulunan proteinler
tanimlanmistir. 19 spot a2u-globulin, diger 10 spot ¢esitli proteinler ile esleserek sonug
vermistir.

Proteinlerin biiyiik bir cogunlugu o2u-globulin proteini ile eslestiginden dolayz,
bunlarin sahip olabilecekleri sekans dizileri arastirilmistir. Bu arastirma i¢in NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veri tabanmi kullanilmistir. Bu veri
tabaninda, a2u-globulin proteini i¢in verilmis olan ve aminoasit farkliliklar1 bulunan 15
adet kayitin sekans dizilerine gore, spotlarin hangi sekansla eslestigi arastirilarak tespit
edilmeye calisilmistir. Spektrumlarda tespit edilen peptid piklerine gore farkli sekanslar
arasindan her bir spotun olasi protein izoformlar: i¢in ayirim yapilabilmistir. Birgok
spotun PMF sonuglar1 ile secilmis peptidleri alinan MS-MS sonuglart ile de
desteklenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: «2u-globulin, iki boyutlu jel elektroforezi, ana idrar
proteini (MUP), kiitle spektrometrisi.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF SMALL MOLECULAR WEIGHT RAT URINE
PROTEINS

Fatma Giill TANRIKULU
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. Sevil AKSU
July 2013, 100 pages

In this study was made to investigate small molecular weight proteins and their
isoforms were invetigated in male Wistar rat urine. Two healthy Wistar rats were used
for the experiments. Proteins found in the urine of rats were separated and purified with
the two-dimensional gel electrophoresis technique. Out of the small molecular weighted
proteins found in the urine samples twenty nine of the spots visualised on two
dimensional gels were identified. For identification of them MALDI-TOF mass
spectrometry was used. Measuring masses we will get peptide mass fingerprint spectra
for each spot. Proteins found in the spots were identified using the data reached from
the spectra by searching in the protein database MASCOT. 19 spots matched with a2u-
globulin and the other 10 spots matched with various other proteins.

Because most of the proteins matched with a2u-globulin, it was examined in
which sequence they are. For this examination the NCBI (National Center for
Biotechnology Information) database was used. It was tried to determine the sequences
matching with the proteins found in the spots according to the 15 recorded sequences
for the a2u-globulin protein with aminoacid differences. According to the detected
peptide peaks in the spectra, for each spot separation of possible protein izoforms within
different sequences could be done. For a lot of spots the PMF results were supported
with the MS/MS results taken for selected peptides.

KEYWORDS: o2u-globulin, two-dimensional gel electrophoresis, major urinary
protein (MUP), mass spectrometry
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ONSOZ

Giliniimlizde proteomik c¢alismalari, birgok alanda olduk¢a yayginlasmistir.
Proteomik, ¢oklu protein sistemlerinin karsilikli etkilesimlerini veya genis sistemin bir
parcast olarak yer alan farkli proteinleri incelediginden dolayr analizler dogrudan
kompleks karigimlar iizerinden yapilir. Proteomik teknolojileri proteinlerin global
profillerini anlamamiza ve protein modifikasyonlarim1 agiklamamiza imkan
saglamaktadir. Boylelikle yeni biyo-belirteglerinin ve ilag tedavilerinin belirlenmesinde
yeni yaklasimlarin gelistirilmesine de olanak saglamaktadir.

Insan idrarinda, giinliik atilmasi1 gerek protein miktar1 ve tiirleri tanimlanmustir.
Eger bu ozelliklerde bir farklilik olusursa bu durum c¢esitli rahatsizlara isaret eder.
Bunun yani sira hayvanlarin idrarinda protein miktarinin artmasi dogal bir durumdur.
Sican idrarinda en yogun bulunan o2u globulinin, feromonal iletisimin baslica kaynagi
oldugu one siiriilmiistiir. Diisiik molekiil kiitleli proteinlerdeki feromonal molekiillerinin
birikmesi, feromon iletisimde Onemli bir yeri vardir. Bu iletisim ayni cins olan
hayvanlardaki liderlik, konum belirleme, alan hakimiyeti gibi durumlarinin
anlasilmasmna da yardimcit olmaktadir. Bu ¢alismada o2u-globulinin izoform
cesitliliginin yan1 sira, incelenen bolgedeki diger proteinlerinin de tanimlanmasi
calisilmigtir.

Bana tez c¢aligmam sirasinda yardimci olan, yol gosteren ve destegini higbir
zaman esirgemeyen danigman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Sevil AKSU’ya (Akdeniz
Universitesi Fen Fakiiltesi), higbir zaman yardimlarini benden esirgemeyen Sayin Yrd.
Do¢. Dr. Mehmet Akif KILIC’a (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi), deneylerimde
kullandigim ornekleri saglayan Saym Dog. Dr. Fridevs MOR’a (Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi), kiitle calismalarimda yardimer olan Sayin Prof. Dr.
Talat YALCIN ve calisma ekibine (Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiiltesi),
kiitle calismalarimla bizzat ilgilenen Saym Uzman Dr. Filiz YESILIRMAK a (izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiiltesi), maddi ve manevi desteklerini benden higbir
zaman esirgemeyen babam Saymm Ali TANRIKULU ve annem Saym Nurten
TANRIKULU na, tez yazma ¢aligmalarimda bana yardimc1 olan kardesim Sayin Serap
TANRIKULUna, her zaman yanimda olan ve manevi desteklerini eksik etmeyen Sayin
Yrd. Dog. Dr. Sevilay CENGIZ’e, béliim hocalarima ve béliim arkadaslarima tesekkiirii
bir borg bilirim.
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HPLC Yiiksek performansli s1vi kromatografisi
2-DE 2 Boyutlu Elektroforez

2D 2 Boyutlu

PAGE Poliakrilamid Jel Elektroforezi
pl Izoelektrik Nokta

PMF Peptid Kiitle Parmakizi
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SDS Sodyumdodesil Siilfat
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1. GIRIS
1.1. Genomik, Proteomik
1.1.1. Tanimlarn

Genom ifadesi ilk kez 1920 yilinda Hans Winkler tarafindan bir hiicrenin veya
organizmanin gen biitiinliigli anlaminda kullanilmaya basglanmistir. Genom, DNA’nin
tasidig tiim genetik bilgiyi ifade eder. Genom ilk kez, giiniimiizde de hala yaygin olarak
kullanilan, DNA dizi incelenmesi yontemini gelistiren Frederick Sanger tarafindan 1977
yilinda saptanmaya baslanmistir (Sanger vd 1977). 1986 yilinda fare genetigi tizerine
calisan Thomas Roderick genomun dizilenmesi, karakterizasyonunu ve haritalanmasini
yapabilmek i¢in genom ifadesini onermistir (Kuska 1998). Genom, bir canlinin sahip
oldugu biitiin yapisal ve islevsel fonksiyonlari kodlayan genlerini kapsar. Fakat
genomik caligmalari, bir organizmanin genlerinin hangi oranda kullanildigi hakkinda
bilgi vermez. Ayrica, bir gen, bir¢ok biyolojik isleve sahip farkli proteinler kodlamakta
ve bu proteinler sentez sonrast degisimlere ugramaktadir. Gen {riinlerinin sentez sonrasi
degisimleri, hiicrede bulunduklar1 yerler ve goreceli miktarlarinin anlasilmasi igin
genomik sonrasi bilgilere ihtiya¢ vardir. Yapilan bu genomik g¢alismalari proteomik
calismalar izlemistir. Fakat proteom genomdan daha karmagsiktir. Organizmanin
genomu yasami1 boyunca bariz bir sekilde degisiklik géstermezken, zamana ve kosullara
bagli olarak proteomu oldukga degisiklik gosterebilir. Yani proteomik, bir hiicrenin yap1
ve islevlerini anlamada genomikten daha fazla bilgi saglamaktadir. Bu noktada proteom
ve proteomik teknolojisi karsimiza ¢ikmaktadir.

Proteom sozcigii ilk kez 1994 yilinda Marc Wilkins tarafindan kullanilmaya
baslanmigtir (Wilkins vd 2006). 1997 yilinda da ilk kez Peter James tarafindan
proteomik ifadesi bir makalede yer almistir (James 1997). Proteom, bir hiicrenin,
organin veya organizmanin sahip oldugu tiim proteinlerin bilesimini ifade eder.

Giliniimiizde proteom tanimini genisleten kavramlarin tam olarak agiklanabilmesi
i¢in, gesitli bilim insanlar1 tarafindan yeni ifadeler tretilmistir. Jungblut vd. tarafindan
ilk kez kullanilmaya baslamis olan “protein species” olarak adlandirilan protein tiirleri
bu ifadelerden biridir (Jungblut vd 1996, 2008). Splicing tiirleri ve posttranslasyonel
modifiye proteinleri arasinda ayrimini saglar. Bu terime karsilik gelen diger bir ifade de
"isoform"dur. Iliskili genlerin protein {iriiniine protein izoformu denilmistir. Bu ifade,
IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology)’nin adlandirma
kurallar1 dogrultusunda (Jungblut vd 2008) belirlenmistir. Bu konuda bir kisim
arastirmacitya gore de “proteoform” ifadesinin kullanilmasi uygun goriilmiistiir, ayni
proteinin primer yapisinda farklilik gosteren ¢esidi olarak ifade edilmistir. Bu yeni ifade
“isoform” veya “protein species” ifadelerinin yerine kullanilmistir. “Proteoform”
ifadesini kullananlara gére "isoform" ifadesi yetersiz kalmistir. Proteoform ifadesinin,
tek genden olusturularak meydana gelen degisik protein iiriinleri i¢in, birgok kaynaga
gore kullanilmasi agiklayici olmustur.



1.1.2. Tarihsel Gelisimleri

DNA’da meydana gelen degisimler bir siire sonra kalitsal olarak aktarilmaya
baglar ve bu sayede DNA’nin tasimig oldugu bilgiler nesiller boyu aktarilmis olur.
1950’1 yillara kadar bu sekilde kabul edilmis, 1952’de Alfred Hershey ve Martha Chase
tarafindan DNA’nmn kalitimdaki rolii tasdiklenmistir. Insan DNA’smin tek gorevi
proteinlere ait bilgiyi gelecek nesillere aktarmasi olarak diisiinlilmiistiir. Bununla
beraber bilim insanlar1 tarafindan bu konu daha fazla arastirilmaya baslanmistir, daha
sonra insan DNA’sinin biiyiik bir kisminda protein kodlamayan bolge oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Insan genomunun sifresinin ¢dziilmesi amagli, tiim insan genom dizisinin
belirlenmesi i¢in ilk defa 1984-1986 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri Enerji
Bakanliginda (ingilizcesi, DOE) bilimsel toplantilarda tartigilmistir. Bu projenin baska
bir amac1 da diger organizmalarin genomunu insan genomu ile karsilastirmak olmustur.
18 iilke tarafindan desteklenen bu proje: “Insan Genom Projesi” 1990 yilinda 15 yillik
arastirma siireciyle baslatilmistir. 10 yilin sonunda (1993-2003) bu projenin ¢aligsmalari
sonlandirilmistir (Venter 2003). O giine kadar olan tahminlere gore insan genomunda
yaklasik 3 milyar DNA bazi ve 100.000-120.000 arasinda gen oldugu diisiiniilmiistiir.
Projenin sonucuna gore insan genomu ~ 3.164.700.000 niikleotitten olustugu ve toplam
gen sayis1 25.000-29.000 arasinda oldugu tespit edilmistir. Fakat protein sayisinin daha
fazla oldugu bilindiginden, “1 genin 1 proteini kodladig1” hipotezi insan genomu i¢in bu
projeyle cilriitiilmiistiir. Bununla beraber 2003 yilinda tamamlanmis olan projeyle
birlikte cok biiyiik olan protein diinyasini aydinlatmak i¢in bu alandaki caligmalara
agirlik verilmistir.

Insan proteom organizasyonu (HUPO), 2001 yilinda birgok &nemli girisimler
icin kurulmustur. Bu proje, plazma proteomu, beyin proteomu, karaciger proteomu,
protein standartlari/biyoinformatik ve biiyilk Olgekli antikor iiretimi dahil bazi
teknolojiler iizerine odaklanmistir. Genel olarak HUPO ile, proteomik alaninda gelisimi
hizlandirmak, egitim ve arastirmalarda uluslararasi isbirlikgileri tesfik ve organize
etmek amagclanmustir (Hanash ve Celis 2002). insan proteom projesi (HPP), mevcut ve
gelismekte olan tekniklerin kullanilmasiyla sistematik olarak biitiin insan proteom
haritasinin ortaya cikarilabilmesi i¢in tasarlanmistir. Bu projenin tamamlanmasi ile
hiicresel diizeyde insan biyolojisi anlayisi, tedavi edici ve koruyucu saghk
uygulamalarinin gelisimini teskil etmektedir. 2010 yilinin baslarinda HUPO, her gen
lokusundan proteinleri, “bilgi omurgas1” ile insan proteom haritasint meydana getirmek
icin gen merkezli bir yaklasim énermistir (HUPO 2010). Oniimiizdeki yillarda HUPO;
koordine olmus insan proteomik capraz analizlerini kolaylastirmak ve tesvik igin
toplanmaya devam edecektir ve bu siire¢ igerisinde HUPO HPP topluluklarinin
olusturulmasini siirdiirecektir (Legrain 2011).

Proteinler aminoasitlerin birbirlerine peptid baglari ile baglanmasindan olusan,
canli organizmada en fazla bulunan makromolekiillerdir. Farkli aminoasitlerin, farkli
sayllarda ve degisik modellerle baglanmasiyla ¢ok sayida farkli proteinin olusumu
meydana gelir. Bu protein gesitliligi *“ alternatif splicing” olarak adlandirilan alternatif
ug birlestirme ile gergeklesmektedir. Onciil mRNA 'nin modifikasyonlar gecirerek olgun
mRNA’y1 olusturmasi sirasinda splicing ile gen iizerindeki intron adi verilen dizilerin
cikarilmas: sayesinde, ekzon adindaki protein kodlayan dizilerin bir araya gelmesi,
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protein ¢esitliligini saglamis olur (Padgett vd 1986, Smith vd 1989). Canli organizmanin
icinde bulunan proteinlerin sentez kontrolii, genlerin yani DNA nin kontrolii altindadir.

1.2. Proteomik Calismalar
1.2.1. Onemi ve amaci

Proteomik ile kompleks olan hiicrenin yapisi ve gorevleri hakkinda genomikten
daha fazla bilgi elde edilir. Proteomigin amaci: sadece proteinlerin tanimlanmasi ve
miktarlarinin  6lgiilmesiyle degil de proteinlerin bulundugu yerleri, gegirdikleri
degisimleri, etkilesimleri ve islevleri hakkinda da bilgiler vermektir.

1.2.2. Proteomigin uygulama alanlari

Fenotip belirlemede en dogru yontem proteomik olarak belirlenmistir ve
giivenilirligi agisindan da oldukga iyidir. Proteomigin, tip alaninda 6nemli yeri vardir.
Bunlardan bazilari: hastaliklarin  teshisinde, patojenik mikroorganizmalara karsi
gelistirilen as1 ve ilaglarin gelistirilmesinde, terapotik uygulamalarin takibinde nemli
yer tutmaktadir. Proteomik, kullanilan 6rnek igersinde bulunan az miktardaki marker
niteliginde proteinlerin tespit edilebilmesi igin, proteinlerin ayriminda oldukg¢a hassas
bir yontemdir. Bu proteinlerin tanimlanmasi, var olan hastaligin gelisimindeki ilgisi ve
bu verilerin bilgi deposunda toplanip degerlendirilebilmesi sayesinde hastaliklarin
altinda yatan gizli mekanizmalarin tespit edilebilmesi amag¢lanmistir.

1.2.3. Proteomik yonteminin siirlari

Baz1 biyolojik 6rneklere, protein ekstraksiyon yontemleri uygulanamamaktadir.
Bunun baslica nedeni hidrofobik o6zellikteki proteinler ve bununla beraber iki boyutlu
elektroforez jellerinde bu proteinlerin gorlinlir hale getirilememis olmasindandir
denilebilir. Eger ki analiz edilecek proteinlerin ¢ogu bu hidrofobik 6zelligi tasimaya
devam ederse proteomik yontemi bu proteinler i¢in yetersiz kalabilir.

Bazen de proteomik caligmalarda analiz i¢in kullanilacak 6rnek miktarlar
yetersiz kalmaktadir. Proteinlerin tanimlanabilmesi i¢in yetersiz olabilir veya analiz
edilen proteinlerin diisiik konsantrasyonlarda olmasi, bu proteinlerin tespitini
saglayamayabilir.

1.2.4. Proteomik ¢calismalarinda kullamlan yontemler

Proteomik calismalari, Oncelikle proteinlerin belirli ayirma yontemleriyle
birbirlerinden ayrilmalarmni saglar ve daha sonrada birbirinden ayrilmis olan bu
proteinlerin tanimlanmas1 temeline dayanmaktadir. Bu islem basamaklar1 bir tabloda
toplanabilir.
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Sekil 1.1. Proteomik caligsmalarinda kullanilan genel ¢alisma akisinin semasi

Yukaridaki semada da gorildiigii gibi ya elektroforez yontemi veya
kromatografiye dayali teknikler kullanilarak proteinlerin = saflastirma islemleri
gergeklestirilmektedir.

1.2.4.1. Kromatografi

Proteomik ¢aligmalarda en ¢ok elektroforez yontemleri kullanilmasina ragmen,
kromatografik yontemler de cok fazla kullanilmaktadir. Proteinler analizleri igin;
biiyiikliik, sekil, net yiik, yiizeydeki hidrofobik gruplar, sistemde kullanilmis olan sabit
faza baglanma kapasitesi gibi farkli 6zelliklere sahip olduklarindan kromatografik
yontemlerle ayrilmalari ve saflastirilmalari miimkiindiir.

Bir karisim igersinde bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli olan,
birbirleriyle karigmayan iki fazli sistemde ayrilmasi ve saflastirilmasi ydntemine
kromatografi denir. Bu yoOntemin temel prensibi, cesitli maddelerin hareketli faz
yardimiyla, sabit faz tlizerinde degisik hizlarla hareket etmesi veya siiriiklenmesine
dayanir. Bir kromatografide amag belirli siire i¢erisinde ayrimi gergeklestirmektir. Ama
burada ayirmay1 etkileyen parametreler vardir. Bunlar: tiir, boyut, bilesim, akis hizi,
dedektor tiirti, 6rnek derigimi, 6rnek hacmi gibi 6zelliklerdir.
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Sekil 1.2. Kromatografi’nin siniflandirilmasi

Sekil 1.2.°de de goriildiigii gibi bir¢ok kromatografi yontemi vardir fakat bunlar
icerisinde proteinlerin saflastirilmasinda en ¢ok kullanilanlar: kolon kromatografisi,
iyon degistirme kromatografisi, afinite kromatografisi ve HPLC (Yiiksek performansh
stvi kromatografisi)’dir.

Iyon Degistirme Kromatografisi: Cozeltide bulunan iyonlarmn, ters yiiklii destek
katis1 iyonlarma (dietilaminoetilseliiloz ve karboksimetilseliiloz) olan ilgisine dayali
ayirmadir. Iyonlarm bir kat1 ve siv1 arasinda tersinir bir sekilde degistirildigi isleme iyon
degistirme denir. Kati, iyon degistirici olarak kullanilir. Kompleks anorganik maddeler
ya da suda ¢oziinmeyen organik polimerler iyon degistirici olarak kullanilabilirler.
Durgun faz zayif ya da kuvvetli, katyon ya da anyon degistirici bir re¢inedir. Reginenin
sabit yiikii (-) ise buna katyon degistirici re¢ine, (+) ise de anyon degistirici regine
olarak adlandirilir. Bu islemler sirasinda recine tamamen iyonlasmis olmasi
gerekmektedir. Hareketli faz genellikle tamponlanmis: istenilen iyonlarin olusmasina
neden olan belli bir pH degerinde sulu ¢ozeltidir ve yiikii katinin sabit yiikiiniin tersi
olan z1t iyonu icerir. Yiki hareketli fazin zit iyonlariyla ayn1 olan iyonik yapidaki 6rnek
bilesenleri katiya baglanmak i¢in zit iyonlarla yarisirlar zit iyonu yerinden ederek katiya
kuvvetle baglanan uygun yiikte bilesenler kolonda uzun siire kalirken, katiya zayifca
baglanan, uygun yiikte olmayan veya yiiksiiz olan bilesenler kolonu ¢abuk terk ederler.

Kolon Kromatografisi: Kromatografi yontemlerinden proteinlere en c¢ok
uygulanan kolon kromatografisidir. Kolon kromatografisinde, kolonun igerisine dolgu
maddesi, ¢oziicii ve ayirmak istenilen maddeler sirasiyla konulur. Ayrilacak maddeler
kolona konulduktan sonra, kolonun st kismindan ¢6ziicii eklenir, istenilen madde
¢ozelti halinde kolondan ayirabilir. Kolon kromatografisinde, ¢oziicliyli ya da maddeyi
yukaridan ilave ederken dolgu maddesinin yiizeyinin bozulmamasina dikkat edilmelidir.
Bunu saglamak icin ¢6ziicli ve madde yavas¢a ve damla damla eklenmelidir. Kolonun
asagisinda madde akis1 basladiysa, uygun bir baslikla beraber ¢oziiclide akis hizina



uygun olarak kolonun yukarisindan damlatilmalidir. Eger ¢6ziiciinlin kolon iizerinde
yiirtimesi hizlandirilmak istenirse, kolonun {ist kisminda basing yaratilabilir.

Afinite Kromatografisi: Kolonun dolgu maddesine, spesifik protein ile kompleks
yapabilen bir ligand baglanir. Ligand ile kompleks yapan spesifik protein, kat1 destege
baglanarak kolonda tutulurken; serbest proteinler kolonu terk ederler. Bu yontem ile
enzim, hormon gibi spesifik proteinler saflastirilabilir.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC): Bir sivida ¢6zlinmiis
bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek {izerindeki sabit faz ile
farkli etkilesmelere girerek, kolon i¢inde degisik hizlarda ilerler. Farkli alikonma
zamanina sahip bu bilesenler kolonu degisik zamanlarda terk ederler ve bdylece
birbirlerinden ayrilirlar.

Yukarida  kromatografik  yontemler ilede proteinlerin  birbirlerinden
ayrilabilecegi  anlatilmigtir. Fakat bu calismada kromatografik  yoOntemler
kullanilmamustir.

1.2.4.2. Elektroforez

Elektrik akimin etkisi ile, siv1 bir ortamda yiiklii pargaciklarin veya partikiillerin
bir yerden baska bir yere gociine, bagka bir degisle belli bir elektrik yiikiine sahip
biyomolekiillerin elektriksel bir alanda sahip olduklari elektrik yiikiine bagli olarak anot
veya katoda gé¢ etme prensibine elektroforez denir (Vesterberg 1993). Dogru akim
uygulanarak olusturulan elektriksel alan etkisindeki iyonlar sabit hizla hareket ederler
ve buradaki hiz elektrik akim siddetiyle orantilidir.

Bir iyonun bir ortam iginde sabit hizla hareket etmesi ve hareket hizinin iyonun
bigimine bagli olmasi ¢ok onemli bir yere sahiptir. Mobiliteleri birbirinden farkli iki
iyon igeren bir ¢ozeltinin, ayni elektriksel alaninda aymi yonde kazandiklari hizlar
birbirinden farkli olmaktadir. Hizlarin farkli olmasi ile belli siirelerde alinan yollarin
farkl olacag agiktir.

Proteinlerin ilk analizinde kullanilan elektroforez yontemi Tiselius tarafindan ilk
kez 1937°de tanimlanan serbest soliisyon elektroforezi “moving boundary” olarak da
tanimlanan elektroforez yontemidir. Bu elektroforez yontemi; “U” seklindeki kuartz bir
borunun i¢inden elektrik akimi gegirilerek gerceklestirilmistir. Bu elektroforez yontemi
glinlimiizde de hala kullanilmaktadir.

Yikli makromolekiillerin elektriksel alan altindaki gdocleri ile molekiil
karigimlari birbirinden ayrilarak ozellikleri ve konsantrasyonlari belirlenebilir. Protein
molekillerinin farkli molekiil agirliklar1 ve farkli elektriksel ozellikleri sayesinde
elektroforez yontemiyle tespit edilebilirler.

Elektroforez tekniginin degisik bicimleri vardir: kagit elektroforezi, serbest veya
hareketli cephe elektroforezi, kusak elektroforezi, disk elektroforezi, izoelektrik
fokuslama, SDS jel elektroforezi gibi.



Kagit elektroforezi: proteinler i¢in oldukga iyi bir yontem olmasina ragmen,
yiikii az olan diisiik kiitleli aminoasitlerin kolaylikla dagilmalarindan dolayi, bu tiir
molekiiller i¢in uygun degildir. Bu diisiik kiitleli molekiillerin difiizyonunu engellemek
icin elektriksel alan altindaki yiiksek elektrik akimindan dolayi cihazda asiri 1sinma
problemleri meydana gelmektedir (Pehlivan 1997).

Serbest veya hareketli cephe elektroforezi: serbest elektroforezde U seklinde bir
borunun alt kismi protein karigimi igeren bir tampon ¢dzeltisi ile doldurulurken, {ist
kismi saf tamponla doldurularak elektroforez sistemi olusturulur. U borusunun uglarina
pozitif ve negatif kutuplarina baglanmis elektrotlar yerlestirilir, giic kaynag1 sayesinde
negatif yiiklii iyonlar anota, pozitif yiiklii iyonlar katota dogru harekete baslar. Iyon
gocleri bagladig1 zaman, proteinsiz tampon ¢ozeltisinde kirilma indexi degisikliginden
dolay1 desenler meydana gelmeye baslar ve buradaki belli basli proteinlerin birbirlerine
olan hiz farkliliklar1 ve yonleri boru iginde yapilacak optik Ol¢iimler sayesinde
belirlenebilir (Celebi 2000).

Kusak elektroforezi: diger yontemlere gore daha az ornekle, daha az ayirma
giicline sahiptir. Bu yontemde kati bir destek (filtre kagidi veya seliiloz asetat)
ortaminda, proteinlerle etkilesmeyen ve proteinlerin hareketini etkilemeyen maddeler
kullanilmaktadir. Elektroforez islemi proteinlerin ilerleyebildikleri kusak noktalarina
kadar yiiriitiilir ve daha sonra proteinlere tutunabilen bir boya yardimi ile boya
yogunlugunu dlgen bir dansitometre ile tarama islemiyle tespit edilebilir.

Disk elektroforezi: kusak elektroforezine benzer bir yontemdir. Buradaki destek
ortami pH degeri ve gozenek biiyiiklikleri farkli olan iki ayri jelden olusmaktadir.
Buradaki jel matrisi siirekli olmadigindan dolayi, ingilizce de siirekli olmayan analmina
gelen “discontinuous” kelimesinin basindaki disc kelimesi kullanilmistir (Celebi 2000).
Disk elektroforezindeki proteinler, once bilyiik por biiylikliigii daha sonra kiigiik por
biiyiikliigii olan jellerden gegerek yiiksek ayirma giiciine sahip bir sekilde, ayrilmalar
saglanir.

[zoelektrik fokuslama: “elektrofocusing” olarak da adlandirilan bu yéntemde jel
icerisinde bir pH gradiyenti olusturulmaktadir. Buradaki karisim igersinde bulunan her
bir protein kendi izoelektrik noktasina esit oldugu jel bolgesinde odaklanarak kalirlar.
Proteinlerin 1y1 ayrilmalari sayesinde, her proteinin kendine 6zgii keskin bantlar1 olusur
(Y1ildirim 1985).

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid-jel elektroforezi: proteinlerin molekiiler
biiyiikliiklerine gore ayrilmalart saglanir. Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez,
ornekteki bilesenlerin daha iyi ayrigmalarina yol agar ¢linkii ayristm hem molekiiler
elekleme hem de elektroforetik harekete dayanir.

Proteinlerin elektroforetik ayriminda kullanilan jel materyali: nisasta, agaroz,
seliiloz ve poliakrilamid jelidir. Bu jeller arasinda en iyi ayirim poliakrilamid jeli ile
gerceklestirilir.  SDS-PAGE elektriksel alanda protein molekiillerinin molekiiler
biiyiikliiklerine gore kantitatif olarak ayirma esasina dayali bir elektroforez yontemidir.
Sodyumdodesilsiilfat (SDS) anyonik bir deterjandir ve etkilesime girdigi proteinlerin
net yiiklerini maskeler ve boylece tiim proteinler negatif yliklenirler molekiil ve molekiil



agirliklarina gore katottan anota dogru go¢ ederler. Bir nérotoksik madde olan akrilamid
monomerlerinin  uzun zincirler ve g¢apraz Dbaglantilar olusturacak sekilde
polimerizasyonu N,N’-metilen-bisakrilamidde bulunan serbest fonksiyonel gruplar
barindiran molekiiller ile ger¢eklestirilmektedir. TEMED reaksiyon baslaticist olarak
gereklidir, polimerizasyon baslaticis1 olarak kullanilan APS (amonyumpersiilfat) ise
radikal baglaticisi olarak gorev alir.

1.2.4.3. iki boyutlu jel elektroforezi

Ik kez 1975 yilinda Patrick O’Farrel ve Joachim Klose birbirlerinden bagimsiz
olarak iki boyutlu jel elektroforezi yontemini tanimlamislardir. Zaman igersinde jel
kalinlig1 azalmis, hassasiyet ve ¢Oziiniirliik artmistir. 1995 yilinda Klose ve Kobalz
tarafindan gelistirilmis ve son haline getirilmistir. Iki boyutlu jel elektroforezi yéntemi
ile proteinler oncelikle birbirlerinden izoelektrik noktalarina gore, daha sonra da
molekiil agirliklarina gére ayrilmis olurlar. Bu yontem diger elektroforetik yontemlere
gore daha hassas bir yontemdir.

Iki boyutlu jel elektroforezinde en dnemli basamaklarin basinda 6rnek hazirlama
kism1 gelmektedir. Bu islemi bu kadar 6nemli yapan, c¢alisilan doku veya hiicrelerdeki
tim proteinleri ¢ozlinlir hale getirebilmektir. Proteinlerin ¢oziiniirliginin ¢ok iyi
olabilmesi igin 6rnek hazirlama temiz ve titiz yapilmalidir. Gerekirse uygun ajanlar
kullanilir. Iyi hazirlanmanus bir protein orneginden iyi jeller elde edilemeyecektir.
Ornek hazirlama da en fazla yapilan hatalar: protein-tampon oranmin yanlis olmast,
protein ve tampon ¢ozeltisinin birbirlerine uygun olmamasi, geciktirilmis 1sinma, asiri
1sinma, ¢Oziinmemis materyalin giderilmesindeki basarisizlik, ortamdaki tuzlarin ve
katilarin uzaklastirilmamis olmasidir.

Idrar 6rnekleriyle calisilirken, &rnege iire, ditiyotreitol, amfolit karisimi ve
proteaz inhibitor karigim tamponu seklinde eklenmistir. Bu tampon ¢o6zeltisinin
kullanilmasindaki amag, proteinlerin denatiire edilmesi, 6rnek tamponundaki tiyol
reaktifi sayesinde disiilfit baglarin kirilmasi ve proteinlerin tek konformasyon yapisina
doniismesidir. Bunun yaninda proteaz inhibitorleri sayesinde ortamdaki proteazlar
inhibe edilmektedir.

Jel elektroforezinin birinci boyutunu izoelektrik fokuslama (IEF) olusturur.
Izoelektrik fokuslama, bir pH gradiyetinde yapilan elektroforezdir. Ortamda var olan
makromolekiiller (-) veya (+) yiiklere sahip oldugu siirece gradiyent boyunca izoelektrik
noktalarina rastlayan pH’ya kadar go¢ ederler. Proteinler, izoelektrik noktalarinin
bulunduklar1 ¢evrelerinin pH’1na esit oluncaya kadar jel igerisinde hareket ederler. Bu
pH’ta net yiik 0 olur ve migrasyon sonlanir. Daha sonra elektroforetik gii¢ler nedeniyle
bir miktar geriye dogru gocer. Bu teknikle de proteinler, izoelektrik noktalarina,
dolayisiyla da yiiklerine gore ¢ok duyarl sekilde ayristirilabilirler. Izoelektrik nokta
degerlerinde 0,02 pH'lik fark olan protein molekiilleri bile ayr1 bantlar seklinde
gozlenebilirler.

Elektroforezde kullanilan tampon sistemi yerine anotta kuvvetli bir asit, katotta
da kuvvetli bir baz kullanilir ve aradaki jel ortamimna da gerektigi kadar amfolit
soliisyonu katilirsa amfolitlerin anoda yakin kisminda (+), katoda yakin kisminda (-) net



yiikleri olur. Bu sebepten dolayr ortama elektrik akimi verildiginde negatif yiikli
Iyonlar anota, pozitif yiiklii iyonlar katota dogru hareket eder. Bu hareketlilik ortaminda
cevresel pH’sinin kendi izoelektrik noktalarina esit oldugu bdlgelerde hareketsiz
kalirlar. Bundan dolayi, en asidik amfolitler katota yakin olacak sekilde izoelektrik
noktalarina gore siralanirlar.

Jel elektroforezinin ikinci boyutunu SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi) alir. Bu teknik ile proteinler bagil kiitlelerine gore
ayrilmis olurlar. Birden fazla polipeptid zinciri igeren (oligomerik) proteinlerin kag alt
birimden olustuklarini ve alt birimlerden her birinin molekiil agirliklarin1 saptamak
amaci ile uygulan bu yontem SDS-PAGE olarak adlandirilir. Protein 6rnekleri dncelikle
SDS deterjani ile muamele edilir ve proteinler alt birimlerine ayrilir. Bu alt birimler
SDS ile kompleks olustururlar. Kompleksler i¢inde, deterjan polipeptide hidrofobik
zinciri ile sikica baglanarak polipeptid yiizeyinde deterjanin hidrofilik kisminin oldugu
bir deterjan tabakasi ile maskelenmis olur. Meydana gelmis olan SDS-polipeptid
kompleksleri, jel iizerine konuldugu zaman ortamdaki hizint belirleyen temel etken
molekiil kiitlesi olurken, elektrik akimi etkisi ise filtrasyon olayinin itici giicii gérevini
tistlenmektedir. Bu yontemle, molekiil agirligi bilinen referans protein ile bilinmeyen
protein elektroforeze tabi tutulurlar ve her ikisi birbiriyle karsilastirilarak konumlari
belirlenir, boylelikle karsilagtirma teknigi ile bilinmeyen proteinin molekiil agirlig
tespit edilmis olur.

Elektroforezin basarili bir sekilde gergeklestirilebilmesi igin 6rnek ile reaksiyon
vermeyen ve Orneklerin elektrik akim etkisi altinda ilerlemesini engellemeyen bir zemin
kullanilmalidir. Protein elektroforezi i¢in poliakrilamid jeli en uygun zemindir. Bu jelde
proteinler i¢in uygun por biiyiikligii secilmelidir. Por biiyiikligii, degisen monomer
konsantrasyonlari ile kolaylikla degistirilebilir ve polimerizasyon kosullar tarafindan
tespit edilebilir.

Poliakrilamid jeli, bir radikal olusturucu tarafindan katalizlenen akrilamid ile
N,N’-metilen bisakrilamidin birlikte polimerize edilmesiyle elde edilir. Burada katalizor
olarak TEMED (tetrametilendiamin), polimerizasyon baslaticisi olarak da APS
(amonyumpersiilfat) kullanilir.



Cizelge 1.1. Poliakrilamid sentezi igin kullanilan kimyasal maddeler
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Amonyum persiilfat sulu ¢ozeltide ¢oziindiigiinde serbest radikal iyonlar1 olusur.
Bu radikal iyonlar1 akrilamid ile bir araya geldiginde, serbest radikal akrilamid iizerine
taginir. Aktive edilmis bu akrilamid molekiilii ¢cevresindeki diger akrilamid molekiilleri
ile etkileserek uzunca bir polimer olusturur. Polimer pargalar1 bir araya gelerek N,N’-
metilen bisakrilamid sayesinde ¢apraz baglanmalari ile poliakrilamid jeli olusturulmus
olur. Bu jelin olusum reaksiyonunu Sekil 1.3.’de sematize edilmistir.
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Sekil 1.3. Poliakrilamid jelinin sentezi

Olusturulmus poliakrilamid jelleri, % T (g/100 mL i¢indeki toplam monomerin
agirlik yiizdesi yani akrilamid miktar1)) ve % C (toplam monomerin yiizdesi gibi
bisakrilamidin orani yani ¢apraz baglanma derecesi) degerleri tarafindan karakterize
edilirler. Analiz edilecek Ornege gore bu iki degerin miktar1 degistirildikge,
poliakrilamid jelinin por biiyiikliikleri de degistirilmis olur.
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Alailamid (g) + bis (2) Bis (g)
%T= x 100 % C = x 100
Hacim (ml) Almilamid (g) + bis (g)

%C degeri sabit tutulup, %T degeri arttirilirsa por biyiikliigi kiiciilirken; %T
sabit kalip, %C azar azar arttirilirsa gozenek biliylikliigii yaklasik %5 civarina kadar
kiigiiliir; %C miktar1 arttirildik¢a jeldeki kiigiik gozeneklerin biiyiikliiklerinde artis olur.
Ikinci boyut jellerde bu oran genellikle: %12,5 T ve %3 C seklinde kullanilmaktadir.

Iyi bir polimerlesmenin gergeklesebilmesi igin tampon sistemi, hem jeldeki hem
de tank i¢indeki pH korumada ve ortamda var olan akimin jel igersinden gecmesi igin
gerekli elektrolit olusumunu meydana getirir. Jel elektroforezi sonuglarinin iyi
olabilmesi i¢in ortamda kullanilan tampon ¢ozeltileri cok 6nemli yer tutar. Genel olarak
Tris-klortir/tris-glisin sistemi kullanilir. Tris-kloriir jeli i¢ersinde (pH: 8,8), Tris-glisin
ise yiirlitme tamponunda yer alir. Jel i¢inde bulunan kloriir ve glisin iyonlarinin diisiik
molekiil agirliklarindan dolay1 hareketlilikleri ¢ok yiliksek oldugundan proteinlerden
once anoda dogru hareket ederler. Bdylece proteinler jel i¢erisinde molekiil agirliklarina
gore spotlar olustururlar. Yiriitme tamponu ve jel %0,1 oraninda SDS igerir.
Elektroforez siiresince SDS, kloriir ve glisin iyonlart negatif yiiklii olduklarindan anoda
dogru gog ederler, pozitif yiiklii tris iyonlar1 ise katoda dogru hareket ederler. Tampon
gorevini Ustlenmis olan iyonlarin tiikenmesini engellemek icin tampon konsantrasyonu
yiiksek tutulmalidir.

Bir jel elektroforezini gergeklestirebilmek icin gerekli araclar: gii¢ kaynagi ve
elektroforez aparat sistemidir. Camlar arasinda bosluk olusturacak spacerlar (jel
kalmligmi olusturmak icin) kullamilir. Ikinci boyutta kullanilmis olan camlarin
uzunluklari, birinci boyutta kullanilmis olan kapiler tiiplerin boyuna uygun olmalidir.
SDS-PAGE jelinin hazirlandigi sistem ve asamalari Sekil 1.4.”de gosterilmistir.

TR

Sekil 1.4. Cam sandivi¢ ve SDS-PAGE jelinin hazirlanma aparatlari
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1.2.4.4. Kiitle spektrometrisi (MS)

Gaz fazindaki bilesenlerin (atom ve molekiiller), vakumda iyonlarina
ayristirtlmasi ve bu iyonlarin elektriksel veya manyetik alanda kiitle/yiik (m/z) oranina
gore ayrilmasimi ve bu bilesenlerin teshisini saglayan yonteme kiitle spektrometrisi
denir.

Bir proteini tanimlamada bircok etmen vardir, bunlardan biri de proteinin
kiitlesidir. Bir proteinin kiitlesi ne kadar iyi analiz edilebilirse, o proteinin tanimlanmasi
da o kadar iyi olur. Kiitlesindeki degismelere bagli olarak, bagl kofaktér veya metal
iyonlarmin varligindan, kovalent modifikasyonlara kadar pek cok konuda bilgi
edinilebilir. Bu sebeplere bagli olarak protein kiitle spektrometrisi proteomik
caligmalarinin temel analitik yontemidir. Bu yontem sayesinde; ¢ok biiylik hassasiyetle
kiitle analizi yapilabilir ve kisa bir zamanda proteinlerin yapisindan kaynaklanan
sinirlamalardan etkilenmeksizin bu islemler gergeklestirilebilir.

Kiitle spektrometrisi, kiitle ve dizi analizi yapmaya yarayan bir yOntem
olmasinin yaninda, ¢ok degerli protein etkilesimleri bilgisine ulagilmasina yardimei olan
bir tekniktir. Protein etkilesimleri giiniimiiziin ve yakin gelecegin muhtemel en giiclii
stiper bilgisayarlar i¢in bile biliylik zorlukta birer sorun kaynagidir. Kiigiik sayilacak
boyutlardaki proteinler i¢in bile 10°*®’lar diizeyinde olan muhtemel konformasyonlarin
tim proteinler i¢in bilgisayarlarca hesaplanmasini hayal etmek bile zorken, bunlar
arasindaki tiim etkilesimleri yine bilgisayarlarla ve salt primer dizilere bakarak bulmay1
hedeflemek bile zordur. iste bu konuda da MS analizi ¢ok 6nemli olanaklar
sunmaktadir.

Giliniimiizde en ¢ok kullanilan yontem ardi ardina kiitle spektrometrisi anlamina
gelen “Tandem MS”dir. “MS/MS” veya “MS?” olarak da adlandirilir. Bunun nedeni
aslinda cihaz icinde arka arkaya iki spektrumun olusturulmasidir. ilki protein veya
genelde peptidleri ayristirirken, ikincisi ise dizi analizinin yapildigi iki farkl
spektrumdur. Sistem yeterince iyi kalibre edilmisse ¢arpisma hiicresindeki her bir peptid
tiirii igin ortalama bir kirilma olayr yasanir. Ik bolmedeki ayrisma nedeniyle belirli bir
zaman diliminde c¢arpisma odasinda etkilenen yalnizca bir tiir peptid vardir. Yine
saglanan kalibrasyon sayesinde bu peptidler genel olarak +1 yiikliidiir. Peptidde olusan
kirilmalar, ortamin vakum kosullari nedeniyle iyon degil serbest radikal olusumu ile
sonuglanir. Boylece tagiman +1 yiik, olusan iki par¢adan yalnizca birinin lizerinde kalir.
Dedektorce belirlenen de bu pargadir.

MS analizi, 6zellikle cok az miktarlardaki proteinlere de uygulanabildigi i¢in son
derece diisiik derisimdeki proteinlerin tespitinde dnemli basarilar saglayan bir tekniktir.
Baz1 durumlarda, klasik yontemlerle tespit edilme smirinin altindaki proteinler bile
belirgin bir MS spektrumu vermeleri nedeniyle heniiz izole edilmeden &nce
tanimlanirlar. Bu, proteomigin hedefleri agisindan ¢ok biiyiik bir gelismedir. Fakat pek
cok proteinin islevi ¢cogu zaman derisimine baglidir ve bu da sadece nitel degil ayn1
zamanda nicel bir analizi de gerekli kilar.

Bir kiitle spektrometrik analizin ilk basamagi, analitin gaz halinde iyonlarini elde
etmektir ve kiitle spektrometrik yonteminin yarari, iyonlastirma basamagi tarafindan
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belirlenir. Iyonlastirma ydntemleri iki ana kisma ayrilmaktadir: gaz faz1 kaynaklar1 ve
desorpsiyon kaynaklari. Gaz fazi kaynaklarinda oncelikle numune buharlastirilir, daha
sonra iyonlastirilmasina dayanmaktadir. Gaz fazi kaynaklari: Elektron impakt (EI),
kimyasal iyonlagtirma (CI), alan iyonlagtirma (FI)’dir. Desorpsiyon yonteminde ise kati
veya sivi halde bulunan numune dogrudan gaz iyon haline doniistiiriiliir. Desorpsiyon
kaynaklari ise alan desorpsiyon (FD), elektrosprey iyonlagtirma (ESI), matriks yardimli
desorpsiyon (MALDI), plazma desorpsiyon (PD), hizli atom bombardimani (FAB),
ikincil iyon kiitle spektrometri (SIMS), termospray iyonlastirmadir (TS).
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Sekil 1.5. Bir kiitle spektrometresinin sematik gosterimi

Gaz faz1 iyon kaynaklarmin kullanimi kaynama noktalar1 500°C’dan kiigiik
termal olarak kararli maddelerle sinirhidir. Genellikle gaz kaynaklariyla mol kiitleleri
yaklagik olarak 10° daltondan daha kiiciik bilesikler incelenirken, analitin ugucu
olmasini gerektirmeyen desorpsiyon kaynaklarinda, mol kiitlesi 10° daltona kadar olan
yiiksek molekiil agirlikli analitlere uygulanabilmektedir.

Buharlastirma ve iyonizasyon basamaklarini bir arada bulunduran iki teknik
vardir, bunlar ESI ve MALDI’dir.

MALDI-MS: Birkag yilizden birkag yiizbin daltona kadar olan biyopolimerlerin
mol kiitlelerini dogru tahlil etmede basarili olan bu yontemlerden biri Alman, digeri
Japon iki ¢alisma grubu tarafindan 1988’de ortaya konulmustur. Bu teknikte numuneye
kiyasla asir1 miktarda olan ve mordtesi sogurucu karakterde olan bir matriks igine
gomiilii olacak sekilde drnek hazirlanir. Matriks olarak genelde diisiikk molekiil agirlikli
aromatik yapili organik asitler segilir. Karigimin {izerine uygun dalgaboyunda lazer 1511
gonderilir, matriks lazer enerjisini absorbe eder, enerji yiizeyden analite transfer olur,
analit proton transferiyle iyonize hale gecer ve iyonlar kiitle analiz birimine aktarilir. Bu
aktarma bir 1zgara sayesinde gergeklestirilir ve dedektére ayni zamanda ulagmis olan
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kiiciik kiitleli molekiillerle biiylik kiitleli molekiiller i¢in olusacak problemler
engellenmis olurlar.

Kitle analizine
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Sekil 1.6. MALDI’nin sematik gosterimi

ESI-MS: proteinler, polipeptidler ve mol kiitlesi 100000 Da’dan biiyiik
oligoniikleotitler gibi biyomolekiillerin analizi i¢in ilk kez 1984 yilinda 6nemli bir
teknik olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yontem oda sicakliginda gergeklesir. Numune
cozeltisi, paslanmaz celikten igne seklinde bir kapiler ile, dakikada birka¢ mikrolitre hiz
saglanarak pompalanir. Igneye, etrafindaki silindirik elektroda gore birkag kilovolt
potansiyel uygulanir. Olusan ¢ok kiigiik ve elektrik yiiklii damlaciklar, daha sonra bir
¢oOziicii giderme kapilerinden gecer. Burada ¢6ziicli buharlasir ve elektrik yiikleri analit
molekiillerine tutunur. Coziicii buharlagip damlaciklar kiiciiliirken yiik yogunluklar
artar ve iyonlar, gaz fazina desorbe olur.

MS/MS veya MS? olarak anilan ikinci bir kiitle spektrometresi (tandem MS) ise
ilgili peptidlerin dizilerinin tespiti igin kullanilacak olan spektrumu iretir (bazen
yeterince ayrintili verilerin elde edilebilmesi i¢in dizi analizinin yapilacagi spektrum
birkag paralama basamagi sonucunda elde edilir — MS®, MS*... — ve bu durumda genel
olarak MS" ifadesi kullanilir). Buradaki amag, dizileme yapabilecek spektrum elde
edebilmektir. Bunun i¢in ilk spektrumdaki belirli piklere karsi gelen peptidler ikinci bir
basamakta parcalara ayrilir. Bu islem genelde ¢arpigsma hiicresine alinan molekiillerin
lizerine yoOnlendirilmis eylemsiz (inert) gazlar ile gergeklestirilir. Bu amagla azot
molekiilleri veya ar%on, helyum gibi atomlar kullanilir. Bu teknikte dikkat edilmesi
gereken nokta, MS® spektrumunun tiim peptid iyonlari i¢inden sadece birine ait
parcalanma iiriinii iyonlarindan meydana gelmis olmasidir.

MS? spektrumlarinda adlandirma da olduk¢a Onemli bir yer almaktadir.
Pargalanmig olan peptidlerin adlandirilmasi “Roepstorff — Fohlmann — Biemann
Adlandirmasi1” olarak bilinir. En yaygin ve bilgi verici iyonlari aminoasitler arasindaki
amit veya peptid bagmin kirilmasi olusturur. Yeni bir iyonlagsmanin olmadigi
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parcalanma islemi sirasinda var olan yiikiin amino terminali tarafinda kalmasi ile “b”
tiirii iyonlar, karboksi terminali tarafinda kalmasiyla da “y” tiirii iyonlar olusur.
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Sekil 1.7. Peptidlerin par¢alanma sekilleri
1.3. idrar Proteomigi
1.3.1. idrar olusumu ve 6nemi

Dinlenme halinde kalbin pompaladig1 kanin her dort litresinin ii¢ litresi viicuda,
bir litresi bobrege gider, bobrege giden kanin bobrek atardamari karin aortundan ayrilir.
Idrar olusumunda sivi akiminin yénii, kanin damar duvarma yaptigi hidrostatik
basincina ve kan plazmasinin ve doku sivisinin osmotik basincidir. idrar olusumu,
stizme (filtrasyon), geri emilim (rezorpsiyon) ve salgilama (sekresyon) asamalarindan
olusur.

Viicut hiicrelerinde meydana gelen metabolizma atiklart 6nce doku sivisina,
oradan da kilcal damarlara gecgerek dolasim sistemiyle bobreklere tasinmaktadir.
Stiziilmenin gerceklestigi yer malpigi cisimcigidir. Malpigi cisimciklerinde glomerulusa
kadar gelen kandan; kan hiicreleri, plazma proteinleri ve yag gibi biiyiik molekiillerin
disindaki tiim kiigiik molekiiller Bowman kapsiiliinden tiip i¢cine gegerler. Bu molekiiller
su, glikoz, tuzlar, iire, tirik asit ve potasyum, fosfatlar gibi iyonlardir. Bunun yani sira
demir ve vitamin gibi baz1 kiigiik yapilar biiylik molekiillere bagli olarak kan iginde
kalirlar.

Bobrek fonksiyonlarmin en 6nemli kismini geri emilim olusturmaktadir. Eger bu

geri emilim kismi olmasaydi, kan i¢in gerekli olan su, glikoz veya diger 6nemli organik
molekiiller idrar yoluyla dogrudan digart atilirdi ve kanin kimyasal yapisi degismis
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olurdu. Geri emilim, ya pasif sekilde osmotik basing esashdir, ya da ATP kullanimu ile
aktif tasima seklindedir.

Geri emilim toplama kanallarinda suyun geri emilimi ile sonlanir, bdylece idrar
olusumu tamamlanmaktadir. Olusan idrar bobregin pelvis bolgesinde toplanarak
iireterle idrar kesesine tagmir. Idrar kesesi dolunca uretra kanali ile dis genital
organlardan idrar halinde disar1 verilir. Uretranin idrar kesesine baglandig1 yerde
bulunan kapakgiklar idrarin geri donmesini engeller. idrar kesesi duvari kasilabilir
kaslarla ¢evrilmistir. Kese idrarla doldugu zaman gerilen duvarin i¢inde bulunan serbest
sinir uglart beyine uyar1 gondererek kesenin kasilmasina ve uretranin baslangig
kisminda bulunan kapakg¢iklarin gevsemesine neden olur.

1.3.2. a2u-globulin protein ailesi

1800’11 yillarda insan idrarinda ¢ok fazla miktarlarda protein olabilecegiyle ilgili
bilim insanlar1 baz1 arastirmalar yapmistir. Bu arastirmalar sonucunda net bir bilgiye
ulagilamamistir. Bunun yani sira 1930°lu yillarda saglikli laboratuar hayvanlarindan
fare, sican, kopek, hamster gibi hayvanlarin idrarinda olduk¢a yogun miktarlarda
protein saptanmistir.

Hayvanlarda, bunun yani sira idrar i¢inde bulunan ugucu molekiillerden dolayz,
ortama yayilan koku sayesinde hayvanlar arasinda iletisim saglanir. Bu feromonal
iletisimin baslica kaynaklaridir. Tiir i¢inde iletisimde koku sinyallerinin 6nemi memeli
ve boceklerde iyi bir sekilde korunmustur. Memeli tiirlerinden kemirgenlerde kimyasal
iletisimin rolii oldukca iyi anlasilmustir. Idrar ve 6zel koku bezlerinin feromonal
iletisimin baglica kaynaklar1 oldugu oOne siiriilmistir. Diigik molekiil kiitleli
proteinlerdeki feromonlarin birikmesi, feromonal iletisimde 6nemli bir yeri vardir.
Hatta, bu iletisim ayni cins olan hayvanlarda liderlik, konum belirleme, alan hakimiyeti
gibi durumlarda da etkilidir. Idrar iginde en fazla bulunan proteine “Ana Idrar
Proteinleri (Major Urinary Proteins-MUP) denir (Rajkumar vd 2010). Bu disiik
molekiil agirlikli proteinler submandibuler, tiikriik ve gozyasi salgilari gibi gesitli
biyolojik sivilarda yiiksek konsantrasyonda bulunurken; diger viicut sivilari, idrar,
vajinal sivist i¢inde nispeten daha az bulunmaktadirlar. Diisiik molekiil agirlikli bu
proteinlerin, tahmini olarak en ¢ok sican ve farelerde oldugu diistiniilmiistir. Bu
proteinlerden biri olan o2u-globulin; hayvanlarda 6zellikle de kemirgen olan
hayvanlarda daha ¢ok bulunmaktadir. Erkek sigan idrarinda bu proteinin bulunma orani
%35 civarindayken, disilerde bu miktar daha da diistiktiir. Bu agiklama ilk kez Roy ve
Neuhaus (1966a) tarafindan yapilmistir. Buna gore yapilmis galigmalarda olgun sigan
idrarinda bu protein fazlaca bulunurken, yeterli erginlige erismemis erkek ve disi
sicanlarin idrarinda bu protein bulunamamistir. Yeterli olgunluga ulagsmis sigcanlarin,
giinliik atilan idrar proteinin yaklasik yarisin1 a2u-globulin olusturmaktadir (Roy 1979).

a2u-globulin proteini ilk kez hamileligin 15. giiniinde hamile disinin meme
bezinde tespit edilmigtir. 18-19. giinlerde sayisal olarak azalmaya baglamis ve 21.
giinden itibaren tespit edilemez hale gelmistir (Maclnnes vd 1986). Daha sonra
laktasyon sirasinda da tespit edilememistir (Maclnnes vd 1986). o2u-globulin ilk defa
1966°da Roy vd. (1966 a, b) tarafindan yetiskin erkek sican idrarinda ve karacigerinde
tanimlanmistir (Maclnnes vd 1986).
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a2u-globulin ergin erkek siganlari tarafindan atilan ana idrar proteinlerindendir.
a2u-globulinin kristal yapisinin monoklinik kristal yapisinda oldugu 1992 yilinda rapor
edilmistir (Bocskei vd 1992). a2u-globulin ¢6zeltide her iki ucunda alfa heliksleri ve
anti paralel 8 adet beta tabakali yapi ile bir B figis1 seklinde diizenlenmistir.

Sekil 1.8. a2u-globulin proteininin tersiyer yapisi (Beynon 2004).

a2u-globulin lipokalin olarak adlandirilan protein siiper ailesinin bir Gyesidir.
Bunlar hidrofobik 6zellikteki aminoasitleri ve triptofan igermesinden dolayir hidrofob
ozelliktedirler (Cavaggioni ve Mucignat-Caretta 2000). o2u-globulin proteininin
hidrofobik 06zelligi sayesinde kendisine apolar maddeleri biiyiikk bir giicle
baglayabilmektedir.

a2u-globulinin  molekiil agirhigi 20 kDa’dan daha disiiktiir, glomerulus
tarafindan bu protein kolaylikla filtre edilir. a2u-globulin glomerulus filtresinden
yaklasik %60 bobregin proksimal tiibiillerinden geri emilirken, arta kalan %40°’1 da
idrarla atilir (Neuhaus vd 1981).

Farmakolojik ve cerrahi sonuglara gore o2u-globulinin hepatik sentezinde en az
5 hormonun etkili oldugu 6ne siiriilmistiir. Bu hormonlar androjen, glukokortikoid,
tiroid, biiylime ve insiilin hormonlaridir. Bu hormonlar erkek si¢anlarda hepatik a2u-
globulin elde edilmesinde gereklidir. Bunun yani sira hepatik a2u-globulin sentezi;
cinsiyete 0zgii bir bulgudur, baz1 diger dokularda hem erkek hem de disi hayvanlarda
a2u-globulin gen ifadesi bulunmustur.

a2u-globulin 18 izoformu, erkek ve disilerin iist deri bezinde tespit edilmistir
(Macinnes vd 1986). Bu agiklanmis olan o2u-globulin izoformlarinin altkiimelerine
bakildiginda dogum sonrast 10. giinle 25. gliniinde Western Blot tarafindan tiim analizi
yapilmistir (Macinnes vd 1986). Yetiskinlerde 35-40. giinlerde a2u-globulin piklerinin
sentezi biraz diismektedir (Maclnnes vd 1986). a2u-globulin transkriptleri tim iistderi
bezi mRNA’sinin %5-10’unu temsil eder ve yapilan arastirmalara gore bu, yetiskin
erkek karacigerinden 3-4 kat daha yiiksek degere karsilik gelmektedir (Macinnes vd
1986).

a2u-globulin proteinleri, sicanlarda 5. kromozom {izerinde bulunan 20 ile 25
arasinda degisen bir multi-gen ailesi tarafindan ifade edilmektedir (Kurtz vd 1981). Bu
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genler birbirlerinin yiiksek oranda dizi homologudur ve bunlar farkli dokularda ifade
edilmektedir. a2u-globulin mRNA’s1 bobreklerde ifade edilememektedir. Bunun en
biiyilk nedeni olarak karacigerde salgilandiktan sonra a2u-globulinin bobreklerde
pargalara ayrilmis olabilecegi diisiliniilebilir. Siganlarda aktifligini yitirmis 13 o2u-
globulin geni bulunmusken, farelerde 42 gen tespit edilmistir ancak bunun sadece yarisi
aktif halde bulunmaktadir. Buda si¢an ve farelerin protein formlariin birbirinden farkli
oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira insanlarda 1 tane aktifligini yitirmis a2u-
globulin geni vardir, bu da bu proteinin insanlarda ifade edilmediginin gostergesidir
(Logan vd 2008).

Yapilan bu ¢alismada a2u-globulin tiirlerinin belirlenmesi ve bunlarin aminoasit
icerikleri ile sekans analizlerinlerinin yapilmasi hedeflenmistir. Bu proteinler si¢anin
tikriik bezlerinden elde edilmistir. Sican idrarindaki  o2u-globulinin  roli
anlagilamamigtir. Fakat bu proteinlerin karsi cinsi etkileyebilmek i¢in koku verici
maddeleri tasima gorevini istlendikleri ve bobreklerde yag asiti gibi hidrofobik
molekiilleri tasiyici gorevi oldugu belirtilmistir (Bayard 1995).

Bu calisma farmakolojik ve toksikolojik veri tabanlarini genisletmek igin,
sicanlarin biyolojik sivilari, serum sivilari, beyin-omirilik sivilart ve idrarlarinin
incelenmesi ile gergeklestirilmistir. Spesifik olarak ana protein kompenentlerinin idrar
ve beyin-omirilik sivilar1 igersinde tespit edilmistir. Sonugta bu ¢alismada 7 adet o2u-
globulin saflagtirilmis ve tespit edilmistir (Wait 2001).

Wistar sican idrarinda a2u-globulin protein ailesinin izoformlarinin incelenmesi
adli yiiksek lisans tez calismasinda, proteinler iki boyutlu jel elektroforezi yontemi ile
saflastirilmistir. MALDI-TOF-MS-MS ilede karakterize edilmistir. Sonug¢tada a2u-
globulinin 16 adet izoformu tespit edilmistir (Eker 2010).

1.4. Calismanin amaci

Calismanin amaci, Wistar tipi erkek sican idrarinda yiliksek oranda bulunan
diisiik molekiil agirlikli proteinlerin karakterizasyonlarmin yapilmasi ve bu proteinlerin
cesitliliginin arastirilmasidir. Bu diisiik molekiil agirlikli proteinlerin izoformlarinin
birbirlerinden ayrilmasi, elektroforez yontemleri kullanilarak gergeklestirilecektir. Iki
boyutlu jel elektroforezi ile ayrimi gergeklestirilmis olan protein spotlart MALDI-MS
ve MALDI-MS/MS kullanilarak tanimlanmaya calisilacaktir.
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal

Iki boyutlu jel elektroforezi ydnteminin birinci boyutunda proteinleri pH
degerlerine gore ayirabilmek i¢in 6zel yaptirilan cihaz kullanildi, burada 9 ve 20 cm’lik
cam kapiler borular kullanildi, ikinci boyutunda BioRad marka cihaz ile proteinlerin
molekiil agirlilarina gére ayrimi gergeklestirildi, burada 7 ve 8 cm’lik cam aparatlar
kullamldi. Iki boyutlu jel elektroforezinin gergeklestirilebilmesi i¢in Thermo Electron
marka gilic kaynagi kullanildi. Protein miktar tayini i¢in Cary 100 Bio marka Cary
WihUV model UV-Vis spektrofotometresi kullanildi. Idrar érneklerini konsantre etmek
icin Kubota marka 5500 model santrifriij cihaz1 ve Kartell marka Art.84002 model, por
blyiikligii 30x115 mm olan, 50mL’lik santrifiij tipi kullanildi. Jelleri boyama
asamasinda Edmund Biihler GmbH marka ¢alkalayici kullanildi. Deneylerde kullanilan
cozeltilerin hazirlanma asamasinda magnetik karistirict ve Hotplate stirrer SB 162-3
marka elektronik karastiricidan yararlanildi. Tartimlar 0,1 mg hassasiyete sahip CHYO
marka Chyo Balance Corp model hassas terazide gerceklestirildi. Kiitle 6l¢iimleri igin
Bruker marka Autoflex III Smartbeam model kiitle spektrometresi kullanildi. Tim
deneysel ¢alismalarda deiyonize su kullanildi.

2.1.1. idrar 6rnekleri

12 haftalik saglikli Wistar tipi erkek sigan idrarlar1 Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi 6gretim iiyesi Dog. Dr. Firdevs Mor’un “Wistar
erkek sicanin yas ve testise bagli a2u-globulin protein diizeyinin belirlenmesi” adli
projesi kapsaminda Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’'nde kontrol
hayvani olarak kullanilan siganlardan elde edildi.

Sicanlardan toplanan idrar Ornekleri oncelikle konsantre edildi. 1 nolu sigan
idrar1 toplamda 4,5 mL; 2 nolu si¢an idrar1 toplamda 9,5 mL idi. Her iki 6rnekten de 4,5
mL kullanilarak, 6rnekler konsantrasyon islemine tabi tutuldu. Konsantrasyon tiiplerine
konulmus 4,5 mL’lik 1 ve 2 nolu 6rnekler dncelikle 0,5 mL’ye indirilerek konsantre
edildi, daha sonra oOrneklerin Tris-HCl tampon ¢ozeltisiyle yikama islemi
gergeklestirildi.

2.1.2. Kimyasallar

Agaroz (PEQLAB), 2. boyutta kullanildi.

Akrilamid % 99.9 (AMRESCO), poliakrilamid jeli i¢in monomer olarak kullanildi.
Ampholyte (2.0-4.0) (FLUKA), 1. Boyutta tasiyict amfolit olarak kullanildi.
Ampholyte (7.0-9.0) (FLUKA), 1. Boyutta tagiyici amfolit olarak kullanildi.
Ampholyte (5.0-7.0) (FLUKA), 1. Boyutta tasiyict amfolit olarak kullanildi.

APS (ALDRICH), jel polimerizasyonunda katalizor olarak kullanildi.

Asetik Asit (ISOLAB), Giimiis boyamada kullanildi.

Bisakrilamid (AMRESCO), 2. boyutta ¢apraz baglayici olarak kullanildi.

Sigir Serum Albumin (AMRESCO), protein miktar tayini i¢in kullanildi.

Deconex (MERCK), kapiler tiiplerin temizlenmesinde kullanildu.
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Ditiyotreitol (DTT) %99.4 (AMRESCO), 6rnek hazirlamada ve 1. boyutta inkiibasyon
¢ozeltisi i¢in kullanildi.

EDTA TITRIPLEX %99.0-101.0 (MERCK), giimiis boyama i¢in kullanildi.
Etanol, giimiis boyama i¢in kullanildi.

Etilen Diamin %99.0 (MERCK), 1. boyut i¢in kullanildi.

Formaldehid %37 (MERCK), giimiis boyama i¢in kullanildu.

Fosforik Asit %85 (MERCK), 1. Boyut i¢in kullanildi.

Gliserol %99.0-100.5 (MERCK), 1. ve 2. boyut i¢in kullanildi.

Glisin %99.5 (AMRESCO), 2. boyut i¢in kullanildu.

Glutaraldehit %25 (MERCK), giimiis boyama i¢in kullanildi.

Glimiis Nitrat %99.8-100.5 (MERCK), giimiis boyama i¢in kullanildi.
Metanol (ISOLAB), CBB boyamada kullanildi.

Sodyum Dodesil Siilfat (SERVA), 2. boyutta kullanildi.

Sodyum Asetat x3H,0 %99 (MERCK), giimiis boyama i¢in kullanildi.
Sodyum Azid, idrarlarin toplanmasi sirasinda kullanildi.

Sodyumbikarbonat (MERCK), giimiis boyama i¢in kullanildu.

Sodyum Karbonat susuz %99.9 (MERCK), glimiis boyama i¢in kullanildu.
Sodyum Tiyosiilfat pentahidrat %99 (FLUKA), giimiis boyama igin kullanildi.
Temed (BIO-RAD), 1. ve 2. boyut icin kullanilds.

Timerosal (MERCK), glimiis boyama i¢in kullanildi.

Tripsin (PROMEGA), kiitle analizi i¢in kullanildi.

TRIS-BAZ %94 (SIGMA), 1. boyut i¢in kullanildi.

TRIS-HCI %99.9 (AMRESCO), 2. boyut i¢in kullanild1.

Ure graniillii %98 (SIGMA), 6rnek igin kullanildi.

Ure %99 (MERCK), &rnek hazirlamada, 1. ve 2. boyut i¢in kullanilds.

2.2. Metot
2.2.1. Idrarlarin toplanmasi

Siganlarin idrarlan iki gece boyunca toplandi. Metabolik kafeslerin alt kismina
idrarlar1 toplamak i¢in 50 mL’lik plastik tiipler yerlestirildi. Bu tiipler, proteinlerin oda
sicakliginda bozunmamasi icin buz icinde tutuldu. idrarlar icerisinde bakteri iiremesini
engellemek amacl tiiplere 1 mL 1 mM sodyum azid (1 M’lik Tris iginde, pH: 6.8)
eklendi. Iki kez 16’sar saat boyunca (gece) toplanmis olan idrarlar, 5 000 g’de idrardaki
kati partikiilleri uzaklastirmak i¢in santrifiij edildi ve idrarlar kullanilana kadar -20
°C’de sakland.

Bu idrar Orneklerini konsantre edebilmek i¢in 6n isleme tabi tutulmasi
gerekmekteydi. Idrarlar1 konsantre edebilmek igin konsantrasyon tiipleri kullanild
(5 000 Da por biiyiikliigiine sahip). Bunun i¢in baslangigta idrarlar, igindeki kati
partikiilleri uzaklagtirmak amaciyla 5 000 g de 10 dk kadar santrifriij edildi. Daha sonra
idrarlar konsantrasyon tiiplerine bosaltild1 ve her bir konsantrasyon islemi sonras1t 5 mL
20 mM’lik Tris-HCI (pH:7.4) eklenerek yikama islemi gerceklestirildi.
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2.2.2. Elektroforez islemleri

Iki boyutlu jel elektroforezi igin hazirlanmis olan idrar &rnekleri kullanilarak,
caligmanin amacina uygun olarak tek boyutlu ve iki boyutlu jeller hazirlandi.

2.2.2.1. Orneklerin hazirlanmasi
2.2.2.1.1. iki boyutlu jel elektroforezi i¢in 6rnek hazirlama

Deneylerde iki boyutlu jel elektroforezi i¢in 1995°te ilk kez yayinlanmis olan
Klose ve Kobalz tarafindan gelistirilen teknik kullanildi (Klose ve Kobalz 1995).
Siganlardan toplanan idrarlar 4,5 mL ve 9,5 mL idi. Daha sonra konsantre edilmis
idrarlara, hacimlerinin %108’i kadar tre, %10’u kadar 1,4 M’lik DTT, %10°u kadar
%40’lik amfolit 2-4 ve %4l kadar da proteaz inhibitdrii eklendi. Gerekli olan tim
kimyasal maddelerin eklenmesinden sonra idrar ornekleri 100 000 g’de yarim saat
sireyle 4°C’de santrifriij edildi. Bu islemler sonrasinda Orneklerin protein
konsantrasyonlar tespit edildi.

2.2.2.2. Protein miktar tayini

Idrarlarm protein konsantrasyonlar;, Bradford yontemi (Bradford 1976)
kullanilarak tespit edildi. Bu yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik
gruplariyla etkilesmesine dayanmaktadir. Boya baglama temelli yontemlerden en
yaygini Bradford yontemidir ve oldukga duyarli bir tekniktir. Organik boya olarak
Coomassie  Brilliant Blue G-250 boyar maddesi kullanildi.  Orneklerin
konsantrasyonlari, proteinin aminoasit bilesimine bagli olarak olusan ve 595 nm’de
absorbans veren mavi rengin 0l¢iimii esasina gore belirlenmektedir.

Yontemde oOncelikle CBB G-250 boyar maddesini igeren tampon ¢ozeltisi
hazirlandi. 5 mg CBB G-250 ve 5’er mL etanol ve %85’lik fosforik asit alinarak 6rnek
hazirlama sirasinda da kullanilan 20 mM’lik Tris-HCI (pH: 7,4) tamponu ile son hacim
50 mL olacak sekilde tamamlandi. Cozeltinin agz1 ve etrafi aliminyum folyo ile
sarilarak karanlikta 2 saat karistirildi. Karistirma sonunda ¢ozelti siizge¢ kagidindan
gecirildi. Daha sonra belli standart derisimlerde hazirlanan Sigir Serum Albumin
¢ozeltilerinden 100’er pL alinip lizerine 1 mL CBB reaktifi eklenerek 595 nm’de
absorbans Ol¢iimleri alindi ve elde edilen verilere gore kalibrasyon egrisi ¢izildi. Ayni
sekilde idrar Orneklerinin de absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometrede
Olgiildiikten sonra, kalibrasyon egrisinden Orneklerin protein Konsantrasyonlari
hesaplandi.

2.2.2.3. Tek boyutlu jel elektroforezi

SDS-PAGE i¢in %30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid stok soliisyonu kullanildi.
29,2 g akrilamid ve 0,8 g bis akrilamid tartilip deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi
ve 0,8 uL’lik disk filtre ile filtre edildi. Stok 4 °C’de karanlikta saklandi.
Ornek yiikleme tamponu:
200 mM Tris-HCI (pH:6,8)
Deiyonize su
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Gliserol

%10 (w/v) SDS

%0,5 (w/v) Bromfenol Mavisi
-Merkaptoetanol

Toplam 10 mL’lik stok ¢ozeltisi 500 uL’lik bdlimler halinde -20 °C’de
saklandi. Tank i¢inde kullanilan yiiriitme tampon ¢ozeltisi ise 250 mM’lik Tris baz, 250
mM’lik glisin ve %1°’lik SDS’den olugmaktadir. Belirtilen miktarlardaki kimyasallar
alinarak deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi. Stok olan bu
tampon ¢ozeltisi 10 kat seyreltilerek kullanildi.

2.2.2.3.1. % 15°’lik SDS-PAGE jeli

Tek boyutlu jel elektroforezi i¢in Laemmli (1970) metodu temel alinarak
%15°1ik SDS-PAGE jeli hazirlanmistir.

Cizelge 2.1. %15°1lik SDS-PAGE jelin bilesimi

Ayrisma (Resolving) Jeli (%12) Yiikleme (Stacking) Jeli (%64)

Deiyonize su

Deiyonize su

Akrilamid/Bis (%30’ Iuk)

Akrilamid/Bis (%30’luk)

1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8)

1M Tris-HCI (pH: 6,8)

%10’luk SDS %10’luk SDS
% 10’luk APS % 10’luk APS
TEMED TEMED

Yukaridaki ¢izelgeye gore SDS jeli hazirlandi. Hazirlanan jeller, iyi bir sekilde
%70’lik etanol ¢ozeltisi ile temizlenmis iki cam plaka arasina hava kabarcigi kalmadan
dikkatli bir sekilde dokiildii. Jel polimerlesmeden kuyucuklari meydana getirmek i¢in
ortama tarak (kuyucuk aparati) konuldu. Hazirlanan jellerden oncelikle ayirma jeli
dokiildii, polimerlestikten sonra {izerine yiikleme jeli dokiildd. Jel tamamen
polimerlestikten sonra sistem tank i¢ine yerlestirildi ve bu tanka yiiritme tamponu ilave
edildi. SDS-PAGE jelinde yiiriitiilecek 6rnekler, 6rnegin %4’ oraninda 6rnek yiikleme
tamponu ile karigtirilarak 5 dk kaynatildiktan sonra ornekler kuyucuklara yiiklendi ve
100 V 20 mA’de yaklasik 3 saat boyunca yiiriitiildii.

2.2.2.4. iki boyutlu jel elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezi, 1. boyut ve 2. boyut olmak iizere iki kisimdan
olusur. 1. boyutta proteinler izoelektrik noktalarina gore ayrilirken, 2. boyut kisminda
ise proteinler sadece molekiil kiitlelerine gore ayrilir. Birinci boyuttan g¢ikarilmis 20
cm’lik jelin 3 parcaya boliinmesiyle 2. boyut islemlerine tabi tutularak yapildi (Klose ve
Kobalz 1995).
2.2.2.4.1. Birinci boyut-izoelektrik fokuslama

Kiiciik boyutlu jeller igin 9 cm’lik cam kapiler borular kullanildi. Aym sekilde
biiyiik boyutlu jeller i¢in 20 cm’lik cam kapiler borular kullanildi. Cam kapiler tiiplere

23



ayirma jelinin (sep-jel) ve sapka jelinin (cap-jel) ¢ekilecegi kisimlar isaretlendi. Borulu
siringalar 6rnegin yiiklenecegi uca takildi. Yeterli miktarlarda 6nceden hazirlanmis olan
sep-jel ve APS ¢ozeltileri ¢oziindiirtildii. Cozliinmiis olan sep-jel degaze edildi ve degaze
islemi yaklasik 4 dk kadar siirdii. Degaze edilmis jel ¢ozeltisi igerisine gerekli miktarda
%0,8’1ik APS ¢ozeltisi ilave edilerek polimerlesmeye hazir olan ¢ozeltiler kapiler cam
cubuklara ¢ekildi. Cam kapiler bu sekilde yarim saat kadar bekletilerek polimerlesmesi
saglandi. Bu arada cap-jel ¢ozeltisi degaze edildi iizerine gerekli miktarda %0,8’lik APS
cozeltisi eklendi. Bu ¢ozelti kapilerin alt kismina hi¢ hava kabarcigi kalmadan siringa
ile eklendi ve 30 dakika polimerlesmesi i¢in beklendi. Polimerlesme tamamlandiktan
sonra cap-jel ucuna biiyiik bir su damlas1 damlatildi ve parafilm ile kapatildi. Kapilerin
orneklerin yiiklenecegi kisimlarma da su dolduruldu ve parafilm ile kapatildi.
Aliiminyum folyo i¢ine sarilmis olan bu kapilerler oda sicakliginda yatay bir sekilde
karanlikta; biiyiik kapilerler i¢in en az ti¢ giin, kii¢iik kapilerler i¢in en az bir giin jellerin
polimerlesmesi i¢in bekletildi.

Birinci boyut yiirtitmeden once kapiler tiiplerin iki ucundaki polimerlesme suyu
alind1 ve 6rnek ylikleme asamasina gegildi. Kapiler tiiplerin igerisine 6rnek yiiklemeden
once ayirma jelinin st kismina Spul. Sephadex ¢ozeltisi konuldu. Bu ¢ozelti i¢in 20 g
Sephadex G-200 5 saat boyunca 90 °C’de 500 mL destile suda bekletildi. Siipernatan
dekante edilerek 1L % 25°lik gliserol ¢ozeltisinde ¢6ziildi. Prob kullanilarak 2 saat
boyunca karistirildi ve siire sonunda siispansiyon filtre kagidindan gegirildi. Elde edilen
jel kisim esit hacimlere boliinerek -20 °C’de saklandi. Bu ¢ozelti kullanilacagi zaman
0,272 g i¢in lizerine 270 mg iire, 25 pL 1,4 M DTT ve 25 pL amfolit karisimi eklendi.
Ayirma jelinin iist kismima bu ¢ozelti konulduktan sonra gerekli miktarlarda idrar
ornekleri yiiklendi.

Sekil 2.1. Izoelektrik fokuslama diizenegi

Kapiler tilipler izoelektrik fokuslama aparatina yerlestirildi. Cihazin {ist
haznesine bilesimi 3 M tire ve %7,27 fosforik asitten olusan anot ¢ozeltisi, alt haznesine
ise bilesimi 9 M iire, %S5 gliserin ve 0,5 M’lik NaOH’ten olusan katot ¢ozeltisi eklendi.
Cihazin kapagi kapatildi ve cihaz programlanabilir gii¢ kaynagina baglanarak, biiyiik ve
kiigiik kapilerler icin asagida verilmis olan ¢izelgelerde gosterilen siire ve voltajlara
gore ornekler yiiritiildu.
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Cizelge 2.2. Kiigtik kapiler i¢in IEF kosullar

Voltaj Zaman
100V 75 dk
200V 75 dk
400V 75 dk
600V 75 dk
800V 10 dk
1000V 5 dk

Cizelge 2.3. Biiytik kapiler i¢in IEF kosullar

Voltaj Zaman
100V 1 saat
200V 1 saat
400V 17,5 saat
600V 1 saat
1000V 30 dk
1500V 10 dk
2000V 5dk

1. boyut sonunda elektroforez sisteminde, ¢ikarilan kapiler tiiplerden jeller
¢ikarildi. Bunun i¢in kapiler tiiplerin ucundan siringa yardimiyla yavasca su basildi.
Cikarilan jeller inkiibasyon ¢6zeltisine alindi. Bu ¢6zeltiden biiyiik jeller her bir jel i¢in
10 mL, kiiciik jeller icin 5 mL kullanildi. Buradaki inkiibasyon ¢ozeltisi %12,5
inkiibasyon tamponu (fosforik asitle pH’1 6,8’e ayarlanmis olan ve %12,11°lik tris baz),
%40 gliserin ve %3 SDS’ten olusmaktadir. Bu ¢ozeltide gerekli silirede calkalanan
jeller, 2. boyut elektroforezi ig¢in kullanilana kadar -20 °C’de saklandu.

2.2.2.4.2. Ikinci boyut-SDS-PAGE

Tek tip jel kullanilarak yapildi. Bu hazirlanmis olan SDS ¢ozeltisinin bilesimi
%15 akrilamid konsantrasyonuna ve %3 capraz baglama oranina sahipti. Ayirma jeli
¢Ozeltisinin bilesimi; %15 akrilamid, %2 bisakrilamid, 0,375 M Tris/Tris-HCI, %0,1
SDS ve %0,03 TEMED’ten olusmaktadir. Hazirlanmis olan bu SDS ¢ozeltisi -20 °C’de
saklandi, kullanilacagi zaman dolaptan ¢ikarildi, ¢oziindiiriildii ve degaze edildi. Igine
uygun miktarlarda %1,28’lik APS eklenerek, hazirlanan bu jel ¢6zeltisi cam plakalar
arasina dokiildii ve 1 saat polimerlesmeye birakildi. Polimerlesme tamamlandiktan
sonra 1. boyut jeli, 2. boyut jelinin iizerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde
yerlestirildi. Uzerine %12,5 inkiibasyon tamponu, %0,1 SDS ve %1 agarozdan olusan
agaroz ¢Ozeltisi ilave edildi, yaklasik 1 dakika iginde bu agaroz ¢ozeltisi katilast1 ve jel
aparat1 elektroforez sistemine yerlestirildi. Kullanilan inkiibasyon tamponunun bilesimi:
fosforik asitle pH’1 6,8’e ayarlanmis olan ve %12,11°lik Tris baz1 i¢eren bir ¢ozeltidir.

Kiigiik jeller, birinin boyutu 8x10 cm, digeri 7x10 cm olan iki cam plaka
arasinda hazirlandi. Bu boyuttaki 2. boyut jelleri hem kiigiik hem de biiyiik boyuttaki 1.
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boyut jelleri i¢in kullanildi. Kii¢lik 1. boyut jelleri i¢in 1, biiyiik 1. boyut jeller i¢in 3
adet 7x8 cm’lik 2. boyut SDS-PAGE jelleri yapildi. Hazirlanan 2. boyut jelleri, yiiriitme
tamponu ile dolu olan tanka yerlestirildi. Yiiritme tamponunun bilesimi, 0,025 M Tris
bazi (Tris (hidroksimetil) amino metan), 0,192 M glisin ve %1 SDS’dir.

Sekil 2.2. SDS-PAGE diizenegi

Gili¢ kaynagina baglanmis olan jeller icin ikinci boyut yiiriitme kosullar:
asagidaki cizelge de verildigi gibidir.

Cizelge 2.4. Ikinci boyut i¢in yiiriitme kosullari

Voltaj Zaman
3BV 5 dk
55V 10 dk
100 V 15 dk
150 V 60 dk

2.2.3. Jel boyama islemleri

Elektroforez isleminden sonra jeldeki proteinlerin goriiniir hale gelebilmesi igin,
jeller boyama islemine tabi tutuldu. Organik (Coomassie Brilliant Blue G-250) veya
metal tabanli (Giimiis nitrat) boyalar kullanildi. Daha sonra yapilacak kiitle analizi i¢in
CBB R-250 ile boyanmus jeller kullanildi.
2.2.3.1. Giimiis boyama

Iki boyutlu jeller 1996°da Shevchenko’nun giimiis boyama teknifine gore
boyandi. Giimiis boyama teknigi, hazirlanmis olan bes ¢ozelti ile gergeklestirildi. Bu

cozeltilerin bilesimleri asagidaki gibidir:

Fiksasyon ¢ozeltisi: %50 etanol, %10 asetik asit, %40 su
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Inkiibasyon ¢dzeltisi: %30 etanol, %0,50 glutaraldehit, %0,20 sodyum tiyosiilfat,
0,50 M sodyumasetat

Gumiis ¢ozeltisi: %0,1 giimiis nitrat ve %0,01 formaldehit

Tab ¢ozeltisi: %?2,5 sodyum karbonat, 0,05 mM sodyum tiyosiilfat ve
%0,01 formaldehit

Durdurma ¢ozeltisi: 0,05 M EDTA ve %0,02 timerosal

Ikinci boyut yiiriitme sisteminden ¢ikarilmis olan jeller ilk olarak fiksasyon
¢ozeltisi igine konuldu. Bu ¢ozelti iginde jeller en az 1 saat ¢alkalayicida bekletildi.
Daha sonra jeller 2 saat ¢alkalayicida inkiibasyon ¢ozeltisi i¢inde bekletildi. Inkiibasyon
¢Ozeltisinden alinmis olan jeller 2’ser kere saf suyla 20’ser dakika olmak iizere yikama
islemine tabi tutuldu. Yikama isleminden sonra jeller 30 dakika giimiis ¢ozeltisinde
bekletildikten sonra 5-10 sn’lik siirelerle yikama yapildi. Sonra tab ¢6zeltisine alinmig
jeller tizerindeki spotlar goriiniir hale gelene kadar bu ¢ozeltide bekletildi ve en son
jeller durdurma ¢6zeltisine alinarak boyama islemi sonlandirildi.

2.2.3.2. Coomassie Brilliant Blue boyama

Bradford yontemi Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) organik boyar
maddesinin, ortamdaki proteinlere baglanmasiyla 595 nm’de maksimum absorbans
gostermesi temeline dayanmaktadir. Boyanin anyonik siilfonat gruplari ile proteinlerin
(+) yikli yan gruplarimin etkilesimiyle meydana gelen yapinin 151k absorpsiyonunun
temeline dayanan bu yontem ile 6rneklerdeki total protein miktart dlgiilmektedir.

Coomassie Blue boyama teknigi, hazirlanmis dort ¢ozelti ile gerceklestirildi. Bu
boyamadaki ¢ozeltilerin bilesimleri agagidaki gibidir:

Fiksasyon ¢ozeltisi: %50 metanol ve %2 fosforik asit (%85°1ik)

Inkiibasyon ¢dzeltisi: %34 metanol, %17 amonyumsiilfat ve %2 fosforik asit (%85°1ik)

Boyama ¢ozeltisi: %34 metanol, %17 amonyumsiilfat, %2 fosforik asit (%85°1ik)
ve %0,066 Coomassie Blue G-250

Boya ¢ikarma ¢ozeltisi: %25 metanol

Ikinci boyut yiiriitme sisteminden ¢ikarilan jeller ilk olarak fiksasyon ¢ozeltisi
icine konuldu, gece boyunca jeller calkalayicida bekletildi. Daha sonra jeller 30’ar
dakikalik olmak fiizere 3’er kez yikandi. Bu asamadan sonra 1 saat inkiibasyon
¢ozeltisinde bekletilen jeller, boyama ¢ozeltisine alindi ve bu sekilde 5 giin bekletildi.
En son olarak boya ¢ikarma ¢ozeltisine alinan jellerin boyama islemi sonlandirildi.

Glimiis ve CBB boyama ile tamamlanmis olan jellerin goriintiileri tarayici ile
elektronik ortama alind1 ve jel resimleri analiz edildi.

2.2.4. Kiitle ol¢iimleri
Kiitle analizi i¢in Shevchenko ve arkadaglarinin tanimlamis olduklar1 bir yontem

kullanilarak ¢alismalara yon verildi (Shevchenko vd 1996). Gergeklestirilen bu analiz
stireci i¢in 3 basamakl1 bir islem semas1 uygulandi.

27



2.2.4.1. Spotlarin kesilmesi ve jellerdeki boyanin uzaklastirilmasi

e Ik olarak bu basamaklarda kullanilmasi gereken ¢ozeltiler hazirlandi. Daha
sonra jellerden analiz edilecek spotlar kesildi. Her bir jel spotu 1,5 mL’lik plastik
tiiplerine ufak pargalara ayrilmis bir sekilde konuldu. Bu jel parcaciklarindaki boyay1
uzaklastirabilmek i¢in, yaklasik 200 uL yikama ¢ozeltisi her bir tiipe ilave edilerek gece
boyunca bu ¢6zelti iginde bekletildi.

Yikama ¢ozeltisi: %50 metanol ve %5 asetik asit
Ekstraksiyon tamponu: %50 asetonitril ve %5 formik asit
Tripsin ¢ozeltisi: 20 pg tripsin alinip 100 pL %0,01 trifloroasetikasit’te

¢Ozililmiistiir. Sonra 5 pL’lik miktarlara boliinerek -80°C’de
saklanmigtir. Bu ¢ozeltiler kullanilacagi zaman ftizerlerine 50
mM’lik 75 pL NH4HCO; ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu elde
edilmis olan tripsin ¢dzeltisinin konsantrasyonu 12,5 ng/uL’dir.

e Ayrica diger asamalarda kullanilmak iizere 50 ve 100 mM’lik NH4HCOj3;
¢ozeltileri de hazirlandi.

2.2.4.2. indirgeme, alkilleme ve tripsin ile proteinlerin kesilmesi

e Bu basamakta kullanilmak iizere taze olarak 10 mM DTT ve 100 mM
iyodoasetamid ¢ozeltileri hazirlandi.

e Birinci basamaktaki jeller icerisinde bulunan yikama ¢ozeltileri dikkatli bir
sekilde pipet ile uzaklastirildi.

e Jeller tizerine, yaklasitk 5 dk kadar oda sicakliginda jellerin suyunu
uzaklastirmak amaci ile 200 pL saf asetonitril eklendi. Jellerin goriintiisii beyaz ve
kiigiik hale geldi.

e Jellerde bulunan asetonitril ¢ozeltileri dikkatli bir sekilde ortamdan ayrildi ve 2-
3 dk 5 000 g’de vakum santrijiine tabi tutularak jeller kuru hale geldi.

e Kuru olan jeller tizerine 30 pL 10 mM DTT ilave edildi (jellerin iizerini
tamamen Ortecek sekilde), 30 dk oda sicakliginda bekletilerek proteinler indirgendi.

e Dikkatli bir sekilde jellerden uzaklastirilan DTT ¢ozeltisinden sonra, jellere 30
pL 100 mM iyodoasetamid ilave edilerek 30 dk oda sicakliginda bekletilerek proteinler
alkillendi. Siire sonunda jellerden ¢o6zeltiler dikkatli bir sekilde uzaklastirild.

e Jellerin tizerine 200 uL saf asetonitril ilave edilmis, yaklasitk 5 dk oda
sicakliginda bekletilerek jellerin suyu ortamdan uzaklastirildi. Jelleri kurutmak i¢in ise
2-3 dk vakum santrifiijiine tabi tutuldu.

e Jeller, 200 uL 100 mM’lik amonyum bikarbonat ile 10 dk oda sicakliginda

inkiibe edilmis ve boylece yeniden hidratlandi. Daha sonra jellerden bu ¢ozelti dikkatli
bir sekilde uzaklastirildi.
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e Jellerin iizerine, yaklastk 5 dk kadar oda sicakliginda jellerin suyunu
uzaklastirmak amaci ile 200 pL saf asetonitril eklendi. Siire sonunda jellerden dikkatli
bir sekilde uzaklastirilan asetonitril ¢ézeltisinden sonra, jeller 2-3 dk vakum santrifiijiine
tabi tutularak kurutuldu.

e 30 pL tripsin ¢ozeltisi her bir jel 6rnegine ilave edildi ve 30 sn kadar vorteks
sayesinde iyice karistirilmasi saglandi. Proteinlerin kesilmesi amaciyla gece boyunca jel
tiipleri 37 °C’de bekletildi.

2.2.4.3. Analiz icin peptidlerin ekstraksiyonu

e Ornekler igin baska temiz santrifiij tiipleri alind1 ve jellerdeki tripsin ¢dzeltisi bu
temiz tiiplere ilave edildi.

e Jel pargaciklarmin oldugu tiipler tizerine 30 pL 50 mM’lik amonyum bikarbonat
ilave edildi ve 10 dk iyice karigmasimi saglamak amaciyla vortekslendi. Daha sonra
ornekler 30 dk santrifiij edilerek, slipernatant kismi dikkatlice alind1 ve diger tiiplerin
lizerine ilave edildi.

e Jel tiiplerine 50 uL ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dk vortekslenip, 30
sn santrifiij edildi ve daha sonra buradaki stipernatant dikkatlice alinarak diger tiiplerin
tizerine ilave edildi.

e Jel tiiplerine tekrardan 50 pL ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edilerek islem tekrar

edildi.

e Toplamda elde edilen siipernatant karigimlarinin hacimleri 20 puL olacak sekilde
vakum santrifiijii kullanilarak indirildi ve son hacimler elde edilmesiyle 1 pL kadar
formik asit ilavesi yapildi.
2.2.4.4. Zip-Tip islemi

Elde edilen peptid karisimlarin1 konsantre etmek igin son olarak 6rnekler, zip-tip
Cis uglu pipet uglari kullanilarak zip-tip islemine tabi tutuldu. Bunun igin gerekli 4
¢Ozelti hazirlandi ve bu ¢ozeltilerin bilesimleri su sekildedir:
Islatma ¢ozeltisi (Wetting Solution): %100 asetonitril.
Dengeleme (Equilibration Solution) ve Yikama (Washing Solution) ¢ozeltisi: %0,1
trifloroasetikasit (TFA)
Eliisyon ¢6zeltisi (Elution Solution): %0,1 TFA iginde %50 asetonitrilden olusur.
Islemlerin ilerleyis sirast su sekildedir:

1) Dengeleme

e 3 defa uca islatma ¢ozeltisinden 10 pL ¢ekilip atildu.
e 3 defa uca denklestirme ¢ozeltisinden 10 pL ¢ekilip atildu.
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2) Baglama

Peptidleri baglanmak istenen ornekten 2 uL ¢ekilip birakilarak, islem 10 kez
tekrarlandi.

Baglama isleminden sonra uca 10 pL yikama ¢ozeltisi ¢ekildi ve atildi.

3) Eliisyon

Uca eliisyon ¢ozeltisinden 2 uL ¢ekildi ve temiz bir tiipe bosaltilarak, islem 5
kez tekrarlandi.

2.2.4.5. Matriksin Hazirlanmasi

Orneklerin hazirlanmasindan sonra, kiitle analizi i¢in gerekli olan matriksin
hazirlanmasi islemine gegildi. Burada matriks olarak alfa-siyano-4-hidroksisinnamik
asit (CHCA) kullanildi. Matriks birinci ve ikinci tabaka olmak tizere iki ayr ¢ozelti
seklinde hazirlandi.

e Birinci tabaka: 0,6 mg CHCA tartilarak 10 uLL metanol i¢ersinde ¢oziindiiriilerek
tizerine 40 pL aseton eklenerek 50 pL’lik ¢ozeltisi hazirlandi ve hazilanan bu ¢ozelti 8
dk santrifriijlendi (7 6rnek icin yeterlidir).

e Ikinci tabaka: 0,6 mg CHCA tartilarak 24 pL metanol igerisinde ¢oziindiiriildii
ve tizerine %0,1°lik 36 nL TFA ¢ozeltisi eklenerek 60 pL’lik ¢ozelti hazirlandi ve bu
cozelti 8 dk santrifriijlendi (7 6rnek i¢in yeterli).

Altin kaplamali plakadaki 6rnek yiikleme bolgelerine dncelikle; hazirlanmis olan
birinci tabaka ¢ozeltisinden 1damla kadar damlatildi ve kuruyana kadar bekletildikten
sonra ikinci tabaka c¢ozeltisinden, ayni bolgeye 1 damla kadar konulduktan sonra ayni
bolgeye 1 damlada 6rneklerden damlatildi. Yarim saat kadar oda sicakliginda kurumasi
beklendi.

Sekil 2.3. MALDI-TOF/MS’de kullanilan target

Kuruma siiresi biten altin plaka target, kiitle spektrometresinin giris kismina
yerlestirildi ve cihazin kalibrasyonundan sonra orneklerin MS sonuglarina gore
spektrumlart alindi ve spektrumlara bakilarak uygun goriilen peptid kiitleleri MASCOT
adindaki arama motoruna gonderilerek protein tarama iglemleri gerceklestirildi. Daha
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sonra MS sonuglarinin daha kesin sonuglara dayandirilabilmesi i¢in MS/MS sonuglari
da alind1.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada, 2 adet saglikli Wistar tipi erkek sicandan 2 gece boyunca (16’sar
saat) toplanmis idrar drnekleri ile calisildi. ki giin sonunda toplamda siganin birinden
4,5 mL, digerinden 9,5 mL idrar 6rnegi elde edildi. Bu iki 6rnegin toplam hacimleri
birbirlerinden farklilik gosterdigi igin, Orneklere bu halleri ile Bradford yontemi
uygulanarak protein miktar tayini uygulandi ve sonugta Orneklerin seyreltik oldugu
ortaya ¢ikarildi.

Seyreltik olduklar1 anlagilan, ham idrar Ornekleri Materyal-Metod 2.1.2.
boliimiinde anlatildigi gibi konsantre edildi. Bu yontem ile ayrica idrar ornekleri
icindeki tuzlar da uzaklastirilmis oldu. Konsantrasyon sonrasi ve drneklerin iki boyutlu
jel elektroforezine hazirlama sonrasi yine protein miktar tayini yapildi. En son yapilmis
olan protein miktar tayini sonuclar1 Cizelge 3.1.’de gosterildi.

Farkli konsantrasyonlarda, yeni hazirlanmis standart BSA (Sigir serum albumin)
¢ozeltilerine gore kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu degerler Cizelge 3.1°de gosterildi.
Idrarlardaki protein miktarlar1 bu olusturulmus kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bu
hesaplama sonugclarina gore IEF jeline yiiklenecek 6rnek miktarlart belirlendi.

Cizelge 3.1. Idrar 6rneklerinin kalibrasyon egrisi i¢in elde edilen veriler

Konsantrasyon (¢) | Absorbans Idrar 6rneklerinin Absorbans
(ng/mL) konsantrasyon(pug/mL)

5 0.0214 1 nolu (2) 0.2602
10 0.0454 1 nolu (3) 0.3903
20 0.1008 2 nolu (2) 0.3000
40 0.1710 2 nolu (3) 0.4501
80 0.3572
100 0.3825
120 0.4929

Cizelge 3.1.’de goriilen degerler sonucunda meydana gelen kalibrasyon egrisi
Sekil 3.1.’de gosterildi.

0,6 -
y =0,0041x
R2=0,9902
80’4 . *
<
0,2 -
0 a T T 1
0 50 c(ppm) 100 150

Sekil 3.1. Protein miktar tayini i¢in kalibrasyon grafigi
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Kalibrasyon grafigine gore hesaplanan protein miktarlari: 1 nolu 6rnek i¢in
ortalama 4,31 pg/uL iken, 2 nolu drnek igin 4,97 pg/uL’dir. Giimiis boyamada 1 nolu
ornek i¢in 194 ug, 2 nolu 6rnek i¢in 194 ug total protein yiiklenirken; CBB boyamada 1
nolu 6rnek i¢in 388 pg, 2 nolu drnek i¢in 388 pg total protein yiiklemesi yapilda.

3.1. ki Boyutlu Jel Elektroforezi Calismalar
3.1.1. 1 nolu idrar 6rneginin 2D jellerin eldesi

Her iki ornek ile ¢ok sayida farkli miktarlarda protein ile yiiklenmis iki boyutlu
jeller hazirlandi. 9 cm’lik kiiciik kapiler tiiplere az miktarlarda 6rnek yiiklendigi zaman
zayif spotlar elde edildi, bu sebeple miktar arttirildi. Sekil 3.2.”deki kiiciik boyutlu jelde
gorildiigli gibi ¢ok sayida proteinin var oldugu fakat bu ebatlardaki bir jel ile ayirimin
iyl olmadig1 goriildii. Sekil 3.2.’de 1 nolu idrar 6rneginin 9 cm’lik IEF tiipii kullanilarak
elde edilen 2D jel goriintiisii verildi. Sekil 3.2.’de goriilen jele 138 pg 6rnek yiiklendi.

Kiiciik molekiil
agirhkh profeinler

/

:”
/

Sekil 3.2. 1 nolu sigan idrarinin giimiis boyali 2D jel resmi (kii¢iik kapiler) (138 pg
protein)

Jel resminde de goriildiigii gibi, spotlar arast ayrim iyi degildi. Cok sayida
yapilmis olan jeller i¢in farkli miktarlarda 6rnek yiiklemeleri yapildi. Sekil 3.2.’de 138
ng total protein iceren drnek yliklendi. Baska jellerde daha diisiik miktarlarda 6rnekler
de yiiklendi fakat bu seferde goriiniir olan spotlarin sayisinin daha az oldugu goézlendi.
Bu nedenlerden dolay1 kiigiik kapiler tiipler (9 cm) ile deneylere devam edilmedi. 20
cm’lik biiyiik cam kapiler tiiplerle ¢alismalara devam edildi.

1 nolu sigan idrarmin 20 cm’lik uzun cam kapiler tiipler kullanilarak elde edilen
giimiis boyamali jel resminin gorlintiisii Sekil 3.3.’deki gibidir. Kapiler tiipe 194 g
total protein igeren ornek yiiklendi. 20 cm’lik biiyiik kapiler tiiplerinden ¢ikan IEF jeli
kiigiik 8 cm’lik ikinci boyut cam sisteminde yiiriitiilecegi i¢in ii¢ pargaya ayrilarak,
SDS-PAGE ile ii¢ ayr jel ilizerinde yiiriitildi. Sekil 3.3.’de gosterilen resim ii¢ jelin
birlestirilmis halidir. Tayin edilmesi istenilen diisik molekiil agirlikli proteinlerin
bulundugu bolgedeki spotlar numaralandirilarak gosterildi. Sekil 3.3.’deki giimiis
jelinde 80 adet spot numaralandirildi. Giimiis jeline karsilik gelen spotlar daha sonra
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CBB jelinde de ayn1 numara ile etikenlendi. CBB jelinde goriilebilen ayni spotlar ayni
numaralar ile isaretlendi.
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Sekil 3.3. 1 nolu si¢an idrarinin giimiis boyali 2D jel resmi (194 ug protein)

Sekil 3.4.de CBB boyali 6rnek bir jel resmi gosterildi. Bu jele 388 pg total
protein igeren Ornek yiiklendi. CBB boyamada goriiniir hale gelen spotlarin bir kismi
kesildi ve daha sonra MALDI-TOF’tan PMF spektrumlar1 alinarak tanimlanmaya
calisildi.
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1 6 16 19 23 33 . 7
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Sekil 3.4. 1 nolu sigan idrarinin CBB boyali 2D jel resmi (388 ug protein)
Sekil 3.3.’deki giimiis jelinde goriilen 80 spottan, bazilar1 Sekil 3.4.’deki CBB

jelinde goriiniir hale geldi. Bu spotlardan 29°u jelden kesildi ve incelendi. Bu 29 spotun
hangi protein veya proteinler olabilecegi kiitle spektrometresi ile tanimlanmaya caligildi.

34



3.1.2. 2 nolu idrar 6rneginin 2D jellerin eldesi

2 nolu si¢an idrarinin biiyiik kapiler tiipler kullanilarak elde edilen giimiis boyali
jel resmi Sekil 3.5.’deki gibidir. Burada yiiklenen total protein miktar1 184 pg’dir. Bu
jel tlzerinde herhangi bir numaralandirma ile gosterim yapilmadi. 2 nolu idrar
ornegindeki spotlar, 1 nolu idrar drnegindeki spotlar ile uyumludur. Iki &rnegin jel
goriintiilerinin benzer olmasi nedeniyle tanimlama ¢aligsmalari sadece 1 nolu idrar 6rnegi
i¢in gerceklestirildi. Ayni1 spotlarin varligi biiyiik oranda goriilmektedir.

Sekil 3.5. 2 nolu sigan idrarmin giimiis boyali 2D jel resmi (194 pg protein)
Ayni 6rnegin, CBB jeline 388 ng total protein yiiklemesi yapilan jel resmin
goriintlisti Sekil 3.6.’da goriildiigii gibidir.

‘ 8 -

Sekil 3.6. 2 nolu si¢an idrarinin CBB boyali 2D jel resmi (388 pg protein 6rnegi)
3.2. Kiitle Analizleri

CBB boyamali jellerde isaretlenen 29 spotun MALDI-TOF/MS ile spektrumlari
cizildi. Elde edilen peptid kiitleleri arama motoru Mascot’a girildi ve tarama sonuglar
incelenerek yorumlanmaya c¢alisildi. Proteinlerin tanimlanabilmesi i¢in sonuglarda
aranan sartlardan ilki protein ile eslesen peptidlerin igerdigi aminoasit sayisinin tiim
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proteinin aminoasit sayisinin en az %?25’ine karsilik gelmesi gerekliligidir. Diger bir
sart ise eslesen peptidlerin kiitle pikleri spektrumun giiglii piklerinden olmasi
gerekliligidir ve bu giiclii piklerden de en az {i¢ adeti eslestirme gostermesi gerekir.

3.2.1. Spot 1
931,482
40000 H ’
842,483(Trjiipsin)
832,278(CBB) SPOT 1
30000 ~ ’ 953,459 alpha 2u globulin
/
820000 -
=
< 1777,359 1056,497
a N
10000 - 998,514
L 1275,46/5(Kerafi ) 2394“L988
0_ \}' : ll"lmhjl '“ALL. l . IL
1200 1600 2000 2400
kuatle (m/z)

Sekil 3.7. 1 no’lu spotun PMF spektrumu

1 nolu spotun spektrumuna bakilacak olursa, 716, 777, 931, 998, 1056 ve 2394
pikleri goriilmektedir. Bu peptid kiitleleri a2u-globulin  proteini ile eslesme
gostermektedirler. Bu kiitleler a2u-globulinin temel peptid pikleridir. Bu piklerle
%33’liikk dizi uyumu saglanmaktadir. 842 piki tripsine aitken, 832 piki CBB’den
gelmektedir. 1275 piki bir keratin peptidine aitdir. 953 piki ise a2u-globulinin belirgin
piklerinden olan 931’in sodyumla modifiye olmus formunun piki oldugu
distiniilmektedir. Bu spektrum i¢in, a2u-globulin disinda baska bir sigan proteiniyle
eslesme olmadi. Spot 1’in peptid kiitle parmak izi spektrumunun Mascot tarama sonucu
a2u-globulin  proteininin  GI: 22219450 giris numarali sekansi ile eslesme
gosterdiginden bu sekans ve eslestirilen peptidlerin sekanslar1  Sekil 3.9.’da
gosterilmistir. Bu spektrumun verileri Mascot taramasi sonucunda birgok a2u-globulin
kayd ile eslesme gosterdi fakat en yiliksek skorlu dizi uyumu %33 ile saglanabildi.
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Sekil 3.8. 1 no’lu spotun PMF spektrumunun bir bdlgesi

Sekil 3.8.’de spot 1’in PMF spektrumunun bir boliimii goriilmektedir. Bu kismin
gosterilmesinin nedeni bir¢ok sekans dizisi arasindan elemeler yapabilmekti. Bunun i¢in
oncelikle NCBI veri tabaninda o2u-globulin ve sican {izerinden teorik bir arastirma
yapildi. Buradan elde edilen kayit sayist 38 idi. Bu 38 sekans dizisinin biiyiik bir
cogunlugu fragmentlere ait oldugundan, bu say1 15’e indirildi. Uzerinde ¢alisilmis olan
spotlardan o2u-globuline ait olanlar i¢in bu 15 sekans dizisi ile karsilastirma yapildi.
Hangi spotun hangi sekans dizisine ait oldugu arastirildi. Bu aragtirma sirasinda bir spot
¢ogu zaman, bu 15 adet sekans dizisinin biiyiik bircogu ile eslesme gosterdi. Bu eslesme
sayisint daha fazla indirebilmek igin, spotlarin hem spektrumlarina hem de dizi
Uyumlarina daha da ayrintili bakildi. Bu arastirma ile spektrumlarda ki bazi peptid
kiitlelerinin, sekans dizisi lizerinde ayni sekans kismima denk geldigi goriildii. Bu
kutleler 716-760, 1026-1056 ve 1876-2120’dir. Bu kiitlelerin sekanslar1  716:
GNLDVAK, 760: GNLDVDK, 1026: LCVAHGITR, 1056: LCEAHGITR, 1876:
VFMQHIDVLENSLGFK ve 2120: VFVQHIDVLENSLGFTFR seklindedir. Sekil
3.7.”de gortldigi gibi, burada 716 peptidi vardir. a2u-globulin proteinin sekansinda ya
716 ya da 760 peptidi yer alabilir. Eger her iki kiitle spektrumda goriiliir ise, elemeler bu
peptidler iizerinden yapilamaz ve tiim olas1 sekans dizileri géz onilinde bulundurulur.
Peptid 716: GNLDVAK aminoasit grubundan olusurken, peptid 760: GNLDVDK
aminoasit grubundan olusmaktadir. Iki peptid arasinda sadece 1 aminoasit fark: vardir.
Sekil 3.8.’de goriildiigli gibi 716 peptidi goriiliirken, 760 peptidi spektrumda yoktur.
Olasiliklar arasinda var olan sekanslar i¢inde eger 760 peptidi igeren sekans dizileri
varsa, bu diziler géz ard1 edildi. Bu sekilde yapilmis olan eleme sonuclari ile Cizelge
3.3.”de goriilen iki sekans dizisi oldugu goriilmektedir.

37



Protein sequence coverage: 33%
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASSTRGNLD WVAELNGDWES IVVASNEREE

51 IEENGSMEVF MOHIDVLENS LGFEFRIEEN GECEELYLVA YETPEDGEYFE

101 VEYDGGHNTET ILEIDYDRYV MFHLINFENG ETFQLMVLYG RTEDLSSDIE
151 EEFAFKLCEAH GITEDNIIDL TETDRCLOAR G

Start - End Observed Mr(expt) Mr (calc) ppm H Peptide
27 - 33 716.0000 714.9927 715.3864 -550 0 R.GNLDVAK.L
85 — 92 998.0000 9%6.9927 997.54384 -557 0 R.ELYLVAYE.T
83 - 113 2394.0000 23%2.99%927 2394.0903 -458 0 E.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
144 - 150 777.0000 775.9%27 776.3916 -514 0 K.DLSSDIE.E
156 — 164 1056.0000 1054.9927 1055.5182 -498 0 FK.LCEAHGITR.D
165 - 172 931.0000  92%,9927 930.5022 -548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.9. 1 no’lu spotun eslesen dizisi

Sekil 3.9.°da Mascot tarama sonucu verildi. Buna gore o2u-globulin protein
sekansinda eslesen peptidler kirmizi renkli gosterildi.

3.2.2. Spot 4
842.483(Tripsin)
40000 -
| SPOT 4
Ipha 2 | li
20000 alpha 2u globulin
- 1 931,509
=
=20000 4 870,524(Tripsjn) 953 486
= 1 777,383 1045,538(Tripsin)
10000 - 98,486
] J 1056,497
0 ] X l m JL L Y ‘L\ i
800 1000 1200 1400

katle (m/z)

Sekil 3.10. 4 no’lu spotun PMF spektrumu
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4 nolu spotun, PMF spektrumuna bakildiginda a2u-globulin proteini ile eslesen
777,931, 998 ve 1056 pikleri saptandi. Spektrumda bu pikler disinda 842, 870 ve 1045
kiitle pikleri bulunmaktadir. Bu piklerin tripsinden kaynaklandigi bilinmektedir.
Spektruma genel olarak bakildiginda aslinda zayif bir spektrum oldugu goriilmektedir.
842 pikinin siddetinin disindaki piklerin siddetleri relatif diisiiktiir. Bunun yaninda
yaklastk 1100 m/z degerin tizerinde herhangi bir pik elde edilemedi. Zayif
spektrumlardan bir sonug elde etmek her zaman miimkiin degildir. Bu spotun spektrumu
bize tripsin piklerin disinda o2u-globulinin ana piklerini verdigi i¢in bu protein ile
eslesme elde edildi. Eslesen dort peptid protein sekansinin kii¢iik bir kismina karsilik
geldigi i¢in dizi uyumunun da diisiik olmasi1 kaginilmazdi. Spot 4 i¢in %18’lik dizi
uyumu elde edildi. Bu ylizde tanimlama kriterlerimizin altinda olmasina ragmen o2u-
globulinin ana pikleri ile eslesme verdiginden ve bu kiitlelerin baska bir sigan proteini
ile eslesmemesi, bu spotun sadece o2u-globulin proteini i¢erdigini gosterir. Zayif bir
spektrum vermesi nedeniyle, bu spot a2u-globulin proteini olarak tanimlanmasina
ragmen bu proteinin hangi izoformu oldugu bu spektrumdan ¢ikarilamamaktadir. Bu
nedenle olas1 sekans dizileri bu spot i¢in fazla olacaktir. Olabilecek sekans dizilerinden,
dizi uyumu en yliksek olan GI: 204261 numarasina sahip sekans dizisi Sekil 3.11°de
gosterilmektedir. Cizelge 3.3.’de ise olasi1 tiim sekans sonuglari verildi.

Sekil 3.11.°de spot 4 i¢in Mascot veri tabani taramasi sonucunda en yiiksek
skorlu sekans dizisi gosterildi.

Protein sequence coverage: 18%o
Matched peptides shown in bold red.

1 LLLLCLGLTL WCGHAEEASS TSGNLDWVAKL NGDWESIWVW. SHEREKIEEN

51 GSMEVEFMOHI DVLENSLGEEFE FRIFENGECE ELYLVAYETF EDGEYXEVEYD

101 GGWNTFTILET DYDRYVMFHL IWNFEMGEETFO LMVLYGETED LSSDIEEEFZL
151 FKLCEAHGITE DNIIDLTETD RCLOARG

Start - End Observed Mriexpt) Mr(calc) ppm H Peptide
81 - 88 998.0000 996.9927 997.5484 -557 0 R.ELYLVAYE.T
140 - 146 777.0000 775.9927 776.3916 -514 0 E.DLSSDIEK.E
152 - 160 1056.0000 1054.99%27 1055.5182 -4%8 0 KE.LCEAHGITR.D
161 - 168 531.0000 925.9927 5930.5022 -548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.11. 4 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.3. Spot 6

842.487(Tripsin)

] SPOT 6
60000 - )
i 931,486 alpha 2u globulin
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50000 -~ %
870,302([Tripsin) 1026525
= 40000 - ’
8 4 777,363
z 30000 - / 953,464
T i
20000 -~ 863,341
i 2211,955(Tripsin)
10000 - 2120,967
] \A[h [LL
0 - T T T T T T T T T
900 1200 1500 1800 2100
katle (m/z)

Sekil 3.12. 6 no’lu spotun PMF spektrumu

6 nolu spotun spektrumuna bakildiginda kuvvetli bir spektrum oldugu
goriilmektedir. 777, 863, 931, 1026 ve 2120 piklerinin o2u-globulinle eslestigi saptandi.
Mascot tarama sonucu, Sekil 3.12.°de de goriildigi gibi, %27°1lik dizi uyumu ile GI:
77695923 o2u-globulin i¢in en yiiksek skorlu sonucu vermistir. Spektrumda goriilen
diger siddetli pikler tripsin ile eslestrildi.

40



40000 - 1026525

30000

Pik sidden

20000 -

T T T T
1000 1020 1040 1060
kiutle (rma/ =)

5000

4000

= 3000

Pik siddet

2000

1000

T T
1800 2100
kiitle (m/=z)

Sekil 3.13. 6 no’lu spotun PMF spektrumlarinin bazi bolgeleri

Sekil 3.13.°de goriildiigii gibi spot 6’nin spektrumu icerisinden iki farkli bolge
biiylitiilmiis olarak gosterildi. a2u-globulin izoformlart i¢in bilinen biitiin sekanslar
arasindan bir ayirim yapabilmek i¢in farklilik gosteren peptidlerin saptanip
saptanmadigina bakmak gerekmektedir. Buna gore spot 6’nin spektrumunda 1026 piki
o2u-globulinin LCVAHGITR peptidi ile eslestirildi. izoform sekanslarinda bu peptidin
LCEAHGITR formunda da bulunabilecegi goriilmektedir. Bu peptidin kiitlesi ise 1056
m/z degerindedir. Spot 6’nin spektrumunda 1026 piki bulundugundan dolay1 bu spot
icin sadece ilgili peptidi igeren izoformlar s6z konusu olabilmektedir. Buna ilaveten
2120 piki o2u-globulinin  VEVQHIDVLENSLGFTFR peptidi ile eslesmektedir.
[zoform sekanslarinda bu peptid icin VFMQHIDVLENSLGFK sekansinim da varligi
goriilmektedir. Ikinci peptidin kiitlesi 1876 m/z’dir. Spot 6’nin spektrumunda bu
bolgeye bakildiginda 2120°de bir pik goriiliirken 1876’da herhangi bir pik yoktur. Bu
durum bize spot 6’da var olan a2u-globulin izoformunun 1026 ve 2120 Kkiitlelerine
karsilik gelen peptidlerine sahip oldugunu kanitlamaktadir. Taradigimiz sekanslar
arasindan bu iki peptidi birlikte iceren sekans ise tektir ve Gl: 77695923 numarasina
sahiptir. Cizelge 3.3.’de de goriildiigii gibi bu spot tek bir sekans dizisi ile eslestirildi.
1026: LCVAHGITR, 1056: LCEAHGITR; 1876: VFMQHIDVLENSLGFK, 2120:
VFVQHIDVLENSLGFTEFR peptid gruplarina gore bu spot iginde spektrumda 1026’da
bir pik varken, 1056 piki yoktur. Aymi sekilde 2120 piki varken, 1876 piki yoktur.
Burada iki eleyici faktoriin olmasi, spot 6’daki proteinin hangi sekansa sahip oldugu
bize dogrudan verilmektedir.
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Protein sequence coverage: 27 %o
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASFERGHNLD VDELHGDWES IVVASDHREK
51 IEENGSMEWVF WVDHIDVLENS LGFTFRIKEN GVCTEFSLVA DEIAEDGEYFE
101 VEYDGEWNTFT ILETDYDNYWV MEFHLVNVNNG ETFQLMELYG RIEDLSSDIE
151 EHFAHLCVAH GITRDNIIDL TETDRCLOA

Start — End Ob=served Mr (expt) Mr (calc) ppm M Peptide

5% — 76 2120.0000 2118.%9%927 2120.1055 —-525 0 R.VEVQHIDVLENSLGFTFR.TI
144 — 150 777 .0000 T75.59927 T76.3916 -514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1026.0000 1024.5%927 1025.5440 —-538 0 KE.LCVAHGITR.D
165 — 172 931 .0000 $529.9927 530.5022 —-548 0 R.DNIIDLTE.T
173 — 17% 863 .0000 861.9527 B862.3967 -468 1 KE.TDRCLQA.-

Sekil 3.14. 6 no’lu spotun eslesen dizisi

Sekil 3.14.°de %27’lik dizi uyumu veren sekans dizisinde eslesen peptidlerin
bulunduklar1 bolgeler gosterildi.

3.2.4. Spot 7
842.492(Tripsin)
60000 -
: 931,496 SPOT 7
__ 50000 alpha 2u globulin
g -
2 40000 + 1026,534
~ |
B- 30000 -
. 870,5[12(Tripsin)
20000 4 777,397 1045,552(Tripsin) 2211,99(Tripsin)
y — 2139,871\
0 -
900 1200 1500 1800 2100 2400
katle (m/z)

Sekil 3.15. 7 no’lu spotun PMF spektrumu

7 nolu spot 760, 777, 931, 1026, 2120 ve 2139 kiitleleriyle a2u-globulin ile
eslesme gosterdi. Bu 6 peptid piki a2u-globulinin GI:77695923 kayit nolu sekansi ile,
Sekil 3.16’da goriildiigii gibi, %37’lik dizi uyumu verdi. Sonuglar arasinda yine %37°1lik
dizi uyumu ile baska bir a2u-globulin kaydi yer almaktaydi. Bunun nedeni sekans
dizilerindeki farkin sadece sondaki 2 aminoasit ile ilgili olmasidir. Ikinci sekans sondaki
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2 aminoasiti icermemekteydi. Sekil 3.16°da goriildiigii iizere bu sekanslardan sadece biri
verildi. Mascot taramasi sonucunda, spektrum pikleri ile ortiisen baska bir protein
bulunamada.

Protein sequence coverage: 37 %

Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASFERGNLD VDELNGDWES IVWVASDEREE

51 IEENGSMEVE VDHIDVLENS LGFTFRIEKEN GVCTEFSLVL DETAFDGEYE

101 WVEYDGENTET ILETDYDHNYWV MFHLVNWVHNG ETFOQLMELYG RTIFDLSSDIEK
151 EEKFAFLCVAH GITEDNIIDL TEIDRCLOA

Start — End Ob=served Mr (expt) Mr (calc) ppm M Peptide
27 — 33 760. 0000 T758.9927 T759.3763 -505 0 R.GNLDVDE.L
5% — 76 2120.0000 2118.9%27 2120.1055 =525 0 R.VFVQHIDVLENSLGFTFR.I
96 — 113 2135.0000 2137.9%27 2135.96804 —-456 0 K.DGEYFVEYDGENTETILE.T
144 — 150 777 . 0000 T75.9%27 T776.3916 -514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1026.0000 1024.9%27 1025.5440 -538 0 KE.LCVAHGITRE.D
165 — 172 931. 0000 S29.9927 S930.5022 -548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.16. 7 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.5. Spot 11
1026,
1 N§ 842,462(Tripsin) SPOT 11
75000 - alpha 2u globulin
_ 931,46 similar to MGC14161 protein
60000 - isoform CRA_d
1 953,464

870,502(Triipsin)
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(@]
(@]
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15000 2153,828
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900 1200 1500 1800 2100 2400
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Sekil 3.17. 11 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 11’in spektrumunda a2u-globulin ile eslesen 8 tane peptidin kiitle pikleri
goriilmektedir. Bunlar 760, 777, 863, 931, 935, 1026, 2120 ve 2139 m/z’kiitleleridir.
GIL: 77695923 numarali kayit ile eslestirilmis olan bu spot %45°lik dizi uyumunu
meydana getirdi. Bu Sekil 3.18.’de de goriilmektedir. Diger peptid pikleri ve o2u-
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globulin ile ortak olan baz1 pikler baska proteinlerle de eslesme gosterdi. Spektrumda
goriildiigii tizere 760 m/z kiitleli pik hem a2u-globulinle hem de MGC14161 proteini ile
eslesirken, 1026 piki hem a2u-globulinle hem de EAPG6122 proteini ile eslesti.

MGC14161 proteini %36’lik dizi uyumu ile FERM domain containing 5
olarakda bilinmektedir. FERM (4,1 protein, ezrin, radixin and moesin) plazma
membranindaki proteinlerin igerisinde genis bir bolimii kapsar. FERM; sinyal ve iskelet
proteinlerinin farkli yerlerinde bulunmaktadir. Ayrica plazma membraninda proteinler
ile fosfolipidler arasinda, molekiiller arasi diizenleyici gorev iistlenmektedir.
Literatiirde, FERM proteini ile ilgili siganin sadece beyninde yapilmis ¢aligsmalara yer
verilmistir (Madura 2003).

EAPG6122 proteini %23’liik dizi uyumu ile aday proteindir denilebilir. CD164
sialomicin-like 2 olarakda bilinmektedir. Sialomisinler; membrana bagli veya salgilanan
musinlerin heterojen gruplaridir. Hiicre koruyucu ve yapisma reseptorleri gibi gorevleri
vardir. CD164, kemik iligindeki kok hiicre diizenleyicisi olarak reseptor gorevini
istlenmektedir. CD164, ilik icerisine prostat kanseri hiicrelerinin yerlesmesini
gerceklestirir, kanser hiicrelerinden kemik iligine siiziiliir ve burada kanser hiicrelerinin
yayitlmasinda onemli rol oynamaktadir. EAPG6122 proteini insan, fare ve siganda
bulunan bir proteindir. Bu proteinle ilgili, sigan idrar1 tizerinde ¢alismalar yapilmamistir
fakat insanda prostat kanseri ile ilgili ¢alismalarin olmasi, bu proteinin sigan idrarinda
da bulunabilecegine dair ipuclar1 verdigini sdyleyebiliriz.

Protein sequence coverage: 45%

Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHARE EASFERGNLD VDELNGDWES IVVASDEEREE

31 IEENGSMEVFEF VQHIDVLENS LGFTERIEEN GWVCTEFSLVA DETAFDGEYF

101 VEYDGENTFT ILETDYDHNYV MEHLVHNVHNG ETFQLMELYG RTFDLSSDIE
151 EFFAELCVAH GITEDNIIDL TETDRECLOA

Start — End Obserwved Mr (expt) Mr (calc) ppm M Peptide
27 — 33 760.0000 T58.9927 759.3763 -505 D R.GNLDWVDE. L
51 — 58 935.0000 933.9927 934.4178 —455 0 K.IEENGSMRE.V
59 — 76 2120.0000 2118.9%%27 2120.1055 -525 0 R.VFVQHIDVLENSLGFTFR.I
96 — 113 213%9.0000 2137.9%27 2138.9684 —-456 0 KE.DGEYFVEYDGEMTFTILE.T
144 — 150 777 .0000 T75.9927 T76.3916 -514 0 K.DLSSDIFK.E
156 — 164 1026.0000 1024.9%27 1025.5440 -538 0 K.LCVAHGITR.D
165 — 172 931 .0000 929.9927 930.5022 -548 0 R.DNIIDLTE.T
173 — 17% 863 .0000 861.9%27 862.3967 —-488 1 K.TDRCLQA. -

Sekil 3.18. 11 no’lu spotun eslesen dizisi
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http://en.wikipedia.org/wiki/Ezrin
http://en.wikipedia.org/wiki/Radixin
http://en.wikipedia.org/wiki/Moesin

3.2.6. Spot 12

L‘ L " RO T hbrd A

SPOT 12

alpha 2u globulin
similar to EAPG6122

2139,93 2210,065(Tripsin)

200000 1029.552
1 827,424
\
150000 -
931,5111
7 / 842,509(Tripsin)
S 1000004 79935 953,489
=]
K 777,38
X 4
=
0 - T T T
1000 1500
katle (m/z)

2000

Sekil 3.19. 12 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 12’nin spektrumu, daha Onceki spotlarda da goérdiigiimiiz peptid
kiitlelerinden, 760, 777, 931, 935, 1026, 2121 ve 2139 m/z’nin o2u-globulin proteini ile
eslesme gosteren piklere sahiptir. Bu spektrum oldukca giiclii pikleri olan bir
spektrumdur. Tripsine ait pikler ise ilk defa diger piklerden daha zayiftir. Sekil 3.20.’de
%41°lik bir dizi uyumunun elde edildigi goriilmektedir. Spot 12 ile o2u-globulin
proteininin bircok kaydi eslesmektedir fakat en yiiksek skoru saglayan sekansin giris
nosu GI: 77695923’tiir. Spot 11°deki EAPG6122 proteini burada yine %23’lik dizi
uyumu ile yer almakta oldugundan, bu proteinin spot 12’de yer almasi igin adaydir

denilebilir.

Protein sequence coverage: 41%

Matched peptides shown in bold red.

151 EEFAFKLCWVAH GITEDNITDL TETDRCLOA

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASFERGNLD WVDELNGDWEFS IVWVASDERER
51 TITEENGSMEWVE VOQHIDWVLENS LGFTFRIKEN GVCTEFSLVE DETAFDGEYFE
101 VEYDGENTFEFT ILETDYDNYW MFHLVHVHNG ETFQLMELYGE RTERDLSSDIE

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) pPPpm M
27 — 33 760 . 0000 T758.9927 T59.3763 —505 O

51 — 58 935 .0000 933.9927 934.4178 —455 0O

5% — 76 2121 .0000 21195.9%27 2120.1055 -53.2 O

96 — 113 213%.0000 2137.99%927 2138.9684 —456 O
144 — 150 TFT 0000 TT¥5.9527 TTe.391e —514 O
156 — 164 1026.0000 1024.9927 1025.5440 —538 O
165 — 172 931 . 0000 S929.9927 930 .5022 —548 O

Peptide

R.GNLDVDE. L

K. TEENGSMRE .V
R.VEVQHIDVLENSLGFTFR.T
KE.DGEYFVEYDGENTFTILE.T
KE.DLSSDIEK.E
KE.LCVAHGITE.D
R.DNITDLTE.T

Sekil 3.20. 12 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.7. Spot 16

842.508(Tripsin)

40000 -
SPOT 16
1 alpha 2u globulin
30000 -
§ 7 870,549(Tripsin)
=
; 20000 + 973,524 (Keratin)
o 1045,567(Tripsi
4716,393 /( ripsin)
10000 4 777,383 931/,50 1056,497
1165,577(Keratin)
J L k /
O ] L .‘\ m A o L I " L
9(l)O 12100

kutle (m/z)

Sekil 3.21. 16 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 16’nin spektrumunda sadece a2u-globulin proteini ile eslesme bulundu ve
bunu 716, 777, 931 ve 1056 kiitleleri sagladi. NCBI veri tabaninda bu spot i¢in eslesme
gosteren sekans dizilerinden en skorlu olan dizinin giris numarast GI: 22219450°dir.
Diger eslesen piklerin, tripsin ve keratine ait pikler oldugu goriildii. Sekil 3.22.’de de
gorildigi gibi spektrum %17’lik dizi uyumu vermektedir. Bu spotun bu kadar diisiik
bir dizi uyumu vermesinin nedeni, sekansla eslesen peptid piklerinin sayisinin az
olmasidir. Sekil 3.22.°de de goriildiigii gibi dort adet peptid piki ile eslesme goriildii.
Aslinda 4 adet peptid ile daha yiiksek dizi uyumu sonucu veren sonuglar da elde
edilebilirdi fakat bu 4 peptidin kisa peptidler olmasi nedeniyle bu spot diisiik dizi
uyumu ile sonuglandi.

Protein sequence coverage: 17 %o

Matchaed peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCI GLTLVCGHAFE EASSTRCONLD VARKILNGDWES IVVASNEREER
51 IEENGSMRVE MOHIDWVLENS LGFEFRIKEN GECRELYLVA YHITPEDGEYEFE
101 VEYDGGNTFT ILKTDYDRYWV MFHLINFENG ETFQLMVILYGE RITIFDLSSDIK

151 EFFAKRKLCEAH GITRDNHNIIDL TEIDRCLOAR G

Start — End Uh=erved Mr (expt) Mr (calc) ppm ll[ Peptide
27 — 33 T16.0000 T14.9927 T15.3564 —550 0 R.GNLDWVAF.L
144 — 150 77T 0000 T75.9927 TT6.391s -514 0 E.DLSSDIEK.E
156 — 164 1056.0000 1054.9%27 1055.5182 —4%98 0 FKF.LCEAHGITR.D
165 — 172 931 . 0000 S29.9527 S30.5022 —-548 0 R.DNITDLTE.T

Sekil 3.22. 16 no’lu spotun eslesen dizisi

46



3.2.8. Spot 19

842,483(tripsin)

40000 -
SPOT19
- alpha 2u globulin
.= 30000 -~ 1045,51(Tripsin)
é i 870,498(Tripsin)
= 20000 -
o 777,359 1060,624(Tripsin)
/
1056,497
931,482 :
10000 4 716 347 /
|/ l 1275,713(Keratin)
0 - JMLL I _LJMML‘ L ‘um‘\‘h L[ L

800 1000 1200 1400
katle (m/z)

Sekil 3.23. 19 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 16’ya benzer bir sonug veren Spot 19°da da sadece a2u-globulin oldugu
goriildi. 716, 777, 931 ve 1056 peptidleri ile sonug verdi. Diger pikler tripsin ve
keratine aittir. Gii¢lii olmadig1 goriilen bu spektrum, Sekil 3.24.’de de goriildiigi gibi,
%17°1ik dizi uyumu verdi. NCBI veri tabanindaki en skorlu olan sekans dizisinin giris
numarasi GI: 22219450’ dir.

Protein sequence coverage: 17%
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASSTRGNLD VARLNGDWES IVVASNEREEK

51 IEENGSMREVF MOHIDVLENS LGFEFRIKEN GECRELYLVA YKTPEDGEYF

101 WVEYDGSGWNTFT ILETDYDRYV MFHLINFENG ETFQLMVLYGE RTEDLSSDIE
151 EEKFAFLCEAH GITEDNIIDL TEIDRCLOAR G

Start — End Observed Mr (expt) Mr(calc) Ppm M Peptide
27 - 33 T16.0000  T714.%927 T715.3864 -550 0 R.GNLDVAE.L
144 - 150 777.0000 775.9927 T776.3%1s -514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1056.0000 1054.99%27 1055.5182 -4%8 0 K.LCEAHGITR.D
165 — 172 931.0000 929.9927 930.5022 -548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.24. 19 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.9. Spot 24

842,487(Tripsin) SPOT 24
40000 4 alpha 2u globulin
832,282(CBB) dehydrogenase/reductase member 8,
1 998,546 isoform CRA_c
931,486
30000 A " 953 49 2395,046
e— 1056,501
g 777,387
.= 20000 - |
c 1491,386
[a W 4
716,374 1020,52(Tripsin)
10000 - 1528,684 1914,864
1840,43
AN 41,014(Trips )
wl o J‘T“ WP
0 - T T T T T T T
1000 1500 2000 2500
kuatle (m/z)

Sekil 3.25. 24 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 24’lin yogun bir spektrumu oldugu gorildi. 716, 777, 931, 998, 1056, 1528
ve 2395 Kkiitleleriyle, Sekil 3.26’da goriildiigii gibi, %40’lik bir dizi uyumu veren bu
spektrumda, a2u-globulinin yani sira dehidrogenaz/reduktaz tiye 8 adli bir protein daha
bulundu. 1056 peptidinin her iki proteinde de yer aldig1 goriildi.

%34°lik dizi uyumu veren Dehidrogenaz/reduktaz tiye 8, kisa zincirli
dehidrogenaz/reduktazlar olarak da bilinirler. Kisaca SDR olarak gosterilirler. SDR;
oksidorediiktazlarin genel siiper ailesi olarak bilinirler; steroidler, prostaglandinler,
retinoidler, alifatik alkoller, ksenobiyotiklerin metabolizmalarina katilirlar (Keller vd
2006). SDR; insan genomunda, tip alaninda 6nemli etkileriyle genis gen ailelerinden
olan 60 genden biri olarak bilinir. Alzheimer, osteoporoz ve diabet hastaliklarinin,
metabolik ve dejenere bozukluklar1 gibi kanser (meme ve prostat) hastaliklarinda da yer
aldiklar1 bilinir. Bu enzim siganin karaciger ve bobreklerinde %15-20 oraninda tespit
edilmistir. Farenin karaciger dokusunda farkli mekanizmalar olmasina ragmen,
prostatinda androjen diizenleyicisi olarak yer almaktadir. Benzer sekilde siganin prostat
bezlerinin farkli bolgelerinde goriilmektedir (Prins ve Woodham 1995). SDR
enzimlerinin tanimlama ve fonksiyonel analizlerinin yeni ¢alisma amaglar1 ilag
gelistirmektir.
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Protein sequence coverage: 40%o
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCIL GLTLWCOGHAE EASSTRGHNLD WVARLNGDWES IVWVASHNEREER

51 IEENGSHMEVE MOHIDWVLENS LGFEFRIFEN GECEELYLWVA YHETFPEDGEYE

101 VEYDGGHNTET ILEIDYDEYW MFHLINFENG ETFEFQLMVLYG RITFEDLSSDIEK
151 EFEFAFLCEAH GITEDNITDL TETDECLOAR &

Start — End Ob=erwved Mr (expt) Mr{calc) ppm M Peptide
27 — 33 T1l6.0000 Tl4.9927 T15.3564 —530 0 ER.GHLDWVAR.L
85 — 92 298 . 0000 296.99227 997 .5484 —557 0 R.ELYLVAYHK.T
93 — 113 2395.0000 2393.5%9527 2354.0903 —40.8 0 K.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
125 — 141 1528.0000 1526.59927 1526.7551 156 0 EK.NHGETFQIMVLYGR.T
144 — 150 777 .0000 TT75.9927 TT76.3916 —514 0 EKE.DLSSDIE.E
156 — 164 1056. 0000 1054.%%927 1055.5182 —498 0 FK.LCEAHGITR.D
165 — 172 231 .0000 929.9927 930.5022 —548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.26. 24 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.10. Spot 25

842,412(Tiripsin)

30000 -
SPOT 25
] 870,528(Tripsin) alpha 2u globulin
220000 1777 347
D 1056,529
= —
.'?) J 31,513
= 998,548 045,571 (Tripsin)
10000 -+
1020,52(Tripsin) 2211,014(Tripsin)
] 1275,625(Tripsin) 2395.046
. I IL Lt 1hln
0 -

900 1200 1500 1800 2100 2400
katle (m/z)

Sekil 3.27. 25 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 25’in spektrumu sadece o2u-globulin proteini ile eslesme gosterdi.
Proteinin temel peptidleri 777, 931, 998, 1056 ve 2395 sayesinde, Sekil 3.28.’de de
gorildiigi gibi, %29’luk dizi uyumu ile karsilasildi. Spektrumdaki alt1 pik ise tripsinden
ileri geldigi goriildi. Spot 25 icin NCBI veri tabanindan elde edilen en skorlu sekansin
giris numarast G1:204261°dir. %29’luk dizi uyumunun yiikselmesinde 2395 peptidinin
etkili oldugu soylenebilir.
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Protein sequence coverage: 29%%

Matched peptides shown in bold red.

1 LLLLCLGLTL WCGHRAEEASS TSGMLDWVARL MGDWEFSIVVAE SHEREEIEEN

51 GSMEVEFMCOHTI DWVLENSLGEGFE FRIFENGECE ELYLWVAYETFEF EDGEYFWVEYLD:
101 GGNTFTILET DYDREYWVHMFEFHL IWNFENCGEETFEFO LMVLYGSGRTED LSSDIFEEFRS
151 ELCEAHGITE DNITDLTEID RCLOARRG

Start — End Obhserved Mr (expt) Mr (calc) PEm M Peptide

81 — B8 998, 0000 996.9927 997.54584 -5337 0 R.ELYLVAYE.T

89 — 10% 2355.0000 23%93.9%27 2354.0903 -40.8 0 K.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
140 — 1486 777 .0000 T75.9927 T76.3916 -514 0 K.DLSSDIE.E

152 — 160 1056.0000 1054.9%27 1055.5182 —4%8 0 K.LCEAHGITRE.D

161 — 168 931.0000 929.9927 930.5022 -548 0 R.DWNIIDLTE.T

Sekil 3.28. 25 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.11. Spot 26

842.462(Tripsin) SPOT 26
alpha 2u globulin
. low moloecular weight phosphotyrosine protein
60000 phosphatase isoform A
832,257(CBB)
1327,584
45000 A ’
= 932,46 2394,961
= 1777.36B 953,43
w
< 30000 S 1056,473 1876
o 998,51?
17e0. ‘ 1461,289 2408,992
15000 - ¥ 050.3 2211,955(Tripsin)
737,
. ‘ 2807,286
L N
O - T T T T T T T
800 1200 1600 2000 2400 2800
katle (m/z)

Sekil 3.29. 26 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 26'nin spektrumunun degerlendirilmesi sonucu en az ii¢ farkli protein
icerdigi bulundu. 760, 777, 931, 950, 998, 1056, 1876, 2394 ve 2807 piklerinin a2u-
globulin ile esleserek, Sekil 3.30°da goriildiigi gibi, %50’lik dizi uyumunu da
beraberinde getirdi. Diger tespit edilen iki protein ile eslesen pikler mavi ve yesil renkli
gosterildi. Eslestirilen baz1 piklerin iki proteinde birden yer aldigini goriildii. Ornegin,
bu spektrumda 760 ve 1876 pikleri hem a2u-globulin hem de PRELI proteini ile
eslestigi goriildii.
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%32’lik dizi uyumu gosteren diisikk molekiil agirlikli fosfotirozin protein
fosfatazlar; sican karacigerinden ve insan eritrositlerinden izole edilmistir. Protein
tirozin fosforilasyon, hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Fosfotirozin protein fosfatazlar bir enzim ailesidir (Cirri vd 1994).

%28’lik dizi uyumu gosteren PRELI domain-containg protein, mitokondriyal
proteinlerdendir. Normal hiicresel fonksiyonlar ve mitokondriyal hastaliklarin
anlagilabilmesi i¢in  Onemlidir. Mitokondriyal hasarlar; niikleer kodlanmig
mitokondriyal proteinlerde kalitsal hastaliklara baglanmasi ile dejeneratif hastaliklari,
yaslanma ve kanser hastaliklarini meydana getirmektedir (Fox vd 2004).

Protein seguence coverage: 50%%0
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCTL GLTLWVCGHAE EASSTRONLD VDELHNGDWES IWVWVASDERER

51 TITEENASMEWVEF MOHIDWLENS LOFEFRIFEN GCECRELYLWVA YETFEDGEYFE

101 VEYDGGNTET ITLETDYDRYW MFHALINFENG ETFOAMVILYGE RTEDLSSDIRE
151 EEFAHLCEAH OCGITRDNITDL TETDHCLOAR &

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm M Peptide
27 — 33 76l .0000 T359.9927 T55.3763 g12 0 R.GNLDVDE.L
51 — 58 950 . 0000 D48 .9927 948.433a 590 O K.TITEENASMRE .V
51 — 74 2807 .0000 2805.9927 2806 .3782 —-137 1 K. ITEENASMRVFMOHIDVILENS LGFE . F
77T — B4 1006 . 0000 1004.9527 1004.4705 520 1 R.IFKENGECR.E
85 — 92 998 .0000 996.9927 997 .5484a —557 0O R.ELYLVAYK.T
93 — 113 2395.0000 2383.9%27 2354 .0903 —40.8 0 K. TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
144 — 150 T7T .0000 T75.9927 TT76e.3916 —514 0O K.DLSSDIEK.E
156 — 164 1056 . 0000 1054.9927 1055.5182 —45958 0 K. LCEAHGITR.D
165 — 172 531 .0000 529.9927 S30.5022 —548 0 R.DNIIDLTE.T
Sekil 3.30. 26 no’lu spotun eslesen dizisi
3.2.12. Spot 28
842,43(Tripsin)
1056,538
100000 - SPOT 28
— alpha 2u globulin
D
=
= i 931,522
wn —
=
o
777,422
50000 842,724 (Tripsin)
7 408
998,554
1006,477 2211,09/(Tripsin)
i, o |~ 2395,132 2807,445
o4 TIR Y Sk AL — |
T T T T T T
1000 1500 2000 2500
kutle (M/z)

Sekil 3.31. 28 no’lu spotun PMF spektrumu
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Cok kuvvetli olan spot 28’in spektrumuna goére protein karisimi olmadigi
goriildii. Sadece a2u-globulin tespit edildi. a2u-globulin proteinin temel peptidleri olan
716, 777, 931, 998, 1006, 1056, 2395 ve 2807 kiitleleri 6n plandadir. Sekil 3.32°de de
goriildigi gibi %37’1lik dizi uyumu gosterdi. Bu spotun NCBI veri tabaninda eslestigi
sekans dizilerinden en skorlu dizinin giris numarasi GI: 22219450°dir. Hemen hemen
her spektrumda goriilen tripsin peptid pikleri de spektrumda yer almaktadir.

Protein sequence coverage: 37 %

Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLWVCGHAE EASSTROGNLD WVARLHNGDWES IVVASHERER
51 IEENGSHMEVE MOHIDWVLENS LGFEFERIFEN GECRELYLWA YHETPFEDGEYE
101 VEYDGCGHTET ILETDYDRYW MFHLINFEMGE ETFOLMVLYGSE RTEDLSSDIE
151 EKFAFLCEAH GITEDNIIDL TETDRCLOAR &
Start — End Obhserved Mr ({expt) Mr (calac) Dpm M Peptide
27 — 33 716 .0000 T14.95927 T15.3564 —550 0 R.GHNLDVAFR.L
77 — B4 1006 . 0000 1004.9927 1004 .470% 520 1 R.IFENGECR.E
85 — 92 298 . 0000 996.9927 9957 .5484 —557 0O R.ELYLVAYE.T
93 — 113 2395.0000 2353.9%927 2354.0%903 —40.8 0 K.TPEDGEYEFVEYDGGHNTFTILE.T
144 — 150 777 .0000 T75.9927 T76.3916 —514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1056 . 0000 1054 .9927 1055.5182 —4%8 0 K.LCEAHGITR.D
165 — 172 231 . 0000 2929.9927 930.5022 —548 O R.DNITDLTE.T

Sekil 3.32. 28 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.13. Spot 29

832.257(CBB)
1 931,46 1491,353 alpha 2u globulin
53,437 NMDA receptor-regulated gene 1
5 60000 + isoform CRA_a
= 98,463
= .
._12 777,363
o 40000 -~
799/33 2395,983
1 1056,473 1505,555 1892,814
1876,841
20000 716 34 1527,63]
/ 1275,377(Kerati 1840,2&5
| (] i -
s " Al L
0 - T T T T T T T T T T T
900 1200 1500 1800 2100 2400
kutle (m/z)

Sekil 3.33. 29 no’lu spotun PMF spektrumu
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Spot 29 ¢ok kuvvetli ve giizel bir spektrumdur. Bu spot igerisinde iki protein
tespit edildi. o2u-globulin proteini i¢in gerekli peptidlerden 716, 777, 931, 998, 1056,
1527, 1876 ve 2395 spektrumda bulundu. Ayrica Sekil 3.34.’te gorildigii gibi %49’luk
dizi uyumu sonucunu veren bu spektrumda kuvvetli pikler goze carpmaktadir. Bu
spektrumun NCBI veri taban1 giris numarast GI: 22219450°dir.

%33’likk dizi uyumuna sahip olan NMDA receptor-regulated gene 1 proteini
memelilerin beyin gelisiminde glutamat reseptorlerinin N-methyl-D-aspartate (NMDA)
sinift vasitasiyla ndronlar arasinda elektrik sinyallerinin taginmasi i¢in gereklidir.
Sicanlarin  hipokampiisiinde dentate gyrusun olgunlasma siiresince, hiicre dongiisii
kontrolinde NMDA reseptorlerinin roliiniin ¢ok biiyiikk oldugu tahmin edilmektedir
(Sugiura vd 2001). Bu protein sicanlarin beyin kisimlarinda; kortikal néronlarinda,
striatum, hipokampiislerinde bulunmaktadir. Yapilan literatiir taramasina gore siganin
idrarinda bu proteinle ilgili yapilmis olan ¢alismalar bulunamamustir.

Protein sequence coverage: 49%
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASSTRGNLD VAFLNGDWES IVVASNEREE

51 IEENGSMEVE MQHIDWVLENS LGFEFRIFEN GECEELYLVA YETFEDGEYFE

101 VEYDGGHNTET ILEIDYDRYWV MFHLINFENG ETFQLMVLYG RTFDLSSDIE
151 EFFAKLCEAH GITRDNITDL TETDECLOAR G

Start — End Obhserved Mr (expt) Mr (calc) ppm M Peptide
27 — 33 716 .0000 T14.9927 T15.3864 —-550 0 R.GHNLDVAF.L
59 — T4 1876.0000 1874.9%27 1875.9553 —-513 0 R.VFMQHIDVLENSLGFE.F
85 — 92 S98.0000 S996.9527 957.5484 -557 0 R.ELYLVAYE.T
%3 — 113 2394 .0000 23%2.9%27 235%4.09%903 —458 0 KE.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
129 — 141 1527.0000 1525.9%27 1526.7551 —499 0 KE.NGETFQLMVLYGR.T
144 — 150 777 .0000 T75.9%27 T76.3916 -514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1056.0000 1054.9%27 1055.5182 —-4%8 0 K.LCEAHGITR.D
165 — 172 931 .0000 5929.9927 930.5022 -548 0 R.DWNIIDLTE.T

Sekil 3.34. 29 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.14. Spot 30

842.386(Tripsin)

30000 NS
16,574 SPOT 30
alpha 2u globulin
] 931,486 g ’
/ 1045,543(Tripsin)
77,387
= 20000 - 953,437
g 998,546
> . 799,36
g / 1020,52(Tripsin)
10000 4 870,502(Tripsin) 9395.046
1275,625(Keratin) 2211,014(Tripsin ’

1500 2000 2500

kutle (m/z)

1000

Sekil 3.35. 30 no’lu spotun PMF spektrumu

%33’liik dizi uyumu veren spot 30°da 716, 777, 931, 998, 1056 ve 2395 peptid
kiitleleri o2u-globulin proteini ile eslesti. Bu spektrum igin bagka bir protein ile eslesme
gerceklesmedi. Sekil 3.35.°de goriilen 799 ile isaretlenmis olan kiitle 777 peptidinin
sodyumlu formu, 953 ile isaretlenmis olan kiitle 931 peptidinin sodyumlu formu oldugu
diistintiliiyor. Spot 30’un spektrumunda tripsin ve keratine ait peptid kiitleleri de
gorildigi gibidir.

Protein sequence coverage: 33%

Matched peptides shown in bold red.

GLTLVCGHALE
MOHIDVLENS
ILETDYDRYWV
GITREDNITIDL

ERSSTRGHLD
LEFEFRIKEN
MFHLINFENG
TEIDERCLOAR

WAFRLHNGDWES IVWVASNHNERER
GECRELYLWVA YETFEDGEYE
ETFOLMVIYSE RTEDLSSDIEK

G

1 MELLLLLLCL

51 IEENGSHMEWVE
101 VEYDGGHTET
151 EKFAFKLCEAH
Start — End Jbse
27 — 33 T16.
85 — 92 $98.
%3 — 113 23585.
144 — 150 777.
156 — 164 1056.
165 — 172 931.

rved
[alulule}
[elulule}
oooo
[elulule}
[elulule}
oooo

T14.
5%6.
2383.
T775.
1054.
529.

952
992
952
952
992
952

Mr (expt)

Mr{calc)
7 T15.3864
7 997.5484
7 2354.05%03
7 T776.35916
7 1055.5182
7 930.5022

ppm ﬁ Peptide

-550 0 R.GNLDVAF.L

-557 0 R.ELYLVAYE.T

-40.8 0 E.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
-514 0 E.DLSSDIE.E

—-4%8 0 E.LCEAHGITR.D

-548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.36. 30 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.15. Spot 33

40000 - 842.484(Tripsin)

953,462
1 031l485 SPOT 33
/ 1056,501 alpha 2u globulin
30000 i 098,518
| 777339 1045,515(Tripsin)
- |
520000 _1799,356
x
[ T - .
760,35 2211,965(Tripsin)
10000 I 936,423 1275,442(Keratin)
1914.835 2394,97
1000 1500 2000 2500

kutle (m/z)

Sekil 3.37. 33 no’lu spotun PMF spektrumu

Sekil 3.38’de goriildiigii gibi %41°lik dizi uyumu 760, 777, 931, 936, 998, 1056,
1914 ve 2394 peptidleri ile gerceklesti. Simdiye kadar verilen spektrumlarin hi¢birinde
936 ve 1914 peptid kiitleleri ile eslesme goriilmedi. Bu peptidler ilk kez spot 33’de
goriildii. NCBI veri taban1 girig numarasi GI: 202610°dur.

Protein sequence coverage: 41%

Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCTL GLTLWVCGHAE EASSTRGHNLD WVDELNGDWES IVVASDERER

51 IEENGSMEWVF MOHIDVLENS LGFEFRIEEN GECEELYLWVA YETFEDGEYFE
101 VEYDGGNTET ILETDYDEYWV MEFHLINFENG ETFQAMVLYG RIEFDLSSDIE
151 EEFAFLCEAH GITEDNITDL TETDHCLQAR G

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calac) ppm M Peptide

27 — 33 760 . 0000 T58.9927 T59.3763 —505 0 R.GNLDVDE.L

51 — 58 S36.0000 534 .9927 934.4178 615 0 E.IEENGSME.WV

85 — 92 S95.0000 S96.9927 997.5484 —-557 0 R.ELYLVAYE.T

93 — 113 2394 .0000 239%2.9%927 23%4.0%903 —458 0 KE.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
144 — 150 777 . 0000 T75.9927 T76.391s6 —-514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1056 .0000 1054.9%27 1055.35182 —4%§ 0 EK.LCEAHGITE.D
165 — 172 $31.0000 S29.9927 930.5022 —-548 0 R.DHNITDLTE.T
165 — 180 1214.0000 1912.9%27 1911.9472 547 1 ER.DNIIDLTETDHCLQAR.G

Sekil 3.38. 33 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.16. Spot 34

842.005(Tripsin)

870,551 (Tripsin)
30000 - - SPOT 34
] 1045,571(Tripsin) alpha 2u globulin
1056,529
.= 20000 M
= 777,407 %4851)/973,554(Keraﬁn)
= 54¢
% . 716,39799/38 1020,548(Tripsin)
10000 1165,583(Keratin)
1275,722(Keratin)
- /
800 1000 1200 1400

kutle (m/z)

Sekil 3.39. 34 no’lu spotun PMF spektrumu

Komsu spotlarina gore %21°lik diislik dizi uyumu vermesine ragmen 716, 777,
931, 998 ve 1056 peptidlerini gostermesi nedeniyle, Spot 34’iin a2u-globulin i¢erdigini
sOyleyebiliriz. Spektrumda oldukca yiiksek tripsin ve keratin pikleride gorildiigii
gibidir.

Protein sequence coverage: 21%
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHARE EASSTRGNLD WVAFLHGDWES IVVASNEREE

51 IEENGSMEVF MOQHIDVLENS LGFEFRIEEN GECRELYLVA YEIPEDGEYF

101 VEYDGGWTFT ILETDYDRYV MFHLINFENG ETFQLMVLYE RTEDLSSDIK
151 EFFAFLCEAH GITEDNIIDL TETIDECLOAR G

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm H Peptide
27 — 33 716 .0000 T14.9%27 T15.3864 —-550 0 R.GHLDVAE.L
85 — 92 998 .0000 996.9927 997.5484 -557 0 R.ELYLVAYE.T
144 — 150 777 . 0000 T75.9%927 T776.3%91a -514 0 K.DLSSDIEK.E
156 — 164 1056.0000 1054.9%27 1055.5182 —-4%83 0 FK.LCEAHGITR.D
165 — 172 931 .0000 S929.9%927 S930.5022 —-548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.40. 34 no’lu spotun eslesen dizisi

56



3.2.17. Spot 35

842.522(Tripsin)

{777,422 931,522
80000 - SPOT 35
alpha 2u globulin
.= 60000 ~ 1056,538
S 716,408
) 1045,58(Tripsin)
4
= 40000 -
] 953,526
50000 870,563(Tripsin) 2211,09(Tripsin)
] 998,582 2395,132
0 - JUM'MMLL . ‘"L;" a l'. lll I‘J : : L'. .lll
900 1200 1500 1800 2100 2400

katle (m/z)

Sekil 3.41. 35 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 35°deki 716, 777, 931, 998, 1056 ve 2395 pikleri, Sekil 3.42°de de goriilen,
%33’liik dizi uyumunu sagladi. Bu spotun en skorlu eslesmesinin NCBI veri tabani giris
numarast GI: 22219450°dir. a2u-globulinin temel peptid piklerinin, Sekil 3.41.’deki
spektrumunda goriildiigii gibi en yiiksek pik siddetleri verdigi gorildii.

Protein sequence coverage: 33%

Matched peptides shown in bold red.

ERSSTRGHLD
LGFEFRIKEHN
MFHLINFFNG
TETDRCLOAR

VAFRLNGDWES IVVASNEREE
GECRELYLVA YETFPEDGEYF
ETFQLMVLYE RTFDLSSDIK

-
&)

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE

51 IEENMNGSMEVF MOHIDWVLEMNS
101 VEYDGGNTFET ILETIDYDRYW
151 EXFAFELCEAH GITRDNIIDL
Start — End Obserwved Mr {expt)
27 - 33 716.0000 T714.9527
85 — 92 998.0000 996.9527
93 - 113 23%5.0000 23%3.99%27
144 — 150 777.0000 T775.95%27
156 — 164 1056.0000 1054.9%27
165 — 172 $31.0000 929.95%27

Mr{calc)
T715.3864
997.5454
2394.0903
T776.3916
1055.5182
930.5022

Ppm H Peptide

-550 0 R.GHLDVAE.L

-557 0 R.ELYLVAYE.T

-40.8 0 E.TPEDGEYFVEYDGGNTFTILE.T
-514 0 EK.DLSSDIE.E

-4%3 0 EKE.LCEAHGITR.D

-548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.42. 35 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.18. Spot 36

842,484/(Tripsin)

250000 - SPOT 36
i alpha 2u globulin
200000 -
5150000 — 870,499(Tripsin)
=]
~ y 931,485  1045515(Tripsin)
8-1000004 716,346 "> 1056,501
/ 953,435 ;
1 799,332
50000 + 998,572
] Tl IIL L Ll .LILI LLMHLJ
700 800 900 1000 1100
kutle (m/z)

Sekil 3.43. 36 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 36’nin spektrumu o2u-globulinin baslica peptid piklerinden 716, 777, 931,
998 ve 1056 peptidleri ile eslesti. Bu peptid pikleri ile, Sekil 3.44.’te de goriildiigi gibi,
%21’lik dizi uyumu gosterdi. Bu spotun eslestigi bir¢ok sekans dizisinden en skorlu
sonucu veren dizinin NCBI veri tabani giris numaras1 GI: 22219450°dir.

Protein sequence coverage: 21%
Matched peptides shown in bold red.

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHRE EASSTEGNLD VAELNGDWES IVVASNEREK

51 IEENGSMEVF MQHIDVLENS LGFEFRIEEN GECEELYLVA YETPEDGEYF

101 VEYDGGNTFT ILETDYDRYV MFHLINFENG ETFQLMVLYG RTEDLSSDIE
151 EEKFRELCEAH GITEDNIIDL TEIDECLOLZE G

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) PPm H Peptide
27 — 33 716.0000 T14.9%27 T715.3864 -530 0 R.GNLDVAF.L
85 — 92 998 . 0000 996.9927 997 .5484 -557 0 R.ELYLVAYE.T
144 — 150 777 .0000 T775.9927 T776.3916 -514 0 E.DLSSDIE.E
156 — 164 1056.0000 1054.9%27 1055.5182 -4%8 0 KE.LCEAHGITE.D
165 — 172 931 .0000 929.9527 930.5022 -548 0 R.DNIIDLTE.T

Sekil 3.44. 36 no’lu spotun eslesen dizisi
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3.2.19. Spot 37

kutle (m/z)

842.383
40000 -
| SPOT 37
30000 - 031,511 alpha 2u globulin
870,525(Tripsin) 993489
= | 1020,548(Tripsin)
= <9528
%%20000__ 777,383 | | —998,545
I
=
‘716[36 1045,571(Tripsin)
10000 - 1056,445 1275,411(Kratin)
900 1200 1500 1800

Sekil 3.45. 37 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 36’da oldugu gibi ayni sonuglari veren Spot 37 716, 777, 931, 998 ve 1056
peptidleri ile %21°lik dizi uyumu sagladi. Tespit edilen proteinin NCBI veri taban1 giris
numarast GI: 22219450°dir. Jel iizerinde spot 36 ve spot 37’nin konumlarma
bakildiginda benzer siddetlerde ve benzer dizi uyumuna sahip olduklar1 goriildii. Fakat
spot 37 nin spektrumunda goriilen pik siddeti spot 36’nin pik siddetinden oldukga diisiik
oldugu goriildii. Spot 37 i¢in kiitle spektrumunun az 6rnek igeren bir bolgeden ¢ekildigi

distiniilmektedir.

51
101
151

1 MELLLLLLCL
IEENGSMEVE
VEYDGGNTFT
EEFAFLCEAH

GLTLWVCGHAE
MOHIDWLENS
ILETDYDRYWV
GITEDNITDL

EASSTRGHNLD
LGFEFRIKEN
MFHLINFENG

Protein sequence coverage: 21%o

Matched peptides shown in bold red.

TEIDRCLOAR G

WVAKLNGDWES IVVASNEKREEK
GECRELYLWVA YHETPEDGEYF
ETFQLMVLYGE RTEDLSSDIE

Start — End

27 — 33
85 — 92
144 — 150
156 — 164
165 — 172

Observed
T71la. 0000
998 . 0000
777 . 0000
1056. 0000
531 . 0000

Mr (exp
714.99
996.99
775.99
1054.99
929.99

t) Mr (calc)
27 T15.35864
27 2997.54854
27 TT7a.3916
27 1055.5182
27 S930.5022

pPpm

-550
—-557
—514
—-458
—548

ocoooo o2

Peptide
R.GHNLDVAK.L
R.ELYLVAYFE.T
K.DLSSDIK.E
K.LCEAHGITR.D
R.DNITDLTE.T

Sekil 3.46. 37 no’lu spotun eslesen dizisi

59




29 adet spot i¢in PMF spektrumlar1 ¢ekildi. Yukaridaki 19 adet spektrum igin
a2u-globulin proteini tanimlandi. Sonuglar igerisinde en yiiksek yiizde dizi uyumu
gosteren sekans igerisinde eslestirilen peptidler sekans iizerinde kirmizi renkli olarak
gosterildi. Spektrumlara bakildigi zaman bazi peptidlerin ¢ok sik tespit edildigi goriildii.
Bu peptidlerin kolay karsilastirilmasi i¢in tablo haline getirildi. Ortak peptidlerin, yani
a2u-globulin i¢in sik goriilen kiitlelerin varligi bu peptidlerin kiitle spektrometresi
icerisinde daha kolay buharlasan ve daha kolay ugan peptidler olduklar1 anlamina
gelmektedir.

19 spotta a2u-globulin proteini tespit edildi. Sekil 3.47.’de a2u-globulin ile
eslesen spotlar isaretlendi. Literatiirde idrar Ornekleri ile yapilan iki boyutlu jel
elektroforezi galismalarina gore bu bolgede 18 adet a2u-globulin spotu veya izoformu
tespit edildi. Bu sekil tizerinde de goriildigi gibi o2u-globulinlerin hem asidik hem de
notral bolgede olduklart sdylenebilir. Jelin bazik kisminda ise bu proteinin hi¢ yer
almadig1 goriildii. Proteinlerin bulunduklart pH araligi, Spot 1 baslangic noktasinda
bulunmasi nedeniyle goz ardi edilirse, yaklagik 3-7’dur.

34 36

25,
26
9
al 29 33 |ss |,
5 so‘i .

Sekil 3.47. a2u-globulin olarak tanimlanmis spotlarin jeldeki konumlari

Cizelge 3.2. a2u-globulin proteini olarak tanimlanan spotlarin spektrumlarindaki ortak

kiitleleri
SPOT | a2u-globuline Karsilik Gelen Peptid Kiitleleri
1 716, 777, 931, 998, 1056, 2394
4 777,931, 998, 1026
6 777, 863, 931, 1026, 2120
7 760, 777,931, 1026, 2120, 2139
11 760, 777, 863, 931, 1026, 2120, 2139
12 760, 777,931, 1026, 2120, 2139
16 716, 777,931, 1056
19 716, 777, 931, 1056
24 716, 777,931, 998, 1056, 1528, 2395
25 777,931, 998, 1056, 2395
26 760, 777,931, 998, 1006, 1056, 1876, 2394, 2807

Devami arkada
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Cizelge 3.2 nin devami

28 761, 777,931, 998, 1006, 1056, 2395, 2807
29 716, 777,931, 998, 1056, 1527, 1876, 2395
30 716, 777,931, 998, 1056, 2395

33 760, 777,931, 936, 998, 1056, 1914, 2394
34 716, 777,931, 998, 1056

35 716, 777,931, 998, 1056, 2395

36 716, 777,931, 998, 1056

37 716, 777,931, 998, 1056

Cizelge 3.2.de 19 adet o2u-globulin ile eslesmis olan spotlarin ortak kiitleleri
goriildiigii gibidir. Calismanin basinda bir spektrumun bir protein ile eslestirme sarti
olarak diisiiniilen 3 peptid piki sayis1 Cizelge 3.2.’de de goriildiigii gibi saglanabildi. 4,
16 ve 19 nolu spotlarin en az peptid grubu igeren spotlar oldugu goriildii. 4’er adet
peptidle eslesmis olan bu spotlar a2u-globulinin temel peptidlerinin baslica olanlarini
icermekle beraber bu peptidler hemen her spotta yer alan peptidlerdi.

Daha o6nce anlatildigr tizere 6ncelikle NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaninda o2u-globulin ve si¢an iizerinden teorik bir arastirma yapildi.
Buradan elde edilen sekans dizi sayist 38 idi. Bu 38 sekans dizisinin biiyiik bir
cogunlugu fragmentlere ait oldugundan, bu say1 15’e indirildi. Bundan sonra yapilacak
calismalara, bu 15 dizi iizerinden devam edildi. Uzerinde ¢alisiimis olan spotlardan a2u-
globuline ait olanlar i¢in bu 15 sekans dizisi kullanildi. Sahip olunan spotlar Mascot’ta
taramast yapilarak, hangi spotun hangi sekans dizisi veya dizilerine ait oldugu
bulunmaya ¢alisildi. Sekans dizisi veya dizileri, % uyumluluk degerleri Cizelge 3.4.’de
verildi.

3.2.20. Spot 18

250000 -
200000 ~ SPOT 18
malate dehydrogenase,
_ 150000 mitochondrial
% 842,508(Tripsin)
2 100000 -
o
i 1311,539
50000 1045,538(Tripsin)
955,55?/ 1294,502 2211,042(Tripsin)
1339,642
O lh\.mlu l IllA“. I I I
900 1200 1500 1800 2100
kutle(m/z)

Sekil 3.48. 18 no’lu spotun PMF spektrumu
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Spot 18’in spektrumuna bakildigt zaman 700’lerde iki siddetli pik
goriilmektedir. Fakat bu pikler malate dehydogenase veya baska bir proteinle eslesme
gostermedi. Bu sebeple bu pikler adlandirilmadi. 955, 1294, 1311, 1339 piklerinin
%31°lik dizi uyumu sayesinde malat dehidrogenaz mitokondriyal proteini ile eslesme
gosterdi. Spektruma bakildigi zaman protein karisimi olmadigi goriilmektedir.
Okaryotik hiicrelerde bu enzimin en az iki formu bulunmaktadir. Malat dehidrogenaz
mitokondriyal proteini, mitokondrideki sitrik asit dongiisiiniin temel enzimlerindendir.
NAD/NADH enzim sisteminde kullanilan okzalat ve malatin donlisiimiini katalize
etmektedir (Minarik vd 2002). Sigan karacigerinden mitokondriyal malat dehidrogenaz
enzimi poliakrilamid jelle, jel elektroforezi tarafindan saf olarak izole edilmistir
(Bingham ve Campbell 1972).

Protein sequence coverage: 31%o
Matched peptides shown in bold red.

1 MLSALARPVG AALRRSFSTS AQNMNAEVAVI. GASGGIGOPL SLLLEMNSPLWV
51 SELTLYDIAH TPEVAADLSH IETEANVEGY LGPEQLPDCL KGCDWVVWIEA
101 GVPREEVLFC SVQRDEVHLFEF LYTLAVGEER FPGEEFEHWQON HSF

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) ppm ll[ Peptide
2 - 14 1294.0000 125%2.9%27 125%3.7881 -615 0 M.LSALARPVGAALR.R
15 - 26 1311.0000 1309.9%27 1309.6373 271 1 E.RBRSFSTSAQNNAR.V
92 — 104 1339.0000 1337.9%27 1337.7126 209 0 E.GCDVVVIPAGVER.E
137 — 143 $55.0000 953.9527 954.4097 -437 0 ER.HWQNHSF.-

Sekil 3.49. 18 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.21. Spot 20

250000 -
J SPOT 20
200000 - succinate dehydrogenase assembly
i factor 1, mitochondrial
‘©150000 - 842,483
=
> E 856,484
-~
100000 870,524
1 877,458 1311,539
50000 - 773,272
. 927,509 10/45’538
O -~ 1 T N ‘/K L. L ‘thlk
T T T T T T T
800 1000 1200 1400
kutle(m/z)

Sekil 3.50. 20 no’lu spotun PMF spektrumu
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Spot 20 ig¢in spektrum ve Mascot taramasina gore succinate dehydrogenase
assembly factor 1 (SDHAF1), mitokondriyal proteini ile eslesti. 773, 856, 877, 927 ve
1311 peptid piklerine gore Sekil 3.51°de %32’lik dizi uyumu sonucu elde edildi.

Cesitli insan hastaliklarindaki nedenler gibi memelilerde de siiksinit
dehidrogenaz iki diizenleyici faktorii olarak SDHAF1 ve SDHAF2 olarak
gruplandirilirlar. (Ghezzi vd 2009). SDHAF1’in fonksiyonel analizine bakildig1 zaman,
SDH2 i¢ine Fe-S yerlestirmesini saglar (Ghezzi vd 2009). Bu protein, mitokondrideki
elektron tasima zinciri komplex II de onemli rol oynar. Komplex II i¢in Fe-S
merkezlerinin mitokondriyal biyosentezine katilma gorevini yerine getirir. SDHAFI
proteini siganin beyin sapinda (Phelka 2003), kalp perikardinda (Pearce 2009) ve
beyninde (Ajith 2009) bulunduguna dair ¢alismalar yapilmistir. Siganin idrarinda
bulunamamustir.

Protein sequence coverage: 32%
Matched peptides shown in bold red.

1 MSELSRLQOBO VLSLYEELLE AGRGEPGAEZ EBEVRAEFRQHA SLPESDVLETL
51 EYLYREGEERQ LQLILRSGEHLAT AMGTEVRFPERE PTEEFVDATLR FGHELDDSDA
101 LENPCEGTGA ERETRSDGR

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calac) ppm M Peptide
4 — 9 773 .0000 TT1L.9927 TT1.4715 676 1 R.LSBRLOR.Q
34 — 44 1311.0000 1309.95%27 1310.6843 —-528 1 ER.AEFEQHASLPR.S
50 — 55 856.0000 854.9927 855.44%0 -533 0 R.IEYLYR.RE
5% — 65 227 .0000 925.9927 925.5821 444 1 R.BQLOLLE.S
95 — 102 877 .0000 875.9927 875.4236 650 0 R.LDDSDALE.N

Sekil 3.51. 20 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.22. Spot 23

842,497 (Tripsin)
150000 -
i SPOT 23
120000 - 1045,552(Tripsin) protein FAM107B
o 1 B70.537(Tripsi regulator of G-protein signaling 19
% 90000 -
o -4
=
- 60000 ~ 996,606
1 1603,777
30000 H7337° 1301,657 o
2211,049(Tripsin)
1 \ 1263,5 2807,353
fo JH N L1 Nl | |

900 1200 1500 1800 2100 2400 2700
katle (M/z)

Sekil 3.52. 23 no’lu spotun PMF spektrumu
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Spot 23 i¢in ikili bir protein karisimi tespit edilmesine ragmen ¢ok kuvvetli bir
spektrum elde edilmedi.

%27’lik dizi uyumu veren Protein FAM107B (family with sequence similarity
107, member B), sigan genom veritabanina gore (rgd.mcw.edu/) sigan, insan ve farede
bulunan bir protein olarak tespit edilmistir. Dokularda genis bir alan kaplayan bu
protein, gastrointestinal kanserinde azaltici oldugu belirtilmistir (Nakajima vd 2012).

Regulator of G-protein signaling 19, sican genom veritabanina gore siganda
bulunan bir proteindir fakat literatiirde, siganla ilgili ¢alisma yapilmamistir. Bu protein
farelerin kalbinde bulunmustur. RGS19 negatif etkisiyle, kalbin gelisimi ve islevinde
onemli rol oynamaktadir (Ji 2010).

Protein sequence coverage: 27%
Matched peptides shown in bold red.

1 MHSPTGRSVF BRAFLRTEYSE EWMLFWLACE ELETEADEHV VDEEARLIYE
51 DYVSILSPEKE WSLDSEWVREG INREMOEFSP HTFDDAQLOI YTLMHRDSYF
101 RFLTSFTYRS LLLOQGAPQSS EA

Start - End Obzerved Mr(expt) Mr({calc) ppm M Peptide
8 - 15 996.0000 554.9%27 9%4.5712 424 1 ER.SVFRAFLE.T
97 — 10% 1603.0000 1601.9%%27 1601.7838 130 1 R.DSYPRFLTSPTYR.S
110 - 122 1301.0000 12%9.9%27 1295.6670 251 0 R.SLLLOGAPQSSEA. -

Sekil 3.53. 23 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.23. Spot 38

842,588(Tripsin)

i SPOT 38
90000 interleukin

= 1 870,608(Tripsin)
60000 -
=
- - 1553,775
30000 1045,654(Tripsin) 2211,234(Tripsin)
] 64,56§T 1060,771(Tripsin) 1658.916
564, Tt e= s
O s X " L . 1
900 1200 1500 1800 2100

kutle (IM/z)

Sekil 3.54. 38 no’lu spotun PMF spektrumu
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Spot 38’in spektrumuna gore 864, 1553, 1658 pikleri %27’lik dizi uyumu ile
interleukin protein sonucunu verdi. Interleukin sitokinlerin bir grubudur, ilk kez beyaz
kan hiicrelerinde ifade edilmistir (Brocker 2010). Interleukinler 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7-9, 8,
10, 11, 12, 13, 15, 17, 18 seklinde siiflandirilirlar. Interleukin-1 siganin mide
fundusunda, beyninde ve sertoli hiicrelerinde; interleukin-4 siganin glomeriiler epitel
hiicrelerinde; interleukin-18 sicanin hipokampiisiinde bulunmaktadir. Bu proteinin
eksikligi durumunda otoimmiin hastaliklar1 ve bagisiklik yetersizlikleri kendini gosterir.

Protein sequence coverage: 27 %0
Matched peptides shown in bold red.

1 MAATPFEEGSC VNFEEMMEFID NTLYLITREYI LGDLESDHFEFG ERLHCTTAVME
51 SINDOVLEYD EKFRNEFVFELDM FPDIDETANES QTRLIIYMYE DSEVRGEGLAVT
101 LSVEDGEMST LSCENEIISF EVRF

Start — End Observed Mr (expt) Mr {cala) =g etiil M Peptide
1 — 14 1553.0000 1551.9%27 1551.7061 185 0 —-.MAATPEEGSCVNFE.E
15 — 27 1658.0000 1656.9%927 1657.8208 -49%9 0 K.EMMFIDNTLYLIR.E
117 — 123 864 .0000 862.9927 862.4912 581 0 E.IISFEVR.F

Sekil 3.55. 38 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.24. Spot 59

842,588(Tripsin)

45000 - SPOT 59
similar to RIKEN cDNA 1500031L02
% 30000 4 1045,682(Tripsin)
87
=
= _
15000 1874,063
067,689 \
] 1425,965 2211,316(Tripsin)
e
0 ki d A \\ H'M/HAL.I ll“ luh‘ L \
900 1200 1500 1800 2100
katle (m/z)

Sekil 3.56. 59 no’lu spotun PMF spektrumu
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Spot 59’un spektrumunda 1067, 1287, 1425 ve 1874 peptid pikleri ile eslesmeler
goriildi. Sekil 3.57.’de de goriildigli gibi %24’°lik dizi uyumu ile similar to RIKEN
cDNA 1500031L02 proteini ile eslesti ve bu Mascot tarama sonuglarina gore belirlendi.
Aslinda Sekil 3.56.’da da goriildiigi gibi kirmiz1 ile isaretlenmis peptidlerin kuvvetli
olmayan pikler oldugu sdylenebilir. Zayif pikler nedeni ile Sekil 3.57.’de goriildigi
gibi %24’lik dizi uyumu ile aday proteindir denilebilir. Bu proteinin diger bir adi
sentrozomal protein 19 olarak bilinmektedir. Bu protein sicanda bulunan bir proteindir
fakat literatiirde bu proteinle ilgili ¢aligmalar bulunamadi.

Protein sequence coverage: 24%p
Matched peptides shown in bold red.

1 MWLTSLRELL HSCPICMRSFE VYPELHETME YIAKKCGVRF QFFAMILIYE
51 NEREGESRQER IMPVENFSEF SDCTRAAEQIL ENNERHESYL EQVSLEQLEE
101 LEVFLEGSLQY GQSLAETMEQ IQRETTIDFE EDLNFLDDEE LAFEESIMDE

151 LFEENQKRKD DPSFVYDVEV EFPOQDEQLLS CSWDTASVDE F
Start - End Observed Mr(expt) Mr{calc) Ppm H Peptide
9 - 18 1287.0000 1285.9%27 1285.609%3 2983 0 FKE.LLHSCPICMR.S
70 - 81 1425.0000 1423.9927 1424.6718 -477 1 E.FSDCTRAAEQLELN
88 - 96 1067.0000 1065.9%27 1065.5706 396 0 FE.SYLEQVSLE.Q
124 - 138 1874.0000 1872.9%27 1873.87%3 -473 1 R.ETTIDPEEDLNFLDDE.E

Sekil 3.57. 59 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.25. Spot 60

120000 - SPOT 60

DNA damage-inducible transcript
4-like protein

90000 -+
1149,657

60000 - \
(o]

Pik siddeti

842,588(Tripsin)

/ 093.63 1183,798

1225,642
30000 870,634(Tripsin
/ ' 1120{ 209,65
o - MI.L Al . .‘ Ll Jhdui - [ 1 :
750 1000 1250 1500
kutle (IMm/z)

J

Sekil 3.58. 60 no’lu spotun PMF spektrumu

Spot 60’1 spektrumu, Sekil 3.59.’da oldugu gibi, %25’lik dizi uyumu gosterdi.
Spektrumda goriilen 993, 1120, 1149, 1183, 1209 ve 1225 peptid piklerine gére DNA
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damage-inducible transcript 4-like proteini ile eslesti. Bu protein si¢anin beyninde (Zhu
vd 1997) ve siganin karacigerinde tespit edilmistir (Suenaga vd 2013). Bu proteinin
hiicre i¢i membran tagimaciliginda onemli rolii vardir. Bu protein hiicre biliyiimesi,
cogalmast gibi diizenlemeleri yapar. Memelilerdeki hedef bolgelerinin aktivitesini

inhibe eder, hayatta kalmayi saglar (Malagelada vd 2011).

Protein sequence coverage: 25%

Matched peptides shown in bold red.

1 MVATGESLSSE NHNITASISELLD GSGSHPSESLLS DFDYWDYVWVWVE EFNLNEWVWFEFE
51 ETICONLVEM LENCLSESF D THELGCSEWVLW FEELTQRIARD DWLELSSTEFR
101 CGLRSCTWVHMHEY NMNLETEMWVCKE LDRIVCDRSY WPTEFELTLWVE HEQOESCSWTSL
151 FDFFFSGEGRF SSELERTLIL SSGFRLVERER LYSLIGTTWVI EEC
Start — End Obh=served Mr (expt) Mr (calac) Dppm ll[ Feptide
a6l — 6% 1209.0000 1207.%9%27 1208.58%3 —4%4 1 K.MLENCLSESE.Q
T8 — 87 1183 . 0000 1181 .9927 1181 .7132 237 1 K. VILVFEFELTQR.T
S5 — 104 1120.0000 1118.9%27 1118.53%0 405 0 R.LSSTEPCGLR.G
142 — 151 1225.0000 1223.9927 1224 .5445 —4351 0O K.QESCSWTSLE.D
lee — 175 1149.0000 1147.9%927 1148.6660 -587 1 R.RTLILSSGFR.L
167 — 175 S593. 0000 9591 .99527 952 .5655 —-577 0 R.TLILSSGFR.L

Sekil 3.59. 60 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.26. Spot 70

] 842,588
80000 -
i SPOT 70
putative tctex1/2 family protein
60000 -~
= ]
.'UE) 1045,682
~ 40000 -
o ] 870,634
20000 - 848,55 1033,634 1065,9
] L 1067,66
0 TR 11 Lz
750 1000 1250 1500
kutle (m/z)

Sekil 3.60. 70 no’lu spotun PMF spektrumu
Spot 70’in Sekil 3.60.’daki spektrumunda goriilen 848, 1033 ve 1067 pikleri ile

ve Sekil 3.61.’de goriilen %19’luk dizi uyumu ile putative tctex 1/2 family proteini ile
eslesti. Cok zayif olan bu spektrum i¢in dizi uyumu %19 gibi diisiik bir deger verdi. Bu
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spektrum sonuglarina gére olabilecek tek aday protein bu idi. Tctex-1 sinapsislerde
endositoz tarafindan sinir hiicreleriyle mikrotiibiillerin polioviriis igeren vezikiillerinin
transferinde geriye tasimada c¢ok Onemli rol oynar. Bu protein sicanin PC12
hiicrelerinde bulunur. PC12 hiicreleri Tctex-1 olarak ifade edilen sinir aksonlaridir
(King vd 1998).

Protein sequence coverage: 19%
Matched peptides shown in bold red.

1 SFSGLELMPR EEVAPSYRIE FAPGEHWEARR S2QRLTFAAL TROLIDVCYS
51 GITEAGELVQR LCEQIHIEVE ELNLFEYKELYV CHNVVLGPREG QGVHVVSEAL
101 WDRAHDGLAS ATFTHNPSLFA VATVHRVYWE

Start — End Ob=zerved Mr (expt) Mr({calc) pPpm H Feptide
12 - 18 g48. 0000 B46.9927 547.4664 -559% 1 ER.EVAPSYR.TI
71 - 78 1033.0000 1031.9%27 1031.5763 404 1 R.ELWNLPREYE.L
89 — 938 1067.0000 1065.99%27 1066.5520 -524 0 R.EGQGVHVVSR.A

Sekil 3.61. 70 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.27. Spot 74

870,563(Tripsin)
SPOT 74
1500007 insulin like growth factor 1
] 842,522(Tripsin) .
120000 - 1399,816(Keratin)
= ] 901,566
% 90000 - 972,507
@ _
x - -
& 60000 - 1045,58(Tripsin)
1906 W77 1085,572
30000 + S
1 10 ,5311 1668,706 2211,049(Tripsin)
O_Mmilhhnwl'ﬂh u.Lal " '¢ N ‘3‘ '1{ A] : l ll' bl l
900 1200 1500 1800 2100 2400
kutle (m/z)

Sekil 3.62. 74 no’lu spotun PMF spektrumu
Spot 74’1in spektrumu, Sekil 3.63.’de de gosterilen pikler ile, insiilin like growth

factor 1 adli protein ile eslesti. Sekil 3.63.’de goriildiigi gibi %25°lik dizi uyumu 901,
906, 972, 1037, 1085 ve 1668 peptid pikleri ile saglandi. Bu protein sicanin beyninde
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bulunur. Sinir sisteminin gelismesinde ve fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir
(Sonntag vd 1999). Siganin idrarinda bulunduguna dair ¢alismalar bulunamadi.

Protein sequence coverage: 25%
Matched peptides shown in bold red.

1 MCGSVGAVEE EVREEMNAFAE MSVEVETIAS PGLCFHFGLI IFTLTCCWVHD

51 FPGRTEMSAPF IEKIHIMS55H LFEFYLALCLLT FTISSATAGFE TLCGAELWVDA

101 LOFVCGPFRGF YFHEFTGYGS SIRRAFPOTGI WDECCFRSCD LERLEMYCAFP
151 LEPTESARSI ERAQRHTDMPE TQESQFPLETH EFBEEKLQBRREE GETLEEHE

Start — End Observed Mr (expt) Mr (calc) Dpm H Peptide
1i—10 1037.0000 1035.9%27 1035.5205 456 1 -—-.MCGSVGAVEE.E
2 — 10 906 . 0000 Q04,9927 904.4800 567 1 M.CGSEVGAVEEK.E
11 — 24 1666 . 0000 1666.9927 1667.7T759 —470 1 K.EVEEMNAFAEMSVER .V
54 — 62 972 .0000 S70.9927 92971.5474 571 1 R.TEMSAPPIK.T
165 — 173 1085.0000 1083.9%27 1084.5335 —45%% 1 R.HTDMPETQE.S
191 — 198 So1. 0000 99,9927 895.4348 920 0 EKE.GSTLEEHE. -
Sekil 3.63. 74 no’lu spotun eslesen dizisi
3.2.28. Spot 75
842,505(Tripsin)
100000 -
. SPOT 75
80000 -+ stathmin
©60000 -
= | 1045,565(Tripsin)
=
a 40000 -+
i 847,454 870,52(Tripsin) 1060,651 (alpha siyano-4-
’ hidroksinamik asit)
20000 745,504 1011,541
7] 973,521 '
™ ‘L - e B ‘\ L I.h; ) L " h‘ ol (W L
0 T T T T T T T T T
800 900 1000 1100
katle (m/z)

Sekil 3.64. 75 no’lu spotun PMF spektrumu

Sekil 3.65.°e gore 9%20’lik diisiik bir dizi uyumuna sahip Spot 75’in
spektrumuna bakildig1 zaman tek bir proteinin spektrumu oldugu goriildii. 745, 847, 973
ve 1011 pikleri stathmin proteini ile eslesti. Stathmin, hiicre ¢ogalmas1 ve farklilagsmasi
gibi ¢esitli hiicresel siireglerin lizerinde etkisi oldugu bilinen, hiicre sitoplazmasinin her
yerinde bulunan bir proteindir (Guillaume vd 2001). Bu protein siganin
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spermatogonia’sinda, koku sistemlerinde, PCI12 hiicrelerinde (sican bobrek iistii
medullasinin feokromositomasti) tespit edilmistir. Stathmin, hiicre sitoplazmasinda hem
fosforillenmis hem de fosforillenmemis iki ayr1 formda bulunmaktadir. Alfa ve beta
olmak {izere 19 kDa’luk iki bazik izoformu belirlenmistir (Beretta vd 1989).
Fosforillenmis stathminler nérotransmitterler (Chneiweiss vd 1992), hormonlar (Beretta
vd 1988), sitokinlerin (Le Gouvello vd 1991) veya biiyiime ve farklilasma faktorlerinin
(Doye vd 1990) kontroliinii saglar. Bu proteinin siganin idrarinda bulunduguna dair
caligmalar yapilmamaistir.

Protein sequence coverage: 20%
Matched peptides shown in bold red.

1 MASSDIQVEE LEFRASGOAF ELILSFRSFE SVFPEFFL3FF EEEDLSLEET
51 QEFKLEAAFEER EBESHEAEVLE QLAEKREHAEE EVLOKAIEEN NHNFEFSFMAEEER
101 LTHFMEANEE NEREELROMARKI. ERLEEFDEHYV EEVEFNEESE DFADETEAD

Start — End Observed Mr {expt) Mr (calc) ppm M Peptide
2 -9 847 . 0000 845.9927 846.4447 -534 0 M.ASSDIQVE.E
54 — 61 $73.0000 971.95%27 972.4988 -520 1 E.LEAAEEER.E
71 - 76 745. 0000 T43.9927 T743.4250 758 1 EK.QLAEFR.E
127 — 134 1011.0000 1009.9%27 1010.5145 -516 1 EK.DFHVEEVE.E

Sekil 3.65. 75 no’lu spotun eslesen dizisi

3.2.29. Spot 76

4 842,505(Tripsin)
30000 -
J SPOT 76
. ribonuclease H1
- 20000 H
=)
=
wn
~c 1 852,519 || 870,546(Tripsin)
(=
10000 - 1045,565(Tripsin)  1398,796(Keratin)
| 83757 — / 1569,785
o - hdolLl " URIRINGRTNTION VPN ) L |

750 1000 1250 1500
kutle (Mm/z)

Sekil 3.66. 76 no’lu spotun PMF spektrumu
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Siddeti az olan bu spektrum Riboniikleaz H1 proteini ile eslesti. 827, 852 ve
1569 pikleri ile, Sekil 3.67.’de de gosterildigi gibi, %14 ile disiik bir dizi uyumu
gosterdi. Mascot taramasinda baska bir sican proteiniyle eslesme gostermeyen bu
spektrum i¢in en yiiksek skorlu sonug riboniikleaz H1 proteini idi. Sigan karacigerinde,
fare miyelomunda, dana tiimusunda, mayalarda, yavru hamsterlerin bdbrek hatti
hiicreleri ve protozonlart gibi dkaryotiklerde riboniikleaz H’in ¢oklu formlarinin varligi
rapor edilmistir (Tashiro ve Ueno 1978). Kiiltiirlii bitki hiicreleri kadar sican karaciger
niikleusunda, katalitik ve fiziksel 6zellikleri tarafindan Mn*?-bagl riiboniikleaz H ve
Mg+2-bagh riiboniikleaz H olmak iizere riboniikleaz H’in iki ayr1 formunun varligi
belirlenmistir. Riboniikleaz H, RNA-DNA hibrit yapilarinda o6zellikle RNA’y1
pargalayan enzimdir (Sawai vd 1979).

Protein sequence coverage: 14%
Matched peptides shown in bold red.

1 MEWLLFLFRT WVTLAVVEVEER GVCGLGMFYZ WVRRGRERTGEVE LSWSECKAOWV
51 DERFPAARFFE FATEDEAWAF WVEESSSFPFDGS EGEGOQESAHVOE LOVETSERFPR
101 EFLGEEEEFPF EFGAKHTROD TEPAALVSED AFSYMGESVWV WVITDECCS55SH
151 GRERARAGIGE WYWGPFGHFLN VGIERLFGROT MNORAEIHVSS OQOTHNLSLESSE

Start - End Obzserved Mr(expt) Mr(calc) Ppm I.'d Peptide
53 - 59 837.0000 835.95%27 B35.4704 625 1 R.FEAARFE.K
60 — 72 1569.0000 1567.99%27 1568.7623 -491 1 E.EFATEDEAWAFVE.S
73 -B1 852.0000 850.95%27 850.3668 736 0 R.S55SPDGSE.G

Sekil 3.67. 76 no’lu spotun eslesen dizisi

Calisilmis olan 29 spot igin, verilen spektrum ve Mascot veri tabani sonuglarina
gore spotlarin eslesen protein sonuglart Cizelge 3.3.’de verildi. Bu ¢izelgede goriildiigi
gibi 1, 4, 6, 7, 16, 19, 28, 30, 33, 34, 35, 36, 37 ile etiketlenen spotlar sadece a2u-
globulin ile, 11, 12, 24, 26, 29 ile etiketlenen spotlar a2u-globulin proteinin yani sira
baska proteinler ile de eslesti. 18, 20, 23, 38, 70, 59, 60, 74, 75, 76 ile etiketlenen
spotlar ise a2u-globulin olmayan proteinlerdir.
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Cizelge 3.3. Calisilmis olan 29 spot i¢in eslesen protein sonuglari

SPOTLAR SPOTLARIN ESLE SI\-ﬁS OLAN SPOTLAR SPOTLARIN ESLESM].S OLAN
PROTEINLERI PROTEINLERI

1 Alpha 2u-globulin 33 Alpha 2u-globulin

4 Alpha 2u-globulin 34 Alpha 2u-globulin

6 Alpha 2u-globulin -

- Alpha 2u-globulin 35 Alpha 2u-globulin

Alpha 2u-globulin 36 Alpha 2u-globulin
11 MGC14161 protein 37 Alpha 2u-globulin
EAPG6122 proteini 18 Malate dehydrogenase, mitochondrial
12 Alpha 2u-globulin
EAPG6122 proteini 20 Succinate dehydrogenase assemblyl

6 Alpha Zu-globulin factor 1,mitochondrial

19 Alpha 2u-globulin Protein FAM107B
24 Alpha 2u-globulin 23 Regulator of G-protein 19

Dehidrogenaz/ reduktaz 38 Interleukin 18
25 Alpha 2u-glol)ulfn 70 Putative tctex1/2 family protein
_ Alpha 2u-globulin 59 Similar to RIKEN cDNA 1500031102
26 Low moleacular weight phosphotyrosine
protein 60 DNA damage-inducible transcript 4_like
PRELI domain-containg protein protein
28 Alpha 2u-globulin 74 Insulin_like growth factor 1
Alpha 2u-globulin 75 Stathmin

29 NMDA receptor-regulated gene 1
30 Alpha 2u-globulin 76 Ribonuclease Hl1

3.2.30. a2u-globulin protein sekanslarinin ézellikleri

Cizelge 3.4.’de spotlarin eslesmis oldugu sekans dizilerinin giris numaralart ve
varsa bunlarin PGCL cinsinden kisaltmalar1 verildi. Mascot veri tabani tarama
sonuglarindan dizi uyumluluklart % degerleriyle, sekans dizisinin toplam aminoasit
sayilar1 verildi. Bunlarin yani sira sekans dizilerinin teorik molekiil kiitleleri ve
izoelektrik nokta degerleri gosterildi.

Cizelge 3.4. Spotlarin tanimlama sonuglari; dizi uyumu (sequence coverage), referans
sekans numaralari, sekanslarin aminoasit sayilari, teorik MW ve pl degerleri

SPOTLAR | Dizi REFERANS SEKANS | SEKANSLARDAKI | MW | pl
UyuMu NUMARALARI AMINOASIT
(%) SAYISI
1 33 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
29 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
18 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
17 G1:202610 181 aa 20992 | 5,41
4 17 GI1:51011131 181 aa 21007 | 5,41
17 G1:54020747 (PGCL2) 181 aa 20997 | 5,62
17 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
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Cizelge 3.4.’lin devami

6 27 G1:76880469 (PGCL4) 179 aa 20621 | 4,86
23 G1:1196815 181aa 20834 | 4,95
7 37 G1:76880469 (PGCL4) 179 aa 20621 | 4,36
37 G1:1196815 181aa 20834 | 4,95
11 45 G1:76880469 (PGCL4) 179 aa 20621 | 4,86
41 G1:1196815 181aa 20834 | 4,95
12 41 G1:76880469 (PGCL4) 179 aa 20621 | 4,86
41 G1:1196815 181aa 20834 | 4,95
17 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
13 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
16 13 G1:202610 181aa 20992 | 5,41
13 G1:51011131 181aa 21007 | 5,41
13 G1:54020747 181aa 20997 | 5,62
17 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
13 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
19 13 G1:202610 181aa 20992 | 5,41
13 G1:51011131 181aa 21007 | 5,41
13 G1:54020747 181aa 20997 | 5,62
24 40 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
29 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
25 29 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
29 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
26 50 G1:51011131 181 aa 21007 | 5,41
46 G1:202610 181aa 20992 | 5,41
41 G1:54020747 181aa 20997 | 5,62
28 37 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
31 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
29 49 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
46 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
30 33 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
29 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
41 G1:202610 181 aa 20992 | 5,41
33 33 G1:51011131 181 aa 21007 | 5,41
33 GI:54020747 (PGCL2) 181 aa 20997 | 5,62
34 21 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
18 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
35 33 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
29 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
36 21 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20992 | 5,41
18 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
37 21 G1:22219450 (PGCL1) 181 aa 20092 | 5,41
18 G1:204261 177 aa 20454 | 5,43
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Teorik olarak, bir proteinin karakterizasyonunda dizi uyumunun en az %25
olmas1 gerekli idi. Eger bu degerin altinda, fakat %25’e yakin degerler var ise bu
proteinler i¢in aday denildi. Cizelge 3.4.’de 1, 6, 7, 11, 12, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 33, 35
nolu spotlarin yiiksek olan % dizi uyumu (sequence coverage) degerlerine gore o2u-
globulindir denildi. 4, 16, 19, 34, 36, 37 nolu spotlar igin de, eslesen ortak peptidler
dogrultusunda da a2u-globulin proteini igin ¢ok kuvvetli bir aday olarak gosterildi.

Genel olarak ¢izelgeye bakildiginda; en ¢ok 13 tane spotla eslesen PGCLI1, yine
13 spot ile eslesen Gl: 204261 giris numarali AAA41198.1, bunu hemen arkasindan 5
tane spotla eslesen PGCLA4 takip etti.

18, 20, 23, 38, 70, 59, 60, 74, 75 ve 76 nolu spotlar a2u-globulin proteini ile
eslesmeyen proteinler olup, Mascot ile yapilmis olan taramaya goére sonuglar
saptanmistir. Bu spotlarin bazilari i¢in oldukga iyi % dizi uyumu sonuglari elde edildi.

Glimiis ve CBB jellerinin sol iist kisminda 7°1i bir spot serisi goriilmektedir. Bu
spotlarin da peptid kiitle parmak izi spektrumlar1 ¢ekilmistir. Mascot taramasi
sonucunda bu spotlarin soya fasiilyesi proteini olan beta-conglycinin oldugu ortaya
cikti. Bu proteinin sicana verilen besinlerden idrara diiserek, idrar1 kontamine ettigi
diisiiniildi. Tez i¢inde bu proteine ait spektrumlar verilmedi.

Cizelge 3.5. Spotlarin teorik a2u-globulin protein dizilerine gore eslestirilmesi

SPOT 1

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 4

Gl1:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55

G1:202610 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
GI1:51011131 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENASMRYV 59
G1:54020747 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEDASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59
G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTK DLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

SPOT 6
GI:77695923 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
GI:1196815 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQA 179
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

Devami arkada
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SPOT 7

GI:77695923 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59

G1:8307690 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQA 179
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

SPOT 11

GI:77695923 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59

GI:1196815 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQA 179
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

SPOT 12

GI:77695923 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59

G1:8307690 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRY 59
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
FVQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCTEFSLVADKTAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDN 118
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQA 179
YVMFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

SPOT 16

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRV 59

GI:202610 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59

GI:51011131 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENASMRYV 59

G1:54020747 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEDASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

G1:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 19

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRV 59

GI:202610 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59

GI:51011131 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENASMRYV 59

G1:54020747 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEDASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

G1:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRY 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 24

GI:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

G1:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRY 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

Devami arkada
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SPOT 25

Gl1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 26

G1:51011131 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENASMRYV 59
G1:202610 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
GI1:54020747 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEDASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

SPOT 28

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 29

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 30

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 33

G1:202610 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRYV 59
GI1:51011131 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENASMRYV 59
G1:54020747 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEDASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181

SPOT 34

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl1:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 35

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 55

FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 115
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

Devami arkada
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Cizelge 3.5.”in devami

SPOT 36

Gl1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRY 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 114
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

SPOT 37

G1:22219450 | MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRYV 59

Gl:204261 LLLLCLGLTLVCGHAEEASSTSGNLDVAKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRY 55
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 118
FMQHIDVLENSLGFKFRIKENGECRELYLVAYKTPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDR 115
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 181
YVMFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQARG 177

Karakterize edilen 29 spottan, 19 adeti a2u-globulin olarak belirlendi. NCBI veri
tabanindan elde edilen 15 adet teorik protein sekans dizisi spotlarin spektrumlarindan
eslestirilen peptid kiitleleri ile karsilastirilmistir. Cizelge 3.5.’de goriildiigii gibi o2u-
globulin olarak tanimlanan spotlarin eslestigi sekans dizilerinin NCBI veri tabani giris
numaralart (GI) verildi. Her bir spot i¢in yapilan tanimlamada, 19 adet spotun sekans
dizisinde yer alan peptid kiitleleri belirlendi. Belirlenen bu peptid kiitleleri: 716, 760,
777, 863, 931, 998, 1006, 1026, 1056, 1527, 1876, 2139, 2395 ve 2807 dir.

Daha 6nceden de anlatildigi gibi Cizelge 3.4.’i olusturabilmek icin eleyici
olarak belirlenen peptidler, 716: GNLDVAK; 760: GNLDVDK, 1026: LCVAHGITR;
1056: LCEAHGITR, 1876: VFMQHIDVLENSLGFK, 2120:
VFVQHIDVLENSLGFTEFR sayesinde bir spotun olabilecek tiim sekans dizi olasiliklari
Cizelge 3.5.te gosterildi. Bir sekans i¢inde eleyici peptidlerden ikisinin ayni anda
bulunamayacagindan, sekans dizisi elemeleri, bu eleyici peptidler bazinda yapildi.
Burada 716 ile 760; 1026 ile 1056; 1876 ile 2120 peptidleri birbiri ile denk peptidler idi.

3.2.31. MS-MS Sonuglari
PMF spektrumlari ¢ekilen spotlarin bazi pikleri i¢in MS-MS sonuglar1 da elde
edildi. Bunlardan bazi spotlar i¢in se¢ilmis MS-MS spektrumlar1 asagida gosterildi.

Spot 31 i¢in, 777, 931, 1056 ve 2395; Spot 10 i¢in, 931 ve 1026 peptid kiitlelerinin MS-
MS spektrum sonuglar1 gosterildi.
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3.2.31.1. Spot 31: 777 peptidi
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Sekil 3.68. Spot 31’in 777 peptidinin MS-MS spektrumu

78



LBEEves) Wiascot Search Results

User
Email
Search title
MS data file
Database
Timestamp
Protein hits

i tyalein
: talatyalcin@iyte.edu.tr

: DATA.TXT
: SwissProt 51.6 (257964 sequences; 93947433 residues)
: 21 Jun 2013 at 13:00:36 GMT

: MUP_RAT Major urinary protein precursor (MUP) (Llpha—2u-globulin) (Llpha(2)-euglobulin) (Lllergen Ratc n 1)
BUD9_YEAST Bud sSite Selection protein 9 - Saccharomyces cerevisiae (Baker's yeast)
SYT CHLMU  Threonyl-tRNL synthetase (EC 6.1.1.3] [Threonine-—tRNL ligase) (ThrRS) - Chlawydis wuridarum
AG35_WACCC Envelope protein (Protein HS) - Vaccinia virus (strain Copenhagen] (VACY)
TRI37 MOUSE Tripartite motif-containing protein 37 — Mus musculus (Mouse)
¥CF1_AMBTC Futative membrane protein yofl - Amborella trichopods
REOB CHLWU DHi-dirscted FNA polymerase kbeta chain (EC 2.7.7.6) (PEPF) (Plastid-encodsd FNA polymerass subunit b
BPOB_DEIRA DHAi-directed RNA polymersse beta chain (EC 2.7.7.6) (RNAP beta subunit] (Transcriptase beta chain]
€OX? PARPR Cytochrome ¢ oxidase sSubunit 2 (ES 1.9.3.1) (Cytochrome © oxidase polypeptide II) - Parsmecium prim
Sse2_PEA Granule-kound starch synthase 2, chloroplast precursor (EC 2.4.1.21) (Granule—bound starch synthase

SwissProt Decoy False discovery rate

Peptide matches above identity threshold 1 1 100 00 %4

Feptide matches above homology or identity threshold 1 1 100 .00 %

Probability Based Mowse Score

Tons scorc is - 10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random svent
Individual ions scores > 40 indicate identity or extensive homology (p=0.05)
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits

o

MATRIX
licinvers Mascot Search Results

Protein View

Hatch to: MUP_RAT Score: 56

Major urinary protein precursor (MUP) (Alpha-2u-globulin) {(Alpha{2)-euglobulin) (Allergen Rat n 1) (Rat n I}
Found in search of DATA.TXT

Nomwinal mass

(M) : 20723; Calculated pI wvalue: 5.85

NCEI BLAST search of MUP_RAT against nr
Unformatted Sequence sString for pasting into other applications

Taxonomy: Battus norvegicus

Warimble modifications: Carbamidomethyl (C)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 3%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MELLLLLLCL GLTLWCGHAE EASSTRGNLD VWAKLNGDUWFI IVVASNEREE

51 IEENGSMRVF MOHIDVLENS LGFEFRIEKEM GECRELYLWA YETPEDGEYF

101 VEYDGGNTFT ILETDYDRYV MFHLINFFMNG ETFOLMVLYG RTEDLSSDIE
151 EEFAKLCEAH GITRDMNIIDL TETDRCLQLR <

[ Show predicted peptides also ]

Sort Peptides By @ Residue Mumber O Increasing Mass O Decreasing IMass

Start - End
144 - 150

Error (ppm)
[
i

(L}

I
IS
n

Observred Mri{expt) Mr{calc) PPM Miss Segquence
777.4000 776.3927 FI6.3916 1 0 K.DLSSDIK.E (Ions score 56)

RMS error 1 ppn

—T L
7o B0
Maz= (Dal

Sekil 3.69. Spot 31°in 777 peptidinin MS-MS MASCOT tarama sonucu

Sekil 3.69°da goriildiigii gibi MS-MS Mascot tarama sonuglarina gore en yiiksek
skorlu olarak goriilen protein MUP RAT oldu. 777 peptidinin iyonlasma skoru 56
olarak verildi. Siralamada olan diger proteinlerin ise sigana ait proteinlerin olmadig:

goriildil.
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3.2.31.2. Spot 31: 931 peptidi
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Sekil 3.70. Spot 31’in 931 peptidinin MS-MS spektrumu
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e Mascot Search Results

User
Email
Search title
MS data file

tyalcin
talatyalcin@iyte.edu.tr

DATA . TXT

Datahase SwissProt 51.6 (257964 sequences; 93947433 residues)

Timestamp 19 Jun 2013 at 13:32:31 GMT

Protein hits MUP_BRAT Major urinary protein precursor (MUP) (Alpha-Zu-globulin) (AlphaiZ)-euglobuling (illergen Rat n 1)
RHH2 SULTO Ribonuclesse HIT (EC 3.1.26.4) (RMNase HII} - Sulfolobus tokodaii

UBP26 MOUSE Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 26 (EC 3.1.2.15) (Ubiguitin thioesterase 26) (Ubiquitin-speci
PI3K2 DICDI Phosphatidylinositol 3-kinase 2 (EC 2.7.1.137) (PI3-kinase) (PtdIns-3-kinase) (PI3K)] - Dictwosteliw

TYSY BPT4 Thymidylate synthase (EC Z.1.1.45) (T3) (T3ase] - Bacteriophage T4
ZH294 HUMAN Zinc finger protein 294 (RING finger protein 160) - Howo sSapiens (Human)
QUEF_COLP3 MADPH-dependent 7-cyano-7-deazaguanine reductase (EC 1.7.1.-) (NADPH-dependent nitrile oxidoreducts:

¥MI3 CAEEL Uncharacterized protein F59A42.3, mitochondrizsl precursor - Casnorhasbditis elegans
EX7L SILST Exodeoxyribonuclesse 7 large subunit (EC 3.1.11.6) (Exodeoxvribonuclease VII large subunit) (Exonuc
YL684 MIMIV Uncharacterized protein L6834 - MNimivirus

SwissProt Decoy False discovery rate
Peptide matches abowve identity threshold 1 1 100.00 %
Peptide matches above hemolegy of identity threshold 1 1 100.00 %%

Probability Based Mowse Score

Tons score is - 10%Log(F), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 40 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

o

=
T
K]
El
. i1 L
20 40 a0 (24 o a0
Probability Bazed Mowse Score
MATRIX
lsciivcrs Wlascot Search Results

Protein View

Match to: MUP_RAT Score: 76
Major urinary protein precursor (MUP) (Alpha-2u-globulin) (Alpha(2)-euglobulin} (Allergen Rat n 1)} (Rat n I}
Found in search of DATA.TXT

Nominal mass (M) : 20723: Calculated pI value: 5.85
NCBI BLAST search of MUE_RAT agsinst nr
Unformatted Sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Eattus norvegicus

Varisble modifications: Carbamidomethyl (C)
Cleawvage by Trypsin: cucs C-term side of KR unless next residus is P
Sequence Coverage: 4%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MELLLLLLCL GLTLWCGHAE EASSTRGHNLD VAKLNGDUFS IVVALASNEREK

51 IEENGSMRVF MOHIDVLEMNS LGFEFRIEKEMN GECRELYLWA YETPEDGEYF

101 VEYDGGWTFT ILKTDYDRYV MFHLINFENG ETFQLMVLYG RTEKDLSSDIK
151 EKFAKLCEAH GITEDHIIDL TETDRCLOQAR G

[ Show predicted peptides also ]

Sort Peptides By @ EResidue Number O Increasmg Mass O Decreasing MMass
Start - End Obhserred Mr{expt} Mr{calc) ppm Miss Sequence

165 — 172 931.5000 930.4927 930.5022 -10 0 R.DHIIDLTK.T (Ions score 76)
=
s
=
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=
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— T T L — T —1 1
Q00 925 950 Q75

RHS error 10 ppm Hass (Da)

Sekil 3.71. Spot 31°in 931 peptidinin MS-MS MASCOT tarama sonucu
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Sekil 3.71°de gorildiigi gibi MS-MS Mascot tarama sonuglarina gore en skorlu
olarak goriilen protein MUP RAT oldu. 931 peptidinin iyonlagsma skoru 76 cikti.
Siralamada olan diger proteinlerin ise sigana ait proteinlerin olmadigi goriildii.

3.2.31.3. Spot 31: 1056 peptidi
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= 2000
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2 1500 \
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200 4 800 1000 1200

00 600
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Sekil 3.72. Spot 31’in 1056 peptidinin MS-MS spektrumu
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(Sciineis

User
Email
Search title
MS data file
Database
Timestamp
Protein hits

Mascot Search Results

tyaleoin
talatyalcin@ivte.edu.tr

DATA . TXT

HCBInr 20070216 (4626804 sequences;
19 Jun 2013 at 13:54:27 GMT
gi]|202610 alpha-2u-globulin

1596079197 residues)

gi]| 32487401
gi]25143651
gi]115375794

OSJNELOD17I01.15 [Oryza sativa

(japonica cultivar-group)]

alpha-CaTulill
O-dewethylpuromycin-O-methyltransferase

{catenin/vinculin related)

family member (ctn-1)
[Stimwatella surantiacs DW&/3-1]

[Caenorhabditis elegans]

gi]113867969

uncharacterized conserwved protein,

putative adenylylsulphate kinase [Ralstonia eutropha H16]

gi]| 71020855
gi|115374758
4i] 50955258
gi]118731887

hypothetical protein UMO4511.1 [Ustilago maydis 521]
conserved hypothetical protein [Stigmatella aurantiaca DW4/3-1]
hypothetical protein Lxx16660 [Leifsonia xyli subsp. xvli str. CTCBOT]

transcripticonal regulator,

AraC fewily [Delftia acidovorans SPH-1]

gi]| 84363054 COGO41Z:

Dienelactone hydrolase and related enzymes [Burkholderia dolosa LUO1S8]

NCBInr Decoy False discovery rate
1 a 0.00 %
1 a 0.00 %

Peptide matches above identity threshold
Peptide matches above homology or identity threshold

Probability Based Mowse Score

Ions score is - 10*Logi{F), where P is the probability that the observed match is a random event
Individual ions scores = 50 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from dons scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits

l

humber of Hits

e M

50
Probability Based Mowse Score

MATRIX

léiiness Mascot Search Results
Protein View
NMatch to: gi|202610 Score:

alpha-2u-globulin
Found in search of DATL.TET

55

Nominal mass (M j: 20707; Calculated pl value: 5.41
NCET BLAZT search of gi|202610 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications
Warisble modifications:
Cleavage by Trypsin:
Sequence Coverages: 4%

Carbamidomethyl (C)

cuts C-term side of KR unless next residue is P

NMatched peptides shown in Bold Red

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EASSTRGNLD VDELHNGDWFS IVVASDEREE
51 IEENGSMEVF MOHIDVLENS LGFEFRIREN GECRELYLVA YETPEDGEYF
101 VEYDGGNTET ILETDYDRYV MFHLINFENG ETFQAMVLYG RTKDLSIDIE
151 EEFAFLCEAH GITRDNIIDL TKTDHCLQAR G
[ Show predicted peptides also ]
Sort Peptides By @ Residue Mumber O Increasmg Mass (O Decreasing Mass
Start - End Observed Mriexpt) Mr{calc) PpmM Miss Segquence
156 - 164 1056.5000 1055.4927 1055.5182 -24 0 K.LCEAHGITR.D <Carbamidomethyl (C) (Ions score 55)
e
£
=
5 2d oo oo
2
=
i
_25 -
T T T T T T T T T T 1
1000 1020 1040 1080 1100
RMS error 24 ppn Mass ¢Da)

Sekil 3.73. Spot 31°in 1056 peptidinin MS-MS MASCOT tarama sonucu
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Sekil 3.73°de gorildiigi gibi MS-MS Mascot tarama sonuglarina gore en skorlu
olarak goriilen, NCBI veri tabanina gore GI: 202610 giris numarali a2u-globulin
proteini idi. 1056 peptidinin iyonlasma skoru 55 oldugu Sekil 3.73’de gorildiigi
gibidir. Siralamada olan diger proteinlerin ise si¢ana ait proteinlerin olmadig1 goriildii.

3.2.31.4. Spot 31: 2395 peptidi

2000 4 SPOT 31
1500 |
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£1000 -
=]
S
w
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2 500
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-500 T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
kutle (m/z)

Sekil 3.74. Spot 31’in 2395 peptidinin MS-MS spektrumu
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EAER Mascot Search Results

User : tyalcin

Email : talatyalecingiyte.edu.tr

Search title :

MS data Ffile : DATA.TXT

Database : NCBINnr 20070216 (4626804 sequences: 1596079197 residues)
Timestamp : 19 Jun 2013 at 13:58:55 GMT

Protein hits : gi|202610 alpha-zu-globulin

gi|124405419 unnawed protein product [Paramecium tetraurelial

gi]4721634% unnawed protein product [Tetraodon nigroviridis]

4i|78367410 conserved hypothetical protein [Shewanella sp. PV-4]

4i| 34395327 hypothectical protein [Oryza sativa (japonica cultiver—group)]

4i|68476629 hypothecical protein €a019_S5062 [Candids albicans SC5314]

4i|71999917 KO09C6.7 [Caenorhabditis elegans]

9i|120405185 peptidase M24 [Mycobacterium vanbaslenii P¥R-1]

gi|46202292 COG3IZH6: NAD/NADF transhydrogenase alpha subunit [Magnetospirillum magnetotacticum MS-1]
gi|115898584 FREDICTED: similar to MGCS1266 protein, partial [Strongylocentrotus purpuratus]

NCBInr Decoy False discovery rate
Peptide matches abowe identity thresheold 1 s} 0.00 %
Peptide matches abowe homolegy or identity thresheld 1 s} 0.00 %

Probability Based Mowse Score

Ions score is - 10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a randem ewvent.
Individual ions sceres = 36 indicate peptides with significant homelogy.

Individual ions sceres = 46 indicate identity or extensive homology (p=0.05)

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits

@

Hurher of Hits

50 i a0
Probsbility Based Mowse Score

MATRIX
l&ivers Mascot Search Results
Protein View

Match to: gi|202610 Score: 99
alpha-2u-globulin
Found in search of DATA.TZT

Nominal mass (M) : 20707 Calculated pI walue: 5.41

NCEI BLAST search of gi|202610 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Variable modifications: Carbamidomethyl (C)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 11%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MELLLLLLCL GLTLVCGHAE EALSITRGHNLD VDELNGDWFS IVVASDEREE
51 TEENGEMREVF MOHIDVLENS LGFEFRIKEN GECRELYLVA YTETPEDGEYF
101 VEYDGGHTET ILKTDYDRYV MFHLINFENG ETFOAMVLYG RTEDL3SDIE
151 EFFAELCEAH GITRDNIIDL TETDHCLOQAR G

[ Show predicted peptides also ]

Sort Peptides By @ Residue Mumber O Increasing Mass O Decreasing Iass

Start - End ODbhserved Mri{expt) Mr{calc) ppm Miss Seguence
93 - 113 2395.0000 2393.9927 2394.0903 -41 0 K.TPEDGEYFVEYDGGHTFTILK.T (Ions score 99)

I e
=3
@
R g
5 .
241 - - - - - -
w

B b e I )

-43 T T T T T T T T T T T T T 1

2280 2320 2360 2400 2440 2480 2520

FNS error 40 ppn Mazs (Da)

Sekil 3.75. Spot 31°in 2395 peptidinin MS-MS MASCOT tarama sonucu

Sekil 3.75’de goriildiigli gibi MS-MS Mascot tarama sonuglarina gore en skorlu
olarak goriilen, NCBI veri tabanina gore GI: 202610 giris numarali a2u-globulin

85



proteini idi. 2395 peptidi 99 olan olduk¢a iyi iyonlasma skoru verdi. Siralamada olan
diger proteinlerin ise si¢ana ait proteinlerin olmadig1 goriildii.

3.2.31.5. Spot 10: 931 peptidi

|

SPOT 10 ssl.s
4500 —
%3000 —
=
[=
1500 — l
o4 nh ‘ilmﬂm nm “u s mL. - ek .MAMJ n
260 4(’)0 6(’)0 860 10'00
katle (m/z)

Sekil 3.76. Spot 10’un 931 peptidinin MS-MS spektrumu

86



limnveis WIascot Search Results

tyalcin
talatvalcin@ivte.edu.tr

User
Email
Search title

HMS data file DATA . TXT

Database HCBInr 20070216 (4626804 segquences:; 1526079197 residues)

Time =t amp 19 Jun 2013 at 14:06:58 GMT

Protein hits gi|202610 alpha—-Zu-glolkhulin
gi|24373580 hypothetical thioredoxin-—like protein [Shewanslla oneidensis ME-1]
gi| 50284863 hypothetical protein CAGLOAODZ 159g [Candida glabrata CEBE3135]
gi|1183F49738 hypothetical protein TTHERM 00005670 [Tetrashymensa thernmophils SEzZ10]
4i]124406405 unnamed protein product [Faramweciwn tetraurelial
gi|15920736 hypothetical ribonucleasse HIT [3ulfolobus tokodaii str. 7]
gi|66391263 ORFO0S [Staphvlococcus phage Twort]
gi 114769247 TFR repeat [alpha protechacteriuwm HTCCZZ2E55]
gi]|124427473F unnamed protein product [Parsmweciwn tetraurelia]

Spore germination protein B3/KEC [Clastridium tetani ESS]

gi|28212032

NCBImnr Decoy False discovery rate
1 1 100.00 %4
1 1 100.00 %4

FPeptide matches above identity threshold
Peptide matches abowe homeology or identity thresheld

Probability Based Mowse Score

Ions score is - 10*Log{P), where P iz the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 52 mdicate identity or extensive homology (p<0.057,
FProtein scores are dertved from ions scores as a non-probabilistic basis for ranlang protein hits.

Humber of Hits

T T
=3 &ix &
Frobability Based Mowse Score

MATRIX

SN WIascot Search Results
Protein View
Match to: gil202610 Score:

alpha—Zu—globulin
Found in search of DATA.THET

63

Hominal mass (M ) : 20707; 5.41
NCEI ELAST sSearch of gi|=Z202610 against nr

Unformatted scguence string for pasting into other

Caleulated pI walues:
applications
Variakhle mwmodificartions: Carbasnidometchwyl (C)

Clesvages by TrypsSin: cutcs C—term =side of KR unless
Sequence Coversges: 4%

next residus i=s F

Matched peptides shown in Bold Red

1
51
101
151

MELLLLLLCI
IEEMGSMEVEF
WEYDGGHNTET
EEFAKLCEALH

GLTLWCGHAE
MOHIDVLENS
ILETDYDRYW
SGITRDHIIDL

EASSTRGNLD VDELMNGDWFIS
LGFEFEIKEN GECRELYLW.L
NFHLINFENG ETFQALMUVLY:
TETDHCLOQAR &

Show predicted peptides also

[ Sont Peptides By | @ Residue

IMumber © Increasmg hass

IVFASDEREK
YETPEDGEYF
RTEDLSSDIE

& Decreasing Iass

Start - End Observed Mr{expt) Mr{calc) ppm Miss Seguence
165 - 172 931. 5000 930.4927 930. 5022 -10 0 R._DHIIDLTK.T (Ions score 63)
E
=
=
I L e e
5
< .
=
&
B L
T T T T T T T T T T T T T 1
00 oz5 50 75
RMS error 18 ppm Mass <Dad

Sekil 3.77. Spot 10°un 931 peptidinin MS-MS MASCOT tarama sonucu
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Sekil 3.77°de gorildiigi gibi MS-MS Mascot tarama sonuglarina gore en skorlu
olarak goriilen, NCBI veri tabanina gore GI: 202610 giris numarali a2u-globulin
proteini idi. 931 peptidi 63’likk iyonlasma skoru verdi. Siralamada olan diger
proteinlerin ise sigana ait proteinlerin olmadigi goriildii.

3.2.31.6. Spot 10: 1026 peptidi

i 1026,506
5000 SPOT 10
4000 A
83000
=
> ]
=
82000 -
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200 400 600 800 1000 1200
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Sekil 3.78. Spot 10’un 1026 peptidinin MS-MS spektrumu
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User

Email

Search title
HMS data file
Database
Times=stamp

MATRIX
(et Mascot Search Results

tyaloin
talatyalcin@iyte.edu.tr

DATA . TXT
HCBInr 20070216 (4626804 segquences;
19 Jun 2013 at 14:12:58 GMT

1596079197 residues)

Protein hits gi|1196815

gi|116055101
gi|116754048
yi|115487106
gi|108802972
4i|78045244
gi|15596221
gi|88854977
yi|73538767
yi|115397243

alpha—2Zu globulin

Spliceosomal protein FEP11/Splicing factor PRP40 (ISS) [Ostreococcus tauri]

protein of unknown function Metld [Methanosaeta thermophila PT)

05120124400 [Orvza sativa (Japonica cultivar-group)]
4-diphosphocytidyl-ZC-methyl-D-erythritol synthase [Rubrobacter xylanophilus DSM 9941]
Dot/ Tra¥ family wembrane protein [Zanthomonas cawpestris pv. vesicatoria str. 85-10]
hypothetical protein PA1024 [FPseudomonas asrugyinosa PAO1]

putative peptide transport system ATP-binding protein [marine actinobacterium PHSCZ0C1]
Peprtidoglyocan-binding LysM [Ralstonia eutropha JMP134]

predicted protein [Aspergillus terreus MNIHZG624]

NCBInr Decoy False discovery rate
0 0
0 0

FPeptide matches above identity thresheld
Feptide matches above homology or identity threshold

Probability Based Mowse Score

Ions score is - 10%Log(F), where P is the probability that the observed match is a random event
Individual ions scores > 50 mdicate identity or extensive homology (p<0.05)
Protein scores are derved from 1ons scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits

Humber of Hits

T
35 4o
Probability Based Mowse Score

MATRIX
{iienvess Mascot Search Results
Protein View

Match to: MUP_RATRT Score: 38

Major urinary protein (MUP) (Alpha-2u-globulin) (Alpha{2)-euglobulin) (Fragments)
Found in search of DATL.TIT

Hominal mass (M ]: 3426; Calculated pl value:
MNCBI BLAST search of MUP BATRT against nr
Unformatted Sequence sString for pasting into other applications

6.75

Taxonomy: Rattus rattus

Varisble modifications: Carbamidomethyl (C)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 30%

Matched peptides shown in Bold Red

1 LCVAHGITRE KIEEMNGSMRE NIIDVTETHE

Show predicted peptides also

Sort Peptides By @ Residue Mumber O Increasing Mass (O Decreasing Mass

Start - End

- Rattus rattus (Black rat)

Observed Mri{expt) Mr{calc) ppm  Miss Sequence
1-9 1026.5000 1025.4927 1025.5440 -50 0 -.LCVAHGITR.E Carbamidomethyl (C) {Ions score 38)
e
z
g
=
§ 50 fommmmmemmemmmeoe oo e
g
£
&
N ——,———
T T T T T T T !
250 1000 1020 10406 1060 1080
RS error 50 ppm Mass (Da)

Sekil 3.79. Spot 10’un 1026 peptidinin MS-MS MASCOT tarama sonucu

Sekil 3.79°da goriildiigi gi

bi MS-MS Mascot tarama sonuglarina gore en skorlu

olarak goriilen, NCBI veri tabanina gore GI: 1196815 giris numarali a2u-globulin
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proteini idi. 1026 peptidi 36’lik iyonlasma skoru verdi. Siralamada olan diger
proteinlerin ise sigana ait proteinlerin olmadigi gorildii.
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4. SONUC

Canlilarin ¢ogunda metabolizma atiklar1 viicuttan atilmaktadir. Bunun igin
kullanilan bir yol idrar ¢ikarmaktir. Idrarm incelenmesi ile canlinin saglik durumu
hakkinda bir¢ok bilgi edinilmektedir. idrar igerisinde farkli organizmalar igin farkli
olmak iizere bir¢ok protein bulunmaktadir. Idrar proteomunun incelenmesiyle de idrarda
dogal olarak bulunan proteinlerin tiirleri ve yapilart 6grenilebilmektedir. Idrar
proteomundaki herhangi bir farklilik ise organizmanin saglik durumu hakkinda bilgi
vermektedir. Idrarda bulunan proteinlerin cogu diisiik molekiil agirlikl1 proteinlerdir.

Yapilan bu ¢alismada si¢an idrar proteinleri proteomik yontemleri ile incelendi.
Iki boyutlu jel elektroforezi yontemiyle birbirlerinden ayrilan proteinlerden yaklasik 10-
30 kDa arasindaki kiitleye sahip olan diisiik molekiil agirliklt proteinler kiitle
spektrometrisi yontemiyle incelendi. Idrarda bulunan proteinlerden miktarca en fazla
bulunan protein a2u-globulindir. Bu proteinin tek bir formda degil de ¢ok sayida
izoformda bulundugu bilinmektedir. Bu izoformlarin yapilar1 hakkinda literatiirde
ayrintili bilgi bulunmamasi nedeniyle bu ¢alismada a2u-globulin izoform yapilari da
incelenmeye calisildi.

Wistar tipi erkek sigan idrarmin diisiik molekiil agirlikli proteinlerinden CBB
boyamali 2D jellerde goriintiilenebilen 29 adet spot MALDI-TOF-MS ve MALDI-TOF-
MS/MS ile incelendi. Bu spotlarm 19’u o2u-globulin olarak tanimlanirken, diger 10
spot farkl1 proteinler olarak tanimlandi. Incelenen 19 spotun 2D jelinin iizerinde farkls
konumlarda bulunmalar1 nedeniyle bu spotlarda odaklanan proteinlerin pI ve/veya kiitle
acisindan farklilik gostermesi gerekmektedir. Bu farkliliklar nedeniyle farkli spotlarda
farklt izoformlarin bulunmasi gerektigi asikardir. Bu ¢alismada o2u-globulin
izoformlar arasindaki farkliliklar tespit edilmeye calisildi.

a2u-globulin  proteininin yaninda diger spotlar Malate dehydrogenase,
mitochondrial (Spot 18), Succinate dehydrogenase assemblyl factor 1, mitochondrial
(Spot 20), Protein FAM107B, Regulator of G-protein 19 (Spot 23), Interleukin 18 (Spot
38), Similar to RIKEN cDNA 1500031L02 (Spot 59), DNA damage-inducible
transcript 4 _like protein (Spot 60), Putative tctex 1 /2 family protein (Spot 70),
Insulin_like growth factor 1 (Spot 74), Stathmin (Spot 75) ve Ribonuclease H1 (Spot
76) olarak tanimlandi.

Proteinlerden elde edilen peptid kiitle parmak izi verilerine dayanarak Mascot
arama sonuglarindan tanimlama i¢in kullanilan dizi uyumu degerleri bir ¢ok protein igin
Iyi bir ylizde vermesine ragmen bazi proteinler igin kesin tanimlamada gerekli yiizdenin
altinda degerler verdi. Bu durumda bu spotlar i¢in elde edilen protein taniminin sadece
aday oldugu sdylendi.

a2u-globulin  olarak tamimlanan spotlar igerisinde bu proteinin hangi
izoformununda bulundugu PMF spektrumlari ile aydinlatilmaya c¢aligildi. Elde edilen
spektrumlarda bu proteine ait 6ne ¢ikan belli basl peptid kiitleleri neredeyse tiim
spektrumlarda goriildii. Bunlar 777, 931, 998 ve 1056 kiitleleri idi. Bu kiitlelere ait
peptidler i¢in izoformlarda ortaktir denildi. Ayird edici peptidlerin bulunmasi ile
izoformlar arasindaki farkliliklar bulunabilmektedir. Spektrumlarin ayrintili incelenmesi
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sonucunda bazi ayird edici peptid kiitlelerine rastlandi. Bu peptidler bir veya iki
aminoasit farkliliklarr igermektedirler. Bu kiitleler ve onlara ait sekanslar soyle idi, 716
peptidi GNLDVAK, 760 peptidi GNLDVDK; 1026 peptidi LCVAHGITR, 1056 peptidi
LCEAHGITR, 1876 peptidi VFMQHIDVLENSLGFK, 2120 peptidi
VFVQHIDVLENSLGFTFR sckanslarina ait kiitlelerdir. Ayird edici peptid piklerin
birine veya ikisine sahip olan spektrumlar i¢in teorik izoform sekanslari arasindan
cleme yapilarak bir spot igerisinde bulunan o2u-globulin proteinin hangi izoform
sekansinda bulunabilecegi hakkinda yorumlar yapilmaya ¢alisildi. Ondort spot (Spot 1,
Spot 6, Spot 7, Spot 11, Spot 12, Spot 24, Spot 25, Spot 28, Spot 29, Spot 30, Spot 34,
Spot 35, Spot 36, Spot 37) i¢in izoform olasilig: ikiye indirilebildi. Spot 6, Spot 7, Spot
11, Spot 12’de giris numaralart GI: 77695923 ve Gl: 1196815 olan iki izoformun
sekans1 arasinda sadece son iki aminoasitte farklilik vardir. Diger spotlarda ayird edici
peptid piklerin azlig1 nedeniyle izoform olasilig1 iki spot (Spot 26, Spot 33) icin {ige , li¢
spot (Spot 4, Spot 16, Spot 19) i¢in en fazla 5’e indirilebildi.

Yukarida anilan ayird edici peptidler veya daha farkli ayird edici 6zellikteki
peptidler i¢in MS/MS spektrumlar1 ¢ekilemediginden izoform sekanslari arasindaki
eleme sadece PMF spektrumlarindan elde edilen sonuglara dayandirildi. Bu ¢alisma da
sadece aminoasit farkliliklar1 tespit edilebildi. Proteinler {izerinde bulunabilen
posttranslasyonel modifikasyonlar hakkinda, elde edilen spektrumlara dayanarak bir
yorum yapilamadi.
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