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OZET

WISTAR SICAN IDRARINDA ALFA2U-GLOBULIN PROTEIN AILESININ
IZOFORMLARININ INCELENMESI

Ilknur EKER
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Danmisman: Yrd. Doc. Dr. Sevil AKSU
Aralik 2010, 78 sayfa

Bu calisma, Wistar tipi erkek sican idrarinda yogun olarak bulunan a2u-globulin’in
izoformlarinin aragtirilmasi amaciyla yapildi. Bu amacla 3 sicanin idrar1 kullanildi.
Idrarlarda bulunan proteinler iki boyutlu jel elektroforezi ile birbirinden ayrilarak a2u-
globulin’in izoform ¢esitliligine bakild1 ve a2u-globulin oldugu diisiiniilen 16 spotun
kiitle analizleri ile peptit kiitle parmak izi spektrumlari elde edildi.

Yapilan bu calismalarin sonuglarina gore; siganlarin idrarlariyla attiklar1 toplam
protein miktarlar1 birbirine esittir, ancak idrarlarinin protein profilleri birbirlerinden
farklidir. Buna ragmen spotlarin peptit kiitle parmak izi spektrumlar1 neredeyse aynidir
ve bu spotlarin  a2u-globulin olduklart MASCOT ta yapilan taramalarla kanitlandi. Bu

baglamda o2u-globulin’in pek ¢ok izoformdan olustugu anlasilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: o2u-globulin, iki boyutlu jel elektroforezi, siganlarda

nefropati, feromon baglayan protein, ana idrar proteini (MUP).
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ABSTRACT

INVESTIGATION IZOFORMS OF ALPHA2U-GLOBULIN PROTEIN FAMILY
IN WISTAR RAT URINE

[lIknur EKER
M. Sc. Thesis in Chemistry
Adviser: Assistant Prof. Dr. Sevil AKSU
December 2010, 78 pages

This study was revealed in order to examine the a2u-globulin’s izoforms which
densely exists on wistar male rat’s urine. Three rats’ urine was examined with this
purpose. lzoform diversity was tested by separating proteins on urine with two-
dimensional gel electrophoresis and mass analysis of 16 spots that thought to be a2u-
globulin and peptite mass fingerprint spectrums were obtained.

According to the results of these studies, total protein amounts on rats’ urine are
equal, however urine’s protein profiles are different from each other. In spite of this,
spots’ peptite mass fingerprint spectrums are nearly the same. Also it was proved with
the searchs done in MASCOT that these spots are a2u-globulin. It was comprehended

that a2u-globulin consists of a great deal of izoforms.

KEY WORDS: a2u-globulin, two dimensional gel electrophoresis, nephropathia in rats,

pheromon binding protein, major urinary protein (MUP).
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ONSOZ

Giliniimiizde proteomik ¢alismalar1 olduk¢a yayginlagsmistir. Biyolojik markerler i¢in
yapilan idrar c¢alismalar1 da gittikce Oonem kazanmaktadir ve o2u-globulin de bu
calismalar sirasinda kesfedilen bir proteindir. Idrarda protein olmasi bobrek
hastaliklariyla dogrudan iliskili olmasina ragmen bu durum hayvanlarda ve ozellikle
kemirgenlerde boyle degildir. Protein artis1 hayvanlarda zorunlu dogal bir durumdur ve
bu baglamda sicanlarda fazla miktarda bulunan o2u-globulinin 6zelliklerinin
belirlenmesi hayvanlar arasindaki kemo-iletisimi de anlamaya olanak vermektedir.
Ayrica bu protein si¢anlardaki nefropati hastaliklari i¢in de 6nemlidir. Bu ¢aligmada da
bu proteinin hangi faktorlere nasil bagl oldugu, izoform c¢esitliligi gibi o6zellikleri
anlasilmaya calisilmistir.

Bana calismalarimda yardime1 olan danismanim Sayin Yrd. Dog. Dr. Sevil AKSU’ya
(A.U.F.F.), kendisini de her zaman danismanim gibi gordiigiim Saymn Yrd. Dog. Dr.
Mehmet Akif KILIC’a (A.U.F.F.), projesi kapsaminda bana deneylerimde kullandigim
ornekleri saglayan Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Firdevs MOR’a (MAKU V.F.), kiitle
calismalarima yardimci olan Sayin Prof. Do¢. Dr. Talat YALCIN’a (IYTE F.F) ve
Arastirma Goérevlisi Saymn Ahmet Emin ATIK’e (IYTE F.F), manevi destegini higbir
zaman esirgemeyen Arastirma Gorevlisi Sayin Mesut YILMAZ’a (A.U.F.F.), maddi
manevi desteklerini esirgemeyen canim halam Sayin Sultan EKER’e ve canim babam
Sayin Ali EKER’e, tiim arkadaslarima ve her zaman yanimda olan, benden hicbir

destegini esirgemeyen Saym Safa BIRSEN e tesekkiirii bir borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Proteom ve Proteomik

1.1.1. Tanmimlanr

“Proteom” sdzciigii ilk olarak 1994 yilinda italya’nin Siena kentinde yapilan iki
boyutlu jel elektroforezi toplantisinda Avusturyali arastirmact Marc Wilkins tarafindan
Onerilmis ve bu sozclik 1995°te literatiirde yer almaya baslamistir. Proteom, belirli bir
zaman ve ortamda bir organizmanin ifade ettigi ve sahip oldugu farkli proteinlerin
timiidiir. Buradaki farklilik sadece proteinlerin aminoasit dizilimlerini degil, sentez

sonrast degisimlerini de icermektedir.

Proteom kelimesinin kullanilmasi ile beraber molekiiler biyolojide yeni bir
adlandirma sistemi de benimsenmistir. Bu adlandirma sisteminde tiim bilesenlerin
kapsama alindigin1 belirtmek amaciyla kelimelerin sonuna —om (Ingilizce —ome) takisi
eklendi. Boylece oOnceleri kiigiik gruplar halinde incelenen biyomolekiillerin artik
topluca incelenmesini saglayan yeni bir donem basladi ve topluca yapilan incelemeyi
belirtmek i¢in de —omik takis1 kullanildi. Bu yeni dénem ‘“-omik™ dénemiydi. Proteinler
icin Proteomik, genler i¢in Genomik, sekerler i¢in Glikomik, yaglar i¢in Lipidomik gibi
ifadeler kullanilmaya baslandi. Kisaca proteomun analiz edilmesi olarak da ifade
edilebilen “Proteomik”, pratikte genis ¢apli protein ayirma ve tanimlama tekniklerinin

kullanilmasi ile yapilan proteom ¢aligmasi olarak tanimlanir.

1.1.2. Tarihsel gelisimleri

Bilimde bilgi birikiminin belli bir diizeye ulagsmasi, ayn1 zamanda yeni bir ¢agin
kapilarim1 da aralar. 1950°’li yillara kadar siiren calismalar sonucunda DNA’nin
yapisinin aydinlatilmasi da yeni bir ¢agin baslangici olmus, boylece bilim insanlarinin

canlilik konusundaki diisiinceleri yeni bir boyut kazanmaya baslamistir.



1945’te ABD Kongresi, Enerji Bakanligi’n1 yeni enerji kaynaklar1 ve teknolojileri
gelistirmekle ve bu yeni enerjilerin iiretim ve kullanimlarinin saglik ve ¢evre agisindan
sakincalar1 olup olmadiginin derinlemesine arastirilmasiyla gérevlendirdi. 1990’a kadar
siiren caligmalar sonucunda, genetik materyalin molekiiler yapisi ayrintilariyla ortaya
konulmus ve insan genom projesi i¢in gerekli olan bilgi birikimi ve teknolojik alt yap1
saglanmistir. Enerji Bakanligi, belirtilen gorev cergevesinde insan genom dizisinin
belirlenerek bir referans olusturmasi i¢in Ulusal Saglik Enstitiileri’nin de isbirligiyle
1990°da Insan Genom Projesi’ni baslatmistir. Insan Genom Projesi’nin temel amaci,
insanin biitiin genlerini belirleyerek tiim insan genomunun dizisini ortaya koymakt.
Ayrica diger organizmalarin da genom dizilerini belirleyerek insaninkiyle
karsilastirmak, bunun gergeklestirilmesi i¢in yeni teknikler gelistirmek ve elde edilecek
bilgileri tarim, saglik, enerji gibi alanlarda degerlendirmekti. 2003 yilinda tamamlanan
bu projenin sonucunda sanilanin aksine 100.000 degil, 25.000 civarinda gen oldugu
ortaya ¢ikti. Ancak protein sayisinin ¢ok daha fazla oldugu biliniyordu. Dolayisiyla ‘1
genin 1 proteini kodladigr’ hipotezi c¢iiriitiilmiis oldu. Bu nedenle bir organizmanin
genetik kodlarinin tamamen aydinlatilmis olmasi, o organizma hakkindaki tiim bilgilere
ulagildigint gostermemektedir. Cok sayida bilim insan1 genetik sifrelerin ¢oziilmesiyle
tim sorunlarin ortadan kaldirilabilecegini ve hatta molekiiler biyoloji ve tip alaninda
sona yaklasilacagii diisiinmekteydi. Ancak genom projesi sonucunda daha yolun
basinda olundugu ve karsimizda devasa bir protein diinyasinin oldugu goriildii.

Dolayisiyla 2003 yilindan itibaren protein ¢aligmalar1 hiz kazanmaya bagladi.

1.2. Proteomik Calismalar

1.2.1. Onemi ve amaci

Proteinler, canli organizmalarda en fazla bulunan molekiiller olup aminoasitlerden
meydana gelirler. Proteinlerin hangi aminoasitlerden ne sekilde meydana gelecekleri
hiicrenin ¢ekirdeginde bulunan genlerde saklidir. Protein sentezi meydana gelecegi
zaman genlerdeki bilgi mesajct RNA’lara (mRNA) aktarilir ve mesaj1 getiren
mRNA’lardaki bilgilere gore, ribozomlarda aminoasitler belli dizilerde u¢ uca eklenerek

protein sentezlenir. Sentezlenen proteinler hiicrelerdeki ihtiyaca gore degisime

2



ugrayarak farklilik kazanabilirler. Bu farkliliklar, 150’den fazla degisik islem
sonucunda olabilir. Bu islemler sirasinda proteinlere lipitler, sekerler, metaller veya
baska farkli molekiiller eklenebilir. Sonugta proteinlerin her biri, yapilarina bagl olarak
farkl1 3 boyutlu yap1 kazanirlar. Dolayisiyla yap1 ve islevleri birbirinden farkli ¢ok
sayida protein meydana gelir. Bu nedenle bir gen sadece tek bir proteini degil, ¢cok

sayida farkl proteini kodlamis olur.

Genler alternatif “splicing” mekanizmalar1 ile ¢ok sayida farkli fonksiyona sahip
protein olusturabilmektedir. Bu sayede bir gen igerisindeki farkli bolgeler degisik
kombinasyonlar ile bir araya getirilmektedir. Bunun yaninda hiicrede gerceklesen
posttranslasyonel modifikasyonlar normal ve patolojik dokulardaki farkliliklarin
bazilarinm1  belirler.  Proteinlerde  gerceklesmesi  gereken  post-translasyonel
modifikasyonlari tek basina genlerdeki bilgi vermez. Bu nedenlerle, genomik ¢alismalar
her zaman nihai protein ekspresyonu hakkinda dogru bilgiler saglayamazken, yapilan
proteom ¢alismalari, genomik analizlerle belirlenemeyen ve pek ¢ok farkli yoldan

gerceklesen hastalik patolojisini ve fenotipini ortaya koyabilmektedir.

Organizmalarin genlerindeki tiim bilgiler her zaman kullanilmaz ve bu genetik
bilgilerin hangi kisimlarimin kullanilacagi kosullara ve zamana bagli olarak degisim
gosterir. Dolayisiyla organizmanmn yasamini siirdiirebilmesi icin gerekli olan tiim
molekiiller gerekli kosullarda sentezlenir. Bu nedenle organizmada sentezlenen

biyomolekiillerin ¢esitliligi, organizma hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.

Sentezlenen proteinlerin tipi ve miktar1 organizmanin yasi, bulundugu ¢evre
kosullari, aldig1 gidalar, gecirdigi farkli hastaliklar gibi etkenlere bagl olarak degisim
gostermektedir. Hiicrelerin protein bilesimi duragan olmadigindan her hangi bir anda
hiicrede bulunan proteinlerin izlenebilmesi biiyilk O6nem tasimaktadir. Fakat bir
organizmada yiiz binlerce protein oldugu diisiiniiliirse, bu proteinlerin her birinin yap1
ve islevini aydinlatmak olduk¢a emek ve zaman alacaktir. Bu noktada devreye proteom
analizleri girmektedir. Bunun i¢in proteom analizlerinde 6ncelikle organizmanin, daha
sonra doku veya hiicrelerin ve son olarak istenilen bolgenin secilmesi, izlenen

organizmadaki incelemeyi kolaylastirir. Proteomik c¢aligmalarda organizmanin



bulundugu durum ve zaman dikkate alinarak arastirmalar yapildigindan, hastaliklarin
tanist icin uygun belirteglerin bulunmasi, tedavi amagli hedeflerin iyi belirlenmesi ve
hedeflenen yapilarla en uygun etkilesime girecek ilaclarin gelistirilmesi gibi alanlarda
essiz bilgiler elde edilebilmektedir. Giinlimiizde kullanilan ilaglarin hedefi de

cogunlukla proteinlerden olugsmaktadir.

Proteom analizlerinin getirdigi yenilik¢i bakis acis1 sadece proteinler i¢in degil, diger
tiim molekiiller i¢in de bir donliim noktas1 olmustur. Diger tiim molekiillerle siirekli bir
etkilesim icinde olan proteinler i¢in yapilan proteomik ¢aligmalari, basta kanser olmak
lizere ¢ok sayida hastaligm ayrintili olarak incelenebilmesinin yolunu agmustir. Insan
proteom haritasinin da c¢ikarildigi giin c¢ok sayida hastalik da belki de ortadan
kaldirilabilecektir.

1.2.2. Kullanilan yontemler

Proteomik teknolojisi, dnce 6rnekteki proteinlerin ayirimi ve sonra bu proteinlerin
tamimlanmas: prensibine dayanmaktadir. i1k asamada &rnekte bulunan proteinler asagida
belirtilen ayirma metotlarina gore islemlere tabi tutulurlar. Proteinlerin birbirlerinden
ayrilmasindan sonra son asamada, kiitle spektrometresi (MS) yontemi ile bu proteinlerin
kiitleleri saptanir ve boylece kesin ve dogru olarak proteinlerin tek tek tanimlanmasi

saglanir.
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Sekil 1.1. Proteomik ¢alismalarin genel akis semasi

1.2.2.1. Elektroforez

Sulu bir ¢ozelti i¢inde, siispansiye ya da ¢oziinmiis bulunan yiiklii pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile gé¢ etmesi siirecine elektroforez denir. Bu
pargaciklar; bakteri hiicreleri, virtisler, protein molekiilleri veya sentetik parcaciklar
olabilir. Bu pargaciklarin ¢ogu, dogal halde iyonik yiikler tasirlar. Temelde protein
tanimlama ve saflagtirma amaciyla kullanilan bu yontem, dogal veya rekombinant bir
protein sentezlenip sentezlenmedigi hakkinda bilgi verir. Genel olarak elektroforez;
saflagtirma, Saflik kontrolii, molekiil agirhg: saptama, kalitsal veya kalitsal olmayan

hastalik saptama, enzim izozimlerinin saptanmasi (tanisal amagli, popiilasyon ¢alismasi

A 4

Proteinlerin Tammmlanmasi

Degisikliklerin Belirlenmesi

l

Veri Deposu

i¢in, adli tipta), immiinoloji ve molekiiler biyolojide kullanilmaktadir.




Protein ¢aligmalarinda kullanilan ilk elektroforez yontemi Tiselius tarafindan 1930°da
tanimlanan serbest soliisyon elektroforezi, frontal elektroforez veya “moving boundary”
elektroforezi olarak adlandirilan elektroforezdir. Tiselius bir elektrolit ¢ozeltisinde
¢oziinmiis olan proteinleri, protein-elektrolit ¢ozeltisinin bulundugu “U” seklindeki
kuartz bir borunun iginden elektrik akimi gecirerek ayirmistir. pH 7.6’da kanin,
albumin, a, B ve y-globulun olarak isimlendirilen 4 serum protein fraksiyonu saptanmis

ve bu bandlarin sinirlar1 arasindaki absorbans degisikligi optik olarak 6l¢iilmiistiir.

Proteinlerin elektroforetik ayriminda nisasta, agaroz ve seliiloz asetat gibi ¢esitli jeller
kullanilmaktadir. Bununla beraber, genelde en iyi ayrisma poliakrilamid jeli (PAGE) ile
saglanir. PAGE’de destek matriksi olan poliakrilamid, kisa poliakrilamid zincirlerinin
capraz baglayict molekiiller yardimiyla kovalent olarak baglanmasindan olusan bir
polimerdir. Bu polimerle, proteinler ya dogal hallerinde ya da c¢esitli deterjanlarla
denatiire halde birbirlerinden molekiiler agirliklarina gore ayrilirlar. Ydntemde,
poliakrilamit jeli izoelektirik fokuslama islemi ile birlestirilir ve iki boyutlu jel
elekroforezi denilen yontemle proteinler molekiil agirliklarinin yaninda, izoelektrik

noktalarina gore de birbirlerinden ayrilabilirler.

Iki boyutlu jel elektroforezi, sirasiyla izoelektrik odaklama ve SDS elektroforezin
birlikte kullanimi iki-boyutlu elektroforez olarak adlandirilir ve kompleks protein
karisimlarinin ayristirtlmasina olanak tanir. Bu yontem, diger elektroforetik yontemlerin
tek baslarina kullanilmasina gore ¢ok daha hassas bir yontemdir. Iki boyutlu jel
elektroforezi, molekiil agirliklart aynmi fakat izoelektrik noktalar1 (pl) ayri, ya da pl

degerleri ayn1 molekiil agirliklar: farkli proteinlerin ayristirilmasina olanak saglar.

Elektroforez tekniginde, ornek hazirlama siireci ¢ok onemlidir. Ciinkii iki boyutlu
elektroforezde amag, calisilan dokuda veya hiicrede o anda ve o kosullar altinda ifade
edilmis olan tiim proteinleri goriintiilemektir. Dolayisiyla protein kayiplarini ve
modifikasyonlarint minimum seviyede tutacak, ayrica sulu ¢dzeltiye alinmasi zor olan
proteinleri de biiylik oranda ¢ozeltiye alarak jel iizerinde goriintiileyebilmeye olanak
saglayacak ornek hazirlama tekniginin kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle 6rnek

hazirlama asamasinda idrar 6rneklerinin % 108’1 kadar iire, % 10’u kadar indirgeyici



ajan olan (1.4 M’lik ditiyotreitol), % 10’u kadar 2-4 amfolit karisimi ve % 4’0 kadar da
proteaz inhibitdér karisimi tampon olarak kullanilmistir. Bu tamponun kullanilmasinin
amaci, proteinleri ¢ozeltiye alarak ¢Oziliniir hale getirmek, olusabilecek oksidasyon
basamaklarini ortadan kaldirmak, siilfit ve hidrojen baglarimi kirarak proteinleri tek bir
konformasyona ¢evirmek, protein modifikasyonlarini engellemek ve en oOnemlisi
proteazlar1 inaktif hale getirmektir. Tamponda kullanilan kimyasallarin 6zellikleri ve

yapilan iglemlerin amac1 soyledir:

Ure: Ornek hazirlamada kullanilan iirenin oldukca yiiksek konsantrasyonda
kullanilmasiin amaci, proteinlerin ikincil ve {igiinciil yapilarint bozarak proteinleri tek
bir konformasyon haline getirmektir. Boylece hidrofobik proteinler de ¢6ziiniir hale
getirilerek ¢ozeltiye alinabilir. Ayrica protein-protein etkilesimleri de minimuma
indirilmis olur. Urenin yaninda bazen tiyoiire de kullanilir. Bunun nedeni, tiyoiire

0zellikle membran proteinleri gibi oldukga hidrofobik proteinleri ¢oziiniir hale getirir.

Deterjan: Deterjanlar, hidrofobik proteinlerin ¢oziiniirliiklerini arttirmak i¢in kullanilir.
Genellikle kimyasalin yapisinda yilik olup olmamasina ve var olan yiikiin cinsine gore
isimlendirilirler. Asagida deterjan gesitlerine birkag 6rnek verilmistir. Farkli 6zellikteki

deterjanlar farkli 6rnekler i¢in kullanilmaktadir.

Cizelge 1.1. Biyolojik uygulamalarda kullanilan deterjanlar

Deterjan Deterjan adi Deterjan Yapisi
tiiri
- . O O
Anyonik Sodyum dodesil siilfat (SDS) LY

S
NN NN N

[3-(3-kolamidopropil) of
Zwitteriyonik Dimetil-amonyo-1-
propansiilfonat] (CHAPS)

Devami arkada



Cizelge 1.1’in devami

o)
N-Desil-N,N-dimetil-3-
CH3(CHyJe— N- S
Zwitteriyonik amonyosiilfonat (SB3-10) o}
0

HO

Triton-X-100

Iyonik Tween 20
olmayan ; HO\”{ /\’} JEA h/OH

Polisorbat 20, W+ Xx +y +z = J.

16)
N

Polyoksietilen-sorbitan- O%\’Oiv M

0
monolaurat VNV

Katyonik Setil trimetilamonyum bromiir
(CTAB) N
Br-

Indirgeyici Ajanlar: Indirgeyiciler, proteinlerin disiilfit baglarini kirarak tersiyer yapi
olusturmasini engeller. Ditiyotreitol (DTT) ve Triskarboksietilfosfin (TCEP) gibi

maddeler indirgeyici ajanlara 6rnek verilebilir.

Tasiyicr amfolitler: Kiigiik molekiil agirlikli alifatik oligoamino-oligokarboksilik
asitlerdir. Cozeltideki proteinlerin ¢ozlinilirliiglinti, yapilarinda bulunan tamponlayici

gruplar sayesinde pH gradiyenti olusturarak arttirirlar.

Proteaz inhibitorleri: Proteazlar, proteinleri pargalayan enzimlerdir. Dolayisiyla
proteomik caligmalarda proteinlerin saglam olarak analiz edilebilmeleri i¢in proteazlarin

inhibe edilmeleri gerekmektedir. Bunu saglamak icin Ornekler sogukta saklanir ve
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yapilan iglemler olduk¢a kisa tutulmaya calisilir. Ancak bu kosullarda bile proteazlar
tam olarak inaktif olmayabilir. Bu durumda ornekler igerisine proteaz inhibitdrleri de
eklenir. Bu inhibitorler, proteazlarin aktivitesini bozarak proteinlerin par¢alanmalarini
engeller. Fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF) siklikla kullanilan proteaz inhibitdrlerinden
biridir. Proteazlar1 inaktive etmenin bir baska yolu ise ¢oktiirmedir. Proteinler -20°C’ de

aseton i¢indeki trikloroasetik asit (TCA) muamelesiyle ¢oktiiriiliirler.

Kontaminasyonlarin uzaklastirilmasi: Ornek hazirlama islemi sirasinda proteinlerle
birlikte niikleik asitler, fosfolipidler ve Ozellikle de tuzlar ¢ozeltiye gegebilir ve jel
tizerinde istenmeyen etkiler yaratabilirler. Niikleik asitler, DNaz ve RNaz enzimleriyle
muamele edilerek pargalandiktan sonra santrifiijlenerek, lipidler % 2’den daha ytiksek
konsantrasyonda deterjanla ¢oktiiriilerek, tuzlar ise diyaliz islemiyle, ¢oktiirme ile ya da

membranli santrifiij tiipleri kullanilarak uzaklastirilir.

Elektroforez yontemleri i¢inde en garpici ve etkili olam1 H. Svensson tarafindan
Isvec'te gelistirilen, izoelektrik odaklama (electrofocusing) yontemidir. Bu teknikte
elektroforetik hareket, pH’in fonksiyonu olarak ele alinir. Bir proteinin yiikii pH’ya
bagimlidir. Proteinler, elektroforez ortaminin pH’ma baglh olarak pozitif, negatif veya
notr net yiike sahip olabilir. Ortamim pH’1, proteinin izoelektrik noktasina esit ise
protein net bir yiik tasimaz. Bu durumda protein elektrik alan i¢inde hareketsizdir.
Ortamin pH’1, proteinin izoelektrik pH’indan disiik ise protein net bir pozitif yiik tasir
ve elektrik alan1 yoniinde yani; katoda hareket eder. Ortamin pH’1 proteinin izoelektrik
noktasindan yiiksek oldugunda ise protein net bir negatif yiik tasir ve elektrik alanina zit
yonde yani; anoda hareket eder. Teorik olarak, protein molekiillerini ayirmak ve bir
proteinin pl degerini saptamak, ortamin pH’min degisik oldugu farkli deney

serilerindeki elektroforetik hareketlerin izlenmesiyle miimkiindiir.

Izoelektrik ayirma igin pH gradiyentine sahip bir ortam ve elektriksel alana ihtiyag
vardir. pH gradiyentini saglamak i¢in ya serbest tasiyici amfolitler kullanilir ya da
hareketsiz pH gradiyenti saglanir. Tasiyic1 amfolitler akrilamid jel ¢ozeltisi
hazirlanirken eklenmektedir. Jel polimerlestikten sonra da amfolitler akim etkisiyle

serbest dolasabilmektedir. Amfolitlerin yliksek pI’ It olanlar1 pozitif yiike, diisiik pI’ It



olanlar1 negatif yiike sahiptir. Fakat baslangicta (akim baslatilmadan Once) tasiyici
amfolitlerin bulundugu jel tek bir ortalama pH degerine sahipken, jel {izerine elektrik
alan uygulandiginda, negatif yiiklii amfolitler anoda dogru, pozitif yiiklii olanlar ise
katoda dogru hareket edeceklerdir. Sonugta, amfolitler proteinlere gore daha kiiclik
kiitleye sahip olduklarindan proteinlerden daha hizli hareket ederek anot ve katot
arasinda bir pH gradiyenti olustururlar. Proteinler de bu gradiyente gore izoelektriksel

noktalaria ulastiklar1 noktada dururlar.

Tasiyict amfolitlerin olabildigince kararli bir gradiyent saglayabilmesi i¢in jel ve
elektrotlarin iki ucuna elektrot ¢ozeltileri uygulanir. Anoda bir asit ¢dzeltisi, katoda ise
bir baz ¢ozeltisi konur. lyi ¢dziiniirliiklii bir ayirma i¢in uzun bir siireye ve yiiksek
elektrik alan siddetine ihtiyag vardir. Ornekte bulunan yiike bakmaksizin bir kapilerdeki
elektro-ozmotik akis, tiim iyonlar1 katoda tastyacak kadar giicliidiir. Ornekteki (+)
iyonlar, elektro-ozmotik akis ve iyon hareketinin ayn1 yonde olmasi nedeniyle kapiler
cikisa daha erken gelirler. Ornekteki (-) iyonlar, ayn1 zamanda Kapiler ¢ikisa hareket
ederler, ama hizlar1 daha yavastir. Bu nedenle bu arada jeldeki pH gradiyenti
kararliligimi kaybeder ve bazi bazik proteinler gradiyentin bazik kismiyla jelden akip

gider.

pH gradiyenti olusturmakta kullanilan ikinci yontem ise hareketsiz pH gradiyentidir.
Bu yontem tasiyict amfolitlerle yasanan problemleri ortadan kaldirmistir. Burada
kullanilan tamponlayici gruplar, jelin igerisinde polimerlestirilmis akrilamid
tiirevleridir. Tamponlayict gruplara sahip olan akrilamid tiirevleri immobilinler olarak
adlandirilirlar. Bir immobilin zayif bir asit veya zayif bir bazdir. Kesin bir pH degerini
tamponlamak i¢in en az iki farkli immobilin kullanilir ve birisi baz, digeri asittir. Ticari
olarak satilan hareketsiz pH gradiyenti ¢ubuklar1 vardir. Dolayisiyla tekrarlanabilirlik
arttirilabilir ve boylece bazik proteinleri de goriintiilemek miimkiin olur. Ticari olarak
satilan ¢cubuklarin eni 3 mm’dir ve proteom ¢aligmalarinda siklikla uzunluklar1 18 ve 24

cm olan ¢ubuklar kullanilir.

Jel elektroforezinin ikinci boyutunda (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel

elektroforezi SDS-PAGE), polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yiikleri
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tarafindan degil, ayn1 zamanda molekiil agirliklar1 tarafindan da belirlenmektedir. SDS,
polipeptidlerin ana iskeletini cevreleyerek proteinleri denatiire eden anyonik bir
deterjandir. SDS, ¢ogu proteine kabaca molekiil agirliginin belirledigi miktarda, iki
amino asit kalintisina bir molekiil SDS olacak sekilde baglanir (hidrofobik
etkilesimlerle). Bagli SDS net negatif ylikii arttirir, proteinin i¢ ylikii maskelenir ve her
proteinin yiik/kiitle oran1 benzer olur. Denatiire olan proteinler benzer bir sekil de

aldiklarindan, elektroforezde proteinler tamamen molekiil agirliklarina gore ayrilirlar.

Basarili bir elektroforezin yapilabilmesi i¢in analizi yapilacak 6rnek ile reaksiyon
vermeyen ve Ornegin elektrik alanda ilerlemesini engellemeyen bir zemin kullanmakla
miimkiindiir. Poliakrilamid bu 6zelliklere sahip bir polimerdir. Poliakrilamid sentezinde
akrilamid, N,N’-metilen-bisakrilamid, tetrametilendiamin (TEMED) ve amonyum

perstilfata ihtiyag vardir.

O
]
CH,=CH—-C—NH>

akrilamid

CH

C\ -
3r/“J—Vm2—CH2-N<C 3

g
Tetra metilen di amin (TEMED)
0
CH,=CH—C—NH—-CHs;—NH-C-CH=CH,

<

N,N-metilen-bisakrilamid

Sekil 1.2. Poliakrilamid sentezinde gerekli kimyasal maddeler

Amonyum persiilfat suda ¢oziildiiglinde serbest radikal iyonlar1 olusturur. Bu radikal
iyonlar1 akrilamid ile bir araya geldiginde, serbest radikal akrilamid iizerine tasinir.
Aktive edilmis bu akrilamid molekiilii ¢evresindeki diger akrilamid molekiilleri ile
etkileserek uzunca bir polimer olusturur. Jel bu polimer parcalarinin ¢apraz baglanmasi

ile olusur. Bu islem N,N’-metilen-bisakrilamid tarafindan saglanir.
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|
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CONH CONH
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CHp CH,
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CONHp  CONH CONH,,
~CH-CHy ~CH—CH, —~CH—CHp —CH—CH, — CH-
CONH CONH

Sekil 1.3. Poliakrilamidin sentezi

Olusan agin igerisindeki bosluklarin biiyiikliiglinii iki parametre belirler: (1)
Kullanilan akrilamid miktar1 (T), (2) c¢apraz baglanmanin derecesi (C). Toplam
akrilamid miktarina ve bis akrilamid miktarina bagl olarak jel iizerindeki bosluklarin

biiyiikliigii ayarlanabilir.

(a+ b)x100 b x 100
T= % C= %
\Y/ a+b

a: akrilamidin gram cinsinden kiitlesidir.
b: ¢apraz baglayicinin gram cinsinden kiitlesidir.

V: mililitre cinsinden ¢ozeltinin hacimdir.

C sabit kalip, T arttirilirsa, gdzenek boyutu kiigiiliir. T sabit tutulup, C arttirilirsa
gozenek biiyiikliigii parabolik bir sekilde degisir yani yiiksek ve diisiik C degerlerinde
gozenekler biiyiiktiir. Ikinci boyut jellerinin bilesimi genellikle %12,5 T ve %3 C

seklindedir. TEMED’in jel karisimina eklenme nedeni, onun katalizér gorevi
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gormesindendir. Genelde % 0,4 oraninda eklenen TEMED polimerlesme reaksiyonunu

hizlandirir.

Akrilamidi polimerlestirmenin bir bagka yolu da riboflavin kullanmaktir. Oksijenin
ve UV 1s181n varliginda, riboflavinler fotokimyasal bozunum yaparak serbest radikaller
olusturur. Bu serbest radikaller aynen amonyum persiilfat gibi davranma 6zelligine

sahiptir

Polimerlesmenin dogasini anlamada tartisilacak son bir konuda polimerlesmenin
icerisinde gergeklestigi tampon sistemidir. Tampon sistemi, hem jel lizerinde hem de
jel yiirlitme sistemi igerisinde ortamin pH’sim1 korumada ve akimin jel igerisinden
gecmesi icin gerekli elektrolit miktarin1 saglamada kullanilir. Bu yiizden uygun bir
tampon secilmesi, jel elektroforezinin sonuglari agisindan onemlidir. Genelde Tris-
kloriir/Tris-glisin sistemi kullanilir. Tris-kloriir jel igerisinde (pH:8,8), Tris-glisin ise
yiirlitme tamponunda mevcuttur. Jel igerisindeki kloriir ve glisin iyonlarmin diisiik
molekiil agirliklarindan dolayr hareketlilikleri ¢ok yiliksek oldugundan proteinlerden
once anoda dogru hareket ederler. Boylece proteinler jel icerisinde molekiil agirliklarina
gore spotlar olustururlar. Yiriitme tamponu ve jel %0,1 oraminda SDS igerir.
Elektroforez siiresince SDS, kloriir ve glisin iyonlar1 negatif yiiklii olduklarindan anoda
dogru goc ederler, pozitif yiikli Tris iyonlar1 ise katoda dogru hareket ederler.
Tamponlayici iyonlarin tiikenmesini engellemek i¢in tampon konsantrasyonu yiiksek

tutulmalidir.

Jel elektroforezi yapmak icin sadece iki alete ihtiya¢ vardir. Bunlardan ilki,
elektroforez {linitesi ikinciside gii¢ kaynagidir.  SDS-PAGE yatay veya dikey
elektroforez sistemleri kullanilarak gerceklestirilebilir. Genellikle 1,0 mm veya 1,5 mm
kalinliginda jeller kullanilir. Bu kalinligi saglamak icin uygun kalinlikta bosluk
birakicilar (spacer) kullanilir. Jeller iki cam plaka arasinda olusturulurlar. Boyutlar
birinci boyutta kullanilan ¢ubuklarin boyutlarina uygun olmalidir. Sekil. 1.4 jel dokmek
i¢cin gerekli bir sandvigi ve SDS-PAGE jelinin dokiiliisiinii gdstermektedir.

13



Sekil 1.4. Cam sandvi¢ ve SDS-PAGE jelinin hazirlanisi

1.2.2.2. Kromatogrofi

Proteomik ¢alismalarda elektroforezden baska en ¢ok kullanilan yontemlerden biri de
kromatografi yontemidir. Proteinler; biiyliklik ve sekil, net yiik, yiizeyde bulunan
hidrofobik gruplar, kullanilan duragan faza baglanma kapasitesi gibi farkli 6zelliklere
sahip olduklarindan, bu karakteristik 6zelliklerden biri temel alinarak gerceklestirilen
kromatografik yontemlerle saflastirilabilirler. Bu yontemlerde en ¢ok uygulanan teknik

kolon kromatografisidir.

Kolon kromatografisi, kolon dolgu maddesi (duragan faz, matriks) ile doldurulmus,
alttan musluklu basit bir cam boruda gergeklestirilir. Protein karigimi uygun bir eliisyon
¢oOzeltisi yardimiyla kolondan gecirilir. Kolon dolgu maddesi ile etkilesim gdsteren
proteinler, hareketli faz ile etkilesimi olanlara gére daha yavas hareket ederler. Duragan
faz ile etkilesim (adsorpsiyon) ve kolondan ayrilma (desorpsiyon) 6zelligi bakimindan
farkli olan proteinler, belli zaman araliklarinda ve belli hacimlerde toplanarak gesitli
fraksiyonlara ayrilabilir. Bu amagclar i¢in kolondan ¢ikan fraksiyonlarin otomatik olarak
belli hacimlerde toplandig1 ve sonra 1s1k absorpsiyonlarimin 6l¢iildiigi 6zel sistemler
vardir. Boyle bir sistemde eliisyon ¢ozeltisini kolona pompalayan bir peristaltik pompa,
kolon, otomatik 6rnek toplayici (fraksiyon kolektorii), UV izleyici ve kaydedici gibi

temel kisimlar mevcuttur.
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Kolon kromatografisinin farkli temellere dayanan cesitli tipleri vardir:

e Ayirmanin temelinin, proteinler arasinda bazi yapisal 6zellik (6rnegin; tasidigi
elektrik ytlikii ya da hidrofobik gruplarin dagilimi) farkliliklarina dayandigi ve
adsorpsiyon-desorpsiyon olaylariin bu 6zelliklere gore gergeklestigi teknikler.
Ornegin; iyon degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi.

e Protein ile kolon dolgu maddesi arasindaki yapisal ve islevsel uyumluluk ve
etkilesim temeline dayanan metotlar. Ornegin; ilgi (afinite) kromatografisi.

e Ayirmanin prensibinin, molekiil biiyiikliigiindeki farklilik nedeniyle degisik
fazlarda dagilmaya dayandigi yontem. Ornegin; jel gecirgenlik kromatografisi

(jel filtrasyonu)

Kolon biiyiikliigi ve sekli kolona uygulanacak karigimin tipine ve kromatografik
ayrimin temeline gore degisir. Iyon degisimi ve afinite kromatografileri i¢in genelde
kisa ve kalin, jel filtrasyonu i¢in ise uzun ve kalin kolonlar kullanilmaktadir. Kolon
boyunca bir tampon gradiyenti olusturulmasi gerekiyorsa gradiyent karistiricilarindan

yararlanilir.

Kolon dolgu maddesi olarak piyasada mevcut iyon degistiriciler ile diger bazi matriks
materyalleri, afinite adsorbanlar1 ve jel filtrasyon maddeleri arasindan amaca, ekipmana

ve blitceye uygun olani segilerek protein saflastirma islemi gergeklestirilir.

Iyon degisim kromatografisi:

Her proteinin net yiikii, yapisindaki iyonlasabilen yan gruplara sahip aminoasitlerin
miktarina ve bulundugu ¢ozeltinin pH’ma bagli olarak degisir. Proteinlerin bu
ozelliklerinden yola cikilarak iyon degisim kromatografisi bulunmustur. Iyon degisim
kromatografisinin temeli, proteinin yiiklii gruplar ile kat1 destek materyali (matriks)
arasindaki elektrostatik etkilesimler olusturmaktadir. Matriks, ayrilacak proteinle ters
yiike sahiptir ve protein kolona iyonik baglarla baglanir. Baglanan proteinler kolondan
ya kullanilan tampon ¢ozeltisinin pH’1n1 ya da tuz konsantrasyonunu degistirmek

suretiyle ayrilirlar. Pozitif yiike sahip iyon degistirici matriksler anyon degistiriciler
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olarak adlandirilir ve bunlar anyonik proteinleri adsorplarlar; katyonik proteinleri

adsorplayan matriksler ise katyon degistiriciler olarak isimlendirilirler.

En yaygin olarak kullanilan anyon degistiricilerdeki pozitif yiiklii gruplar, aminoetil
C,oHsN'Hs, trietilaminoetil  C,H4sN'(CoHs)s  ve  dietilaminoetil  CoH4NH™(CoHs),
gruplaridir. Katyon degistiricilerde ise negatif yiikli gruplar olarak, genelde stilfonil
SO3, ve karboksimetil CH,COOQO" gruplar1 kullanilir. En ¢ok kullanilan adsorbanlar;
selilloz, agaroz ve dekstranin karboksimetil (CM) ve dietilaminoetil (DEAE)
tirevleridir. Segilecek matriksin por 6zelligi, baglama kapasitesini etkiledigi i¢in g6z
oniinde tutulmalidir. Ornegin; molekiil agirligt 10 000 — 100 000 Da arasinda olan
proteinler i¢in “DEAE — Sephacel” veya “Sepharose” uygundur.

Iyonik etkilesimler pH’a bagh oldugundan, iyon degisim kromatografisinde pH ¢ok
onemlidir. Bu nedenle kullanilan hareketli faz daima tamponlanir. Tamponlama
yapilmazsa, ¢ozeltiler proteinler yerine, anyon degistiricilerin {izerinde OH™ ve katyon
degistiricilerin iizerinde H' iyonlariin birikmesine yol acar. Bu da olumsuz iyon

degisimlerine ve protein denatiirasyonuna neden olur.

Proteinlerin kolondan ayrilmasinda en ¢ok kullanilan eliisyon teknigi tuz
gradiyentinin olusturdugu iyonik eliisyondur. Genellikle KCl veya NaCl’den olusan
lineer bir gradiyent olusturulur. Tuz iyonlar1 proteinle yer degistirerek onun tekrar
matrikse baglanmasii engeller. Tuz konsantrasyonu arttikga protein bandi daralarak

asag1 dogru ilerler ve diizgiin bir bant olarak kolondan ¢ikar.

Jel filtrasyon (gecirgenlik) kromatografisi:

Yontemin temeli, dekstran esasli materyalleri kullanarak makromolekiilleri, molekiil
biiyiikliiklerindeki farkliliklara gore ayirmaktir. Kullanilan kolon matriksi, kiiresel
yapili ve belirli boyutta gdzeneklere sahip inert jel taneciklerinden olusur. Farkli
boyutlu molekiilleri iceren bir ¢ozelti kolondan gegirildiginde, biiyiik molekiiller

gozenekli taneciklerin aralarindaki bosluklardan gegerek kolondan hizla ilerlerler;
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kiigiik molekiiller ise gozeneklere girerler. Boylece molekiiller kiiciildiikge, artan bir

alikonma siiresi ile kolondan ¢ikarlar.

Jel filtrasyonunda en genis capta kullanilan dolgu maddeleri; dekstran (sephadex),
poliakrilamid (biogel P), dekstran-poliakrilamid (sephacryl), agaroz ve vinil tiirevleridir.
Ayrilacak proteinlerin molekiil agirliklarina bagl olarak secilecek matrikslerin tiirleri de
degisir. Ornegin; ayrilacak proteinin agirligi 100 000 Da ise jel matriks simirlar1 5 000 -
250 000 Da arasinda secilebilir. Bu yontemde kullanilan tamponlar ise yiiksek iyonik
kuvvette olmamalidir. Ciinkii bazi1 proteinler iyonik etkilesimlerden dolayr belli
kosullarda jel filtrasyonu materyaline adsorbe olabilmektedir. Ayrica kullanilmasi
gereken kolon boyu, capinin 20-40 kat1 olmali ve uygulanacak 6rnek hacmi, kolon

hacminin % 3’iinii gegmemelidir.

1.2.2.3. Kiitle spektrometrisi (MS)

Kiitle spektrometrisi, manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yiiklii
partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore birbirlerinden ayirt ederek analizleme
esasia gore calismaktadir. Son yillarda MS Olgiimleri koklii degisiklikler gecirdi.
Yiiksek duyarlilikta ve robotlasmada son noktaya ulagsmis bu yontem; 6zellikle protein
ve peptitlerin analizinde oldukc¢a giivenilir bir yontemdir ve 100 kDa veya daha {istii
intak proteinlerin molekiiler kiitle 6l¢timlerini dogru olarak saglayabilmektedir. MS,
yullardir yaygin olarak kullaniliyor olmasina karsin, proteinler ve niikleik asitler gibi
makromolekiillerin analizinde uygulanamiyordu. Ciinkii m/z ol¢iimleri, gaz fazindaki
molekiillerde yapilir ve makromolekiiliin gaz fazina getirilmesi i¢in yapilan gerekli
1sitma ve diger islemler molekiiliin hizla bozulmasina neden olurdu. 1988’de bu sorunu
¢dzmek icin iki farkli teknik gelistirildi. Ilkinde, proteinler 15181 absorblayan bir matriks
icine yerlestirildi. Kisa stireli lazer 15181 ile proteinler iyonize edildi ve sonra matriksten
vakum sistemine emildi. Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon kiitle
spektrometrisi- MALDI-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization- Mass
Spectrometry) (Tanaka vd 1988, Karas ve Hillenkamp 1988) olarak bilinen bu
uygulama diisiik konsantrasyon ve diigiitk molekiil agirlikli proteinlerin yiiksek 6zgiillik

ve duyarlilikta ayrimin: ve tayinini miimkiin kilmaktadir.
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Cizelge 1.2. Biyolojik uygulamalarda kullanilan matriksler

(4-hidroksi-3,5-

Matriks Matriksin Yapisi Uygulama
COOH UV lazer
. o CH—=" o
a-siyano-4-hidroksi- 1 N Protein sindirilmesi ve
sinamikasit ’r ﬁ“‘j peptid analizinde 10
\];‘f kDa’dan kiigiik
OH analitler i¢in uygun.
CH— Biiyiik polipeptid ve
Sinapinik asit ) COOH roteinlerin analizinde
P S P

CH,O --*LT&*’“ OMe

kullanilir. 10 kDa’dan

dimetoksisinamik asit) biiyiik analitler i¢in
OH uygun.
COOH UV lazer
2,5-Dihidroksibenzoik Protein sindirilmesi ve
asit ’|’ 3 glikoproteinlerden
,»J\ P oligosakkaritlerin
HO™ y
ayrilmasini saglar.
o. CH, UV lazer
i Oligoniikleotidler
2,4,6-trihidroksiaseto- HO__~~.__OH incelenebilir.
fenon { fJ 3 kDa’dan kiiglik
\[ olanlar i¢in uygundur.
OH
UV lazer
) T ~~._ _OH . ,
3-hidroksipikolinik asit ﬁ “%[ Oligoniikleotidler
] incelenebilir.
~N~ ~COOH

Ikinci yontemde ise, ¢ozelti icindeki makromolekiillerin dogrudan sivi fazdan gaz

faza geg¢isi saglanir. Analit ¢ozeltisi yiliksek bir elektriksel potansiyele sahip yiikli bir

igneden  gecirilir.

Boylece

cozelti
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Makromolekiilleri ¢evreleyen ¢ozelti hizla buharlagir ve olusan ¢ok sayida yliklii
makromolekiil iyonlar1 bu sekilde zarar gérmeden gaz faza ge¢mis olur. Bu teknige,
elektropiiskiirtme iyonizasyonu kiitle spektrometresi — ESI-MS (Elektro Spray

lonization-MS) denir.

MS, ¢esitli metotlar ile birbirinden ayrilan proteinlerin tanimlanmasi igin
kullanilmaktadir. Proteinlerin MS ile tanimlanmas: igin iki temel yaklasim vardir:
Birinci yaklasimda, saflastirilmis bir protein enzimatik olarak pargalandiktan sonra, elde
edilmis olan peptit karisim1 peptitlerine ayrilir ve sonra da kiitleleri MS ile belirlenir.
Daha sonra karisimdaki peptitlerin dlgiilen kiitleleri, bir proteinde bulundugu diistiniilen
teorikge tiiretilmis peptit kiitleleri ile kiyaslanarak protein tanimlanir. Bu yaklagimda,
baslangictaki ornekten ¢ok fazla sayida peptid tiirediginden proteomigin karmasikligini
artirmaktadir. Ikinci yaklasimda ise 6nce protein MS ile belirlenir ve sonra eger gerekli

ise peptitler tanimlanir.

Peptitlerin sekansi yani dizi bilgileri, tandem MS veya MS/MS olarak bilinen bir
teknik ile elde edilir. Ilk analizatérde her peptidin molekiiler agirhiklar 6lgiiliir ve
bilesimleri belirlenir. Ikinci analizatorde ise ilk aymrmada secilen bir peptit
aminoasitlerine ayrilir. Bu teknikte, iyonlar1 6zel m/z oranlarina gore segebilmeyi
saglayan ve secilen iyonu par¢alamaya uygun donanima sahip olan cihazlar kullanilir.
Incelenecek proteini igeren ¢dzelti dnce bir proteazla veya kimyasal bir ajanla muamele
edilir ve hidrolizle daha kisa peptitlerden olusan bir karisim elde edilir. Bu karisim,
tandemdeki iki kiitle spektrometresinden olusan bir cihaza enjekte edilir. Ilkinde peptit
karisimi ayrigtirilir ve iyonize fragmanlar, sadece ayristirmayla olusturulan birkag tip
peptit diger uctan ¢ikacak sekilde yonlendirilir. Herhangi bir noktadan secilmis peptit
ornekleri iki kiitle spektrometresi arasindaki vakum bdlmesi boyunca ilerler. Bu
carpisma hiicresinde peptit bir ‘carpisma gazi’ ile carpisip, yiiksek enerjili ¢arpisma ile
daha fazla fragmanlara ayrilir. Bu ¢arpisma gazi asal gazlardan olugmaktadir. Bu islem,
ornekteki peptit molekiillerinin her birinin ortalama sadece bir alanda parcalanmasini
saglayacak sekilde tasarlanmistir. Birgogunun parcalanmasi peptit baglarindan olur ve

iriinler karbonil radikalleri gibi molekiiler iyon radikalleri igerir.
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Sekil 1.5. Peptitlerin parcalanma sekilleri

Ikinci kiitle spektrometresinde tiim yiiklii parcaciklarin m/z orani 6lgiiliir ve sonugta
bir veya daha fazla tepe takimi olusur. Bir tepe takimi ayni tip baglarin kirilmasiyla ve
ayni kirilan taraftan, karboksil veya amino terminal ugtan olusan yiiklii pargaciklar
icerir. Bir takim i¢indeki her tepe kendinden bir 6nceki tepeden bir tane daha az sayida
aminoasit icerir. Tepeden tepeye kiitlede olusan farkliliklar her seferinde kaybolan

aminoasidi tanimlar. Boylece peptit dizisi belirlenir.

1.3. idrar Proteomigi

1.3.1. idrar olusumu ve 6nemi

Bobreklerin gorevi, hiicrelerde olusan ve kana verilen metabolizma artiklarini siizerek
kandaki maddelerin belirli bir derisimde kalmasini saglamaktir. Bunun igin kan,
bobreklerin idrar1 olusturan en kiigiik iinitesi olan nefronlarindan gegerken siiziiliir.
Nefronlarin glomerul yumagi, kanmn filtre edildigi (stiziildiigl), tibiiller ise idrarin
olusturuldugu boliimdiir. Nefronda; glomertiler filtrasyon, tiibiiler sekresyon ve tiibiiler
geri emilim olaylar1 ger¢eklesir ve yararli maddelerden geri kalan zararl, faydasiz ve
artik maddelerin bulundugu sivi, idrar yollar1 ile disar1 atilir. Normal idrar bilesimi; %
95-96 oraninda su, geri kalan1 suda ¢6ziinmiis olarak bulunan inorganik katyon ve

anyonlar ile organik maddelerden olusur. Sonug olarak; idrar son evrede ¢ok fazla
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protein, glikoz, lipit igermez. Insanda giinliik atilan protein miktar1 yaklasik 150 mg

civarindadir.

Idrar, kanin siiziilmesi sonucu meydana geldiginden, kanin bilesiminde meydana
gelebilecek herhangi bir degisim idrart dogrudan etkiler. Dolayisiyla idrar, kolay
bulunabilen ve viicut ile ilgili yararli bilgiler iceren biyolojik bir sividir. Ozellikle
idrarda olusabilecek protein artisi; renal ve uregenital rahatsizliklarla dogrudan
iliskilidir. Idrarda protein artigi; yani proteiniiri, bobrek hastaliklarma eslik eden en
onemli patofizyolojik bozukluklardan birisidir. Proteiniiriye en ¢ok glomeriiler
gecirgenligin artmasi ve tiibiiler reabsorpsiyonun azalmasi neden olur. Bunun disinda
idrardaki protein cesitliligi de nefropati hakkinda onemli bilgiler verir. Bu nedenle
idrarda proteomik caligsmalarin yapilmasi, hastaliklarin teshisi i¢in biyolojik isaretlerin

(biyomarker) kesfedilmesinde de dnemlidir.

Bowman
Glomerulus Kapsili

Bosaltim

o Renal
Tiibiil

Sekil 1.6. Nefronun Yapist

1.3.2. Yapilan ¢alismalar

Genetik bilgiler, genelde hastaliklarin agiklanmasinda basarili  bir sekilde
kullanilabilmesine ragmen, normal fizyoloji ve dogrudan proteinlerle iliskili
hastaliklarin mekanizmalarinin agiklanmasinda tam anlamiyla kullanilamaz. Ayrica

genomik analizler, translasyon sirasinda ve sonrasinda olusan Ozellikle
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posttranslasyonel modifikasyonlar gibi dinamik olaylarin agiklanmasinda oldukca
sinirlidir. Bu nedenle proteomik teknolojisindeki son zamanlarda meydana gelen
gelismelere bagl olarak; normal bobrek fizyolojisi, patofizyolojisi ve hastaliklar i¢in

biyomarker kesfi amaciyla yapilan ¢alismalarda da ilerlemeler kaydedilmistir.

Nefrolojide yapilan proteomik g¢aligmalar, dokuda ve biyolojik sivida olmak {izere,
renal proteomik ve idrar proteomigi olarak siniflandirilir. Bunlar, kullanilan yontemler
ve varilmak istenen amaglar dogrultusunda farklilik gosterir. Idrar {izerine yapilan
calismalarda da daha Once bahsedilen proteomik yontemler kullanilmaktadir. Kiitle
spektrometrisindeki geligsmelerle beraber idrar proteomigindeki gelismeler de hiz
kazanmigtir. 2001°den bugiine kadar bobrek veya baska organlarla iliskili biyomarker
kesfi icin yapilan 80’den fazla idrar proteomigi ¢alismast vardir. Bunlarin 1/3’liik gibi

biiyiik bir kism1 2006 y1l1 igerisinde yayinlanmistir.

Normal idrar {izerine yapilan ilk proteomik c¢alisma 1979 yilindadir. Ayn1 y1l saglikli
bir insanin idrar proteinleri 2 boyutlu jel elektroforezi ile birbirlerinden ayrilmis
(Anderson vd 1979), 3 yil sonra da ayni laboratuar, bu proteinlerden bazi baskin idrar
proteinlerinin birbirlerine gore durus pozisyonlarint 2 boyutlu jel elektroforezi ile
gostermistir (Edwards JJ vd 1982). Fakat o yillarda yontemlerin tam olarak gelismemis
olmasi, 6rnek hazirlama islemlerinin standardizasyonunun diisiik olmas1 ve buna bagl
olarak analizlere, diger molekiillerin girisim yapmasi gibi pek ¢ok faktdre bagl olarak
yapilan jellerin tekrarlanabilirlikleri diistiktii. Bu nedenle 1979 — 2006 yillar1 arasinda
daha ¢ok metot gelistirme ya da saglikli insanlarin idrar proteomlarinin
karakterizasyonu c¢alismalarina agirlik verilmistir. Sonraki yillardan itibaren ise
bobrekle iligkili olan veya olmayan ¢esitli hastaliklar lizerine yapilan ¢aligmalar artmaya

baslamistir. Ozellikle son zamanlarda biyomarker ¢alismalarina agirlik verilmistir.

Insan idrar {izerine birgok ¢alisma yapilmasma ragmen, insanlar deneylerde
kullanilamaz. Bu nedenle deneylerde hayvan modelleri kullanilir ve en ¢ok kullanilan
hayvan tiirlerinden biri sigandir. Fakat siganlarda yapilan, o6zellikle proteomik
yontemlerin kullanildigi ¢caligmalar oldukca sinirlidir. Yapilan iki ¢alismada; Cutler vd

(1999) sigan idrarinda sadece 6 protein spotu bulmustur, Wait vd (2001) ise 37 protein
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gbzlemleyebilmistir. Bu ¢aligmalarda sigan idrar proteinlerinin izolasyonlari igin,
coktiirmede organik ¢ozgenler ve liyofilizasyon kullanilmistir. Bagka bir ¢calismada ise
Sprague-Dawley (SD) tiirli siganin idrar proteom haritasin1 belirlemek amaciyla
proteinlerin izolasyonu igin ultrasantrifiij kullanilmistir (Thongboonkerd vd 2003).
Asetonla ¢oktiirme ile asidik ve hidrofobik proteinler izole edilebilirken, ultrasantrifiij
ile tersine bazik ve hidrofobik proteinler izole edilir. Bu ¢alismada elde edilen 350
protein spotundan 111 tanesi tanimlanmis ve bunlar saperonlara, enzimlere, sinyal
proteinlerine, feromon baglayan proteinlere ve reseptorlere karsilik gelmistir. Bu

proteinlerden 4 tanesi ise bu projede de incelenen a2u-globulin olarak bulunmustur.

Sigan idrar caligmalarinda en fazla 6n plana ¢ikan proteinlerden birisi a2u-
globulin’dir. Ciinkii sigan idrarinda diger proteinlere oranla a2u-globulin, miktarca en

fazladir ve idrardaki miktar1 bobrek hastaliklariyla dogrudan iliskilidir.

1.3.2.1. a2u-globulin protein ailesi

Insan idrarinda yiiksek miktarda protein bulunmasi, her zaman uregenital organlarla
iligkili ciddi bir patolojik durumun gostergesi olarak diistiniilmiistiir. Bu nedenle
1827’den beri doktorlar ve bilim insanlar1 proteiniirinin tam olarak aydinlatilmas ile
ilgilenmislerdir. Bu baglamda 1932 ve 1933 yillar1 arasinda, proteiniirinin nedenleri
lizerine yapilan bir arastirmada saglikli laboratuar hayvanlarinin idrarinda protein
oldugu gorilmistiir (Addis 1932, Bell 1933, Parfentjev vd 1933). Bu nedenle 1960’lara
kadar siganlarda ve farelerde normal durumlarda bulunan bu proteinlerin detayl
arastirmasi yapilmis ve yiiksek oranda islevleri anlasilmistir. Bu proteinlerin canlida
herhangi bir hastalik gostergesi olmadigi, hatta biyolojik bir zorunluluk oldugu ve sigan,
fare, hamster, kOpek ve orangutan gibi hayvanlarin idrarinda yiiksek miktarda
bulundugu goriilmiistiir. Daha sonralar1 diisiik molekiil agirlikli bu proteinler genel
anlamda ‘Ana Idrar Proteinleri (Major Urinary Proteins-MUP) olarak isimlendirilmistir

(Cavaggioni ve Caretta 2000).

Bu proteinlerin tiirler arasindaki kimyasal iletisimde rol oynadigi yapilan

arastirmalarla ortaya konmustur (Dominic 1991). Ayrica bu proteinlerin feromon tireten
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hiicrelerde de gozlenmesi, proteinlerin diisiik molekiil agirlikli feromonlarin
baglanmasindan ve salinimlarindan sorumlu oldugunu diisindiirmektedir (Lehman-
Mckeeman 1992). Idrar veya idrarin kokusu ile hayvanlar arasindaki iletisim saglanarak
sosyal davraniglar diizenlenmektedir. Ayni cinsiyetteki bireyler arasinda hiyerarsideki
konum, liderlik yarisi, bolgesel alan hakimiyeti gibi durumlar idrar ile atilan koku verici
maddeler ile belirtilmektedir. Farkli cinsiyetteki bireyler arasinda ise ozellikle ¢iftlesme
donemlerinde idrar ve idrardaki kokular karsi cinsi etkilemek amaciyla
kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu protein koku isaretlerinin ugucu komponentlerinin
yavas salimimlarini sagliyor olabilir. Feromonlar, ayni tiirlerin bireyleri arasinda dogal
davraniglarin tetiklenmesi i¢in salinirlar. Bu nedenle bu proteinlere, kemirgenler
arasindaki sosyal davranislarin diizenlenmesi i¢in kemo-iletisimde Onemli bir rol

oynadiklari diisiiniilerek ‘feromon tasiyici proteinler’ de denilmistir (Hurst vd 1998).

Salinim amaglar1 yukaridaki gibi olan bu proteinlerin isimlendirilmeleri, tiirden tiire
farklilik gostermektedir. Ornegin; domuzlarda bu proteinler feromaksin (Austin vd
2004) olarak isimlendirilirken, hamstirlarda afrodisin (Tegoni vd 2000) olarak,
siganlarda ise o2u-globulin  (Bocskei vd 1992, Saito vd 2000) olarak

isimlendirilmektedir.

a2u-globulin proteininin isminde bulunan ‘u’ harfi idrarda bulunmasindan dolay1
Ingilizce ‘urinary’ kelimesinin bas harfinden gelmektedir. Bu protein, ilk olarak
1966°da olgun erkek sicanlarin idrarinda bulundugu ve karacigerde sentezlendigi

bulunmus ve kana gecen proteinin kandan idrara salindig1 goriilmiistiir (Roy vd 1966).

Proteinin ifadesi; siganlarda bagta cinsiyet olmak iizere; yas, tiir gibi faktorlere
baglhdir. Baslangigta disi sicanlarda bu proteinin plazmada ve idrarda bulunmadig1 6ne
strtilmistiir (Sippel vd 1975, Chan vd 1978). Fakat yapilan bir ¢alismada erkek sigan
idrarinda a2u-globulin derisimi yaklagik 1 mg/ml, disilerde ise yaklasik 10 pg/ml olarak
bulunarak disilerde de bu proteinin bulundugu kanitlanmistir (Vandoren vd 1983). Aym
calismada, a2u-globulin’in baskin izoformunun pl degeri, erkek sican idrarinda 5,3,
disilerde ise 4,6 olarak gozlenmistir. Bu izoformlarin molekiil agirliklar1 ise erkek

sicanlarda yaklasik 20 kDa iken, disi si¢anlarda yaklasik 18,6 kDa olarak bulunmustur.
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Bir ¢aligmada (Roy vd 1983) a2u-globulin miktarinin karacigerde; ergenlik donemine
girmemis erkek siganlarda, geng ergin siganlarda bulunan miktardan 100 kat daha az
oldugu ve bu proteinin ifadesinin yaklasik 6. haftada baglamakta oldugu, 12. haftada da
maksimum seviyeye ulastigi ifade edilmektedir. Yaslanma ile beraber (5. aydan
itibaren) bu proteinin seviyesinde biiyiik bir disiis goriillmektedir. Ayn1 ¢aligmada a2u-
globulin mRNA’sinin translasyonel iiriinlerinin molekiiler agirliklarinin 18,8 ve 18,1
kDa oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu irilinlerin % 3’ glikolizasyona ugramistir.
Donemsel olarak izlenen erkek sican a2u-globulin mRNA’larmin farkli izoformlar
kodladiklar1 ve yaslanmaya kadar olan siirecte bu izoformlarin siirekli degistigi
goriilmistir. Bu da o2u-globulin’in genlerinin ifadelerinin farklt zamanlarda
gerceklestigini ve bunlarin ifadeleri i¢in farkli regiilator maddelerin islev gordiiglinii

diistindiirmektedir.

Yetigkin sicanlarin karacigerinde, albumin mRNA’sindan sonra en yiiksek mRNA
seviyesinin a2U-globulin’e ait oldugu (Sippel vd 1976) ve yetiskin bir sicanin giinde
ortalama 50 mg a2u-globulin trettigi bulunmustur (Lehman-Mckeeman 1992). Giinliik
olarak iiretilen bu miktarin tamamina yakini bobrekler tarafindan filtre edilmekte ve %
60’likk bir kismi geri emilmektedir. Atilan miktar, toplam firetilen a2u-globulin’in
yaklasik % 35’ine karsilik gelmektedir. Yani, yetiskin bir erkek sigan, giinde ortalama

20 mg a2u-globulin’i idrar ile disar1 atmaktadir.

Erkek sicanlarda o2u-globulin, proteinlerinin kaynagi, karaciger olmasma ragmen
disilerde karacigerde sentezlenmemektedir ve az miktarda tlkiirik bezinde
tiretilmektedir. Bir calismada siganlarin ¢esitli dokular iizerine yapilan elektroforetik
analizlerde; bu proteinin sadece idrarda degil farkli dokularda da hem izoelektriksel
nokta olarak, hem de molekiil agirlik olarak pek ¢ok farkli izoformdan meydana geldigi
goriilmiistiir (Macinnnes vd 1986). Iki boyutlu jel elektroforez metodu ile gesitli sigan
dokularinda multi a2u-globulin izoformlar1 bulunmustur. Tikiiriik bezi, gézyas: bezi,
meme siit bezi ve hipofiz bezleri ile hazirlanan 6rnekler kullanilarak yapilan jellerde, 7-
18 arasinda degisen izoformlarin pl degerleri 4,5 ile 7,9 arasinda bulunmustur. Ayrica
ergin olmayan erkek sicanlarin ve disilerin karacigerinde o2u-globulin mRNA’s1

bulunamamistir. 35 giinliik siganlarda diisiik diizeyde o2u-globulin . mMRNA’s1
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gozlenmigken, 60 giinliiklerde maksimum diizeyde bulunmustur. Buna karsin tiikiiriik
bezinde 10 giinliik erkek ve disi siganlarda bile a2u-globulin mRNA’s1 bulunmustur.
Ayrica tiikiiriik bezinde 30 giinde proteinin ifadesi maksimum seviyeye ¢ikmaktadir ve
iki cinsiyette de o2u-globulin’in ifadesi benzer sekilde olmasina ragmen, ergenlikle
beraber bu proteinin mRNA’sinin ifadesinde beklenmedik bir sekilde diisme
gozlenmistir. Bu durum fare MUP’unda da aym sekilde gozlenmektedir. Gozyasi
bezinde ise gozlenen izoformlar tiikiiriik beziyle ayni olmasina ragmen proteinin
ifadesinin diizenlenmesi oldukg¢a farklidir ve cinsel olgunluga ulasilmasiyla proteinin

ifadesinde az miktarda artma olmaktadir.

a2u-globulin protein ailesinin ifadesi, bir¢ok farkli hormonun kontrolii altindadir.
Androjen ve glukokortikoidler bu proteinin iretimini énemli derecede arttirmaktadir.
Ostrojen ise iiretimini oldukga baskiladig1 diisiiniilmektedir (Roy vd 1975, Kurtz vd.
1978, Feigelson vd 1978). Tiroid, insiilin ve bitylime hormonlari ise proteinin optimum
ifadesi i¢in gereklidir (Roy vd 1973, Kurtz vd. 1976, Roy vd 1980, Lynch vd 1982).
Cinsiyet hormonlarinin bu proteinin ifadesi iizerindeki etkilerinin arastirilmasi igin
yapilan bir ¢aligmada (Vandoren vd 1983), erkek siganlara Ostrojen uygulamasi
yapilmis ve o2u-globulin diizeyinde diislis gozlenmistir. Disilere yapilan androjen
uygulamasi sonucunda ise o2u-globulin diizeyinde artis gézlenmistir. Ayrica ergin
erkek siganlara Ostrojen uygulamasi veya kastrasyon yapilmasi serumda o2u-globulin
diizeyini 6nemli derecede diigtirdiigii bilinmektedir (Kulkarni vd 1985). Buda gosterir
ki, cinsiyet hormonlari bu proteinin ifadesinde en 6nemli unsurlardir. Bu nedenle
Ostrojenik kimyasallarin aktivitelerinin arastirilmasinda veya endokrin sistemin yikimi

lizerine yapilan arastirmalarda a2u-globulin 6nem kazanmaktadir.

a2u-globulin, ligand baglayan disiik molekiil agirhiga sahip lipokalin olarak
adlandirilmis protein siiper ailesinin bir liyesidir. Bu proteinlerin yapisinda, zincirin
farkli bolgelerindeki 8 B-tabakali yapinin bir araya gelmesiyle bir B-ficis1 meydana
gelmektedir ve merkezde bulunan ozellikle triptofan ve hidrofobik aminoasitler
sayesinde hidrofobik karakterli bir cep olusmaktadir (Cavaggioni ve Mucignat-Caretta
2000). Dolayisiyla a2u-globulinler, diisiik molekiil agirlikli apolar maddeleri yiiksek bir
afinite ile hidrofobik ceplerine baglamaktadirlar. Bagladiklar1 maddeler arasinda (10°-
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10° M™ aralikta bir afinite ile) ugucu feromonlar haricinde birok bilesik de yer

almaktadir.

Cesitli calismalarda farkli bilesiklerin bu proteine baglanmasi ile ortaya g¢ikabilecek
sonuclar arastirilmistir. Endiistriyel ve ¢evresel kimyasallar diye adlandirilabilen bazi
toksinlerin ve aslinda tek basina zararli olmayan kii¢lik molekiil agirliklt birgok farkli
bilesigin ergin erkek siganlara uygulanmasiyla bobreklerde ‘a2u-globulin nefropatisi’
olarak adlandirilan toksik sendromun meydana geldigi gozlenmistir. d-Limonen, 1,4-
diklorobenzen, dietilasetil iire, araba yakitlar1 (benzin, dizel, vb) gibi kimyasallar1 bu
proteinin baglayabildigi gosterilmistir (Borghoff vd 1990). Ayrica metil izobutil keton
(Borghoff vd 2009) ve Dekalin (dekahidronaftalin) (Jeffrey vd 2003) uygulamasi
yapilan erkek sicanlarin bobreklerinde, a2u-globulin nefropatisi gozlenmistir. Disi
sicanlarda ve ergin olmayan erkek sicanlarda ise o2u-globulin azligindan dolay:
nefropati gozlenmemistir. Yakin bir zaman Once de, a2u-globulinin baglayabildigi
maddeler arasina hayvan ve insan beslenmesinde kullanilan tahil iirlinleri ile alinabilen
Okratoksin A da eklenmistir ve bu toksinin erkek sicanlarda viicuttan atiliminin a2u-

globulin ile gergeklestigi gosterilmigtir (Mantle 2008).

a2u-globulin proteinleri, siganlarda 5. kromozom iizerinde bulunan 20 ile 25 arasinda
degisen bir multi-gen ailesi tarafindan ifade edilmektedir (Kurtz vd 1981). Bu genler
birbirlerinin yliksek oranda dizi homologudur ve bunlar farkli dokularda ifade
edilmektedirler. 1989’da (Kimura vd) ergin erkek sicanin bdobreklerinden alinan
molekiiler agirligi 15,5 kDa olan yag asidi baglayici bir proteinin dizisinin o2u-
globulin’in modifiye olmus bir formu oldugu bulunmustur. Normalde bébreklerde a2u-
globulin mRNA’s1 ifade edilmemektedir. Bundan dolay: karacigerde iiretilen o2u-
globulin’in salgilandiktan sonra kanda veya bobreklerde islendigi veya parcalara
ayrildigr diistiniilmektedir. Siganlar ayn1 zamanda 13 adet pseudo yani aktifligini
kaybetmis a2u-globulin geni de bulundurmaktadir. Farelerde ise 4. kromozomda
bulunan toplam 42 adet a2u-globulin geni vardir ve bunlarin yalnizca yarisi aktif
sekildedir. Bu kemirgenlerde bobrek tiimorlerine rastlanilmamaktadir. Ciinkii fare ve
sigan proteinlerinin formlar1 birbirlerinden farklidir ve bu formlarin maddeleri farkli

baglama oOzellikleri vardir. Sican ve farelerden bagka domuzda ve orangutanda aktif bir
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adet o2u-globulin geni varken, atta 3 adet aktif gen bulunmaktadir. insanda ise 1 adet
aktifligini yitirmis a2u-globulin geni vardir. Yani bu proteinin insanda ifadesi yoktur

(Logan vd 2008).

Sekil 1.7. Ana idrar proteinlerinin genel tersiyer yapisi

1.4. Calismanin Amaci

Bu c¢aligmanin amaci, si¢anlarin idrarinda yiiksek oranda bulunan a2u-globulin’in
izoformlarmin Wistar tipi erkek sican idrarindaki cesitliliginin arastirilmasidir.
[zoformlarmn birbirlerinden ayrilmasinda kromatografi ve elektroforez ydntemleri
kullanilacaktir. 2 boyutlu jel elektroforezi ile birbirinden ayrilan protein spotlarinin
MALDI-MS kullanilarak kiitle incelemeleri yapilacak ve o2u-globulin’in ¢esitliligi

anlagilmaya calisilacaktir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.2. idrar 6rnekleri

Bu ¢alismada kullanilan sigan idrarlari, Yrd.Dog. Dr. Firdevs Mor un yiiriitiictiligiinii
iistlendigi; ‘Wistar erkek sicanin yas ve testise bagli a2u-globulin protein diizeyinin
belirlenmesi’ adli projesi kapsaminda Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’nden saglanan siganlardan elde edilmistir. Bu idrarlar, gece boyunca (yaklasik

16 saat) metabolik kafeslerde tutulan 10 haftalik erkek siganlardan toplanmuistir.

2.1.2. Kimyasallar

AGAROZ (PEQLAB), 2. boyutta kullanildi.

AKRILAMID %99.9 (AMRESCO), poliakrilamid jeli icin monomer olarak kullanilda.
AMPHOLYTE (2,0-4,0) (FLUKA), 1. boyutta tasiyici amfolit olarak kullanildi.
AMPHOLYTE (3,0-10) (FLUKA), 1. boyutta tasiyict amfolit olarak kullanildi.
AMPHOLYTE (7.0-9.0) (FLUKA), 1. boyutta tasiyic1 amfolit olarak kullanildi.
AMPHOLYTE (5.0-7.0) (FLUKA), 1. boyutta tasiyic1 amfolit olarak kullanildi.

APS (ALDRICH), jel polimerizasyonunda katalizér olarak kullanildi.

ASETIK ASIT (ISOLAB), giimiis boyamada kullanildi.

BISAKRILAMID ultra pure grade (AMRESCO), ikinci boyutta ¢apraz baglayici olarak
kullanildi.

BOVIN SERUM ALBUMIN (AMRESCO), protein miktar tayininde kullanildi.
DECONEX (MERCK), kapiler tiiplerin temizlenmesinde kullanildi.

DTT %99.4 BIOTECHNOLOGY GRADE (AMRESCO), 6rnek hazirlamada ve 1.
boyutta kullanildi.

EDTA TITRIPLEX %99.0-101.0 (MERCK), giimiis boyamada kullanildi.

ETANOL, giimiis boyamada kullanildi.

ETILEN DIAMIN %99.0 (MERCK), 1. boyutta kullanildz.
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FORMALDEHID %37 (MERCK), giimiis boyamada kullanild.

FOSFORIK ASIT %85 (MERCK), 1. boyutta kullanilds.

GLISEROL anhydrous pure %99.0-100.5 (MERCK), 1. ve 2. boyutta kullanilds.
GLISIN biotechnology grade %99.5 (AMRESCO), 2. boyutta kullanildi.
GLUTARALDEHID %25 (MERCK), giimiis boyamada kullanildi.

GUMUS NITRAT %99.8-100.5 (MERCK), giimiis boyamada kullanildi.
MARKER prestained SDS jel standart broad range (BIORAD), karsilastirma yapilan
jellerde kullanildi.

METANOL (ISOLAB), CBB boyamada kullanild:.

PIPERAZIN DIAKRILAMID %99.0 (BIO-RAD), 1. boyutta capraz baglayici olarak
kullanildi.

SODYUM DODESIL SULFAT (SERVA), 2.boyutta kullanildi.

SODYUM ASETAT 3H20 %99 (MERCK), giimiis boyamada kullanildi.
SODYUM AZID, idrarlarin toplanmasi sirasinda kullamildu.

SODYUM HIDROJEN KARBONAT (MERCK), giimiis boyamada kullanilds.
SODYUM KARBONAT susuz %99.9 (MERCK), giimiis boyamada kullanildi.
SODYUM TIYOSULFAT 5H20 %99 (FLUKA), giimiis boyamada kullanilds.
TEMED (BIO-RAD), 1. ve 2. boyutta kullanild.

TIMEROSAL (MERCK), giimiis boyamada kullanild.

TRIPSIN proteomics grade (SIGMA), kiitle analizlerinde kullanild.

TRIS-BAZ %94 (SIGMA), 1. boyutta kullanilds.

TRIS-HCI %99.9 ultra pure grade (AMRESCO), 2.boyutta kullanilda.

URE graniillii %98 (SIGMA), 6rnek hazirlamada kullanilds.

URE %99 (MERCK), érnek hazirlamada, 1. ve 2. boyutta kullanildi.

2.2. Metot

2.2.1. Idrarlarin toplanmasi

Sicanlarn idrarlarin1 toplamak amaciyla metabolik kafesler kullanildi. Bu amagla 3
sican aksamiizeri, metabolik kafeslere koyuldu ve idrarlarda bakteri iiremesini

engellemek amaciyla idrarlarin toplanacag tiiplere 1 ml 1 mM’lik sodyum azid (1 M’lik
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Tris i¢inde, pH: 6,8) eklendi. Yaklasik 16 saat boyunca toplanan idrarlar, 5 000 g’de
kat1 partikiilleri ¢oktiirmek amaciyla santrifiij edildi. Daha sonra kullanilincaya kadar

-40 °C’de saklandi.

2.2.2. Kromatografi islemleri

Sican idrarindaki o2u-globulin proteininin saflastirilmasi i¢in kromatografik
yontemler kullanilmistir. Once jel filtrasyon, ardindan iyon degisim kromatografisi
uygulanmistir. Bu islemler sonucunda elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE jelleri
yapilmis, goriintiiler incelenmis ve sonugta uygulanan kromatografik metotlar

sonucunda elde edilebilen protein izoformlar1 belirlenmistir.

2.2.2.1. Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografi kolonunun ozellikleri ve yiiriitme kosullari asagidaki

gibidir.

Kullanilan Cihaz: AKTAdesign sistem (Amersham Biosciences)

Kolon Dolgu Maddesi: Sephacryl (dekstran-poliakrilamid) 300 High Resolution
(Amersham Biosciences)

Kolon: 100 cm x 2,5 cm (Amersham cift tarafi piston kol ayarlamali cam kolon, regine
yiiksekligi~ 90cm)

Yiiklenen Ornek Hacmi: Maksimum 1,5 ml

Yiirtitme Tamponu: 20 mM Tris - HCI (pH: 7,4)

Akis Hizi: 2ml/dk

Fraksiyon Hacmi: 4ml

2 adet erkek sicanin idrar1 alinarak birlestirildi. Konsantrasyon tiipleriyle yaklasik 10
ml olan idrar hacmi 1,5 ml’ye indirildi. Kolon 6nce yiiriitme tamponuyla yikandi ve
ayni tampon ile sartlandirildi. Piirifikasyon sisteminin UV okuyucular1 215, 280 ve 340
nm olarak ii¢ dalga boyuna ayarlandi ve yukaridaki kosullar kullanilarak 6rnek kolona

yiiklendi. Yiriitme sonunda elde edilen protein spektrumuna gore proteince yogun olan
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fraksiyonlar belirlendi ve bu fraksiyonlardan 20 pl SDS-PAGE’de yiiriitiildi. Jel
filtrasyon sonunda elde edilen proteince yogun fraksiyonlar, iyon degisim

kromatografisine yiiklenmek tizere birlestirildi.

2.2.2.2. iyon degisim kromatografisi

Iyon degisim kromatografi kolonunun 6zellikleri ve yiiriitme sartlar1 asagida verildigi

gibidir.

Kullanilan Cihaz: AKTAdesign sistem (Amersham Biosciences)

Kolon Matriksi: Q-Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences)

Kolon: 10 mI’lik kolonda, regine yiiksekligi -2 cm

Yiriitme Tamponu A: 20 mM Tris-HCI (pH:7,4)

Ayirma Gradiyenti Tamponu B: 800 mM NaCl igeren 20 mM Tris-HCI (pH:7,4)
Fraksiyon hacmi: 4 ml

Yiikleme hizi: 2 ml/dk

Iyon degisim matriksi kolon i¢ine paketlendikten sonra 200 ml yiiriitme tamponu ile
yikandi. Ornek kolona yiiklendikten sonra dolgu maddesine baglanan molekiilleri geri
almak amaciyla 0 mM’dan 800 mM’a tuz gradiyenti baslatildi. Piirifikasyon sistemi
0 mM’dan 800 mM NaCl derisimine 60 dakikada gelmesi i¢in programlandi. Tuz
gradiyentine bagli olarak kolondan ¢ikan molekiillerin fraksiyon tiipleri es zamanl
olarak takip edildi ve otomatik fraksiyon kolektorii vasitasiyla 4 ml’lik 6rnekler halinde
toplandi. Orneklerin toplanmasindan sonra fraksiyon &rnekleri SDS-PAGE’de

yiiriitiiliip, a2u-globulin iceren fraksiyonlar tespit edilerek yorumlandi.

2.2.3. Elektroforez islemleri

Hazirlanan 6rnekler kullanilarak, istenilen amaglara gore drneklerin tek boyutlu ve iki

boyutlu jelleri yapilmustir.
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2.2.3.1. Orneklerin hazirlanmasi

Bu calismada kag¢ haftalik sican idrarinin kullanilacag, disi erkek sigan arasindaki
nitel a2u-globulin protein miktar farkliliginin ne oldugu gibi sorulara cevap aramak
amactyla iki boyutlu jel elektroforezinden d6nce 6n deneme amacl %15’lik SDS-PAGE

jelleri yapilmistir.

Tek boyutlu jel elektroforezi icin 6rnek hazirlama:

Erkek sican idrarindaki o2u-globulin yogunlugu fazla oldugundan (CBB boyamanin
tayin limitinin ¢ok iizerindedir), 6n deneme c¢alismalarinda erkek sican idrar1 herhangi
bir isleme tabi tutulmadan dogrudan SDS-PAGE jeline uygulanmistir. Disi sigan idrari
ise o2u-globulin yoniinden oldukga seyreltiktir. Bu nedenle 6n deneme caligsmalarinda

disi idrarlari, genelde 5 kat konsantre edilerek kullanilmistir.

iki boyutlu jel elektroforezi i¢in 6rnek hazirlama:

Sicanlardan toplanan idrarlar yaklasik 6-7 ml civarindadir. 1. boyutta kullanilan
kapiler tiiplere az miktarda ornek yiiklenebildiginden, idrarlarin konsantre olmalari
gerekmektedir. Idrarlari konsantre etmek igin konsantrasyon tiipleri kullanilmistir
(5 000 Da por biiyiikliigiine sahip). Bunun icin baslangicta idrarlar, i¢lerindeki kati
partikiilleri uzaklastirmak amaciyla 5 000 g de 10 dk kadar santrifiij edildi. Daha sonra
idrarlar konsantrasyon tiliplerine bosaltildi ve her bir konsantrasyon islemi sonras1 5 ml
20 mM’lik Tris-HCI (pH:7.4) eklenerek yikama islemi gerceklestirildi. Daha sonra
konsantre edilmis idrarlara, hacimlerinin % 108’ii kadar iire, % 10’u kadar 1,4 M’lik
DTT, % 10’u kadar % 40’lik 2-4 amfolit ve % 4’i kadar da proteaz inhibitorii eklendi.
Gerekli olan tiim kimyasal maddelerin eklenmesinden sonra idrar 6rnekleri 100 000
g’de yarim saat siireyle 4 °C’de santrifiij edildi. Bu islemler sonrasinda 6rneklerin

protein konsantrasyonlari tespit edildi.
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Protein miktar tayini:

Idrarlarin protein konsantrasyonlari, Bradford yéntemi (Bradford 1976) kullanilarak
hesaplanmistir. Bu yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla
etkileserek renk olusturmasina dayanir. Boya-baglama temelli yontemlerden en yaygini
Bradford yontemidir ve metot olduk¢a duyarlidir (5-100 pg protein/ml). Organik boya
olarak Comassie Brillant Blue G-250 boyarmaddesi kullanilir. Orneklerin
konsantrasyonlari, proteinin aminoasit bilesimine bagli olarak (6zellikle arginin gibi
bazik aminoasitler ile aromatik aminoasitler) olusan ve 595 nm’de absorbans veren

mavi rengin 6l¢limii esasina gore belirlenir.

Yontemde Oncelikle CBB G-250 boyarmaddesini igeren tampon ¢ozelti 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 karigtirildi. Karistirma sonunda ¢ozelti siizge¢ kagidindan gegirildi.
Daha sonra belli standart derisimlerde hazirlanan Bovine Serum Albumin
cozeltilerinden 100’er pl alinip iizerlerine 1 ml CBB tamponu eklenerek 595 nm’de
absorbans 6l¢iimleri alindi ve elde edilen verilere gore kalibrasyon grafigi ¢izildi. Ayni
sekilde idrar Orneklerinin de absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometresinde
Olctildiikten sonra, kalibrasyon grafiginden Orneklerin protein konsantrasyonlari

hesaplandi.

2.2.3.2. Tek boyutlu jel elektroforezi

SDS-PAGE icin % 30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid stok soliisyonu kullanildi.
29,2 gr akrilamid ve 0,8 bis akrilamid tartilip deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi ve

0,8 um’lik disk filtre ile filtre edildi. Stok 4 °C’de karanlikta saklandi.
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Ornek yiikleme tamponu

1,25 ml 200 mM Tris-HCI (pH: 6,8)
3,55 ml Deiyonize su

2,5 ml Gliserol

2ml % 10 (w/v) SDS

0,2 ml % 0,5 (w/v) Bromfenol Mavisi
0,5ml B-Merkaptoetanol

Toplam 10 m1’lik stok 500 pl’lik aligotlar halinde -20 °C’de saklandi.

Yiiriitme tamponu

30,3 gr (250 mM) Tris Bazi
144 gr (250 mM) Glisin
10 gr (% 1) SDS

Yukarida belirtilen miktarlardaki kimyasallar alinarak deiyonize su ile 1 It’ye
tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi. Bu tampon 10x seklinde hazirlanmistir. % 10

seyreltilerek kullanilmistir.

% 15’lik SDS-PAGE jeli

Tek boyutlu jel elektroforezi igin Laemmli (1970) metodu temel alinarak % 15°lik
SDS-PAGE jeli hazirlandi.

[k olarak asagida belirtildigi sekilde ayristirma jeli hazirlandi. Hazirlanan ayristirma
jeli, % 70’lik alkol ile temizlenmis iki cam plaka arasina hava kabarcigi olusmamasina
dikkat edilerek dokiildii. Jel polimerlestikten sonra kuyucuk aparati (tarak) yerlestirildi.
Hazirlanan yilikleme jeli, ayirma jelinin iizerine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi.
Polimerlesme sonunda sistem yliriitme tamponu varliginda yliriitme tankina yerlestirildi.

SDS-PAGE jelinde yiiriitiilecek Ornekler, ornegin 1/4’ii oraninda ornek yilikleme
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tamponu ile karigtirilarak 5 dk kaynatildi. Siire sonunda Ornekler kuyucuklara

yiiklenerek 20 mA 100 V’da yaklasik 3 saat yiirtitiildii.

Cizelge 2.1. % 15’lik SDS-PAGE jelin bilesimi

Aynistirma (Resolving) Jeli (10 ml) Yiikleme (Stacking) Jeli

3,4 ml Deiyonize su 2,4 ml Deiyonize su

5 ml Akrilamid/Bis (%30’1uk) 0,83 ml Akrilamid/Bis (% 30’luk)
2,5ml 1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8) | 0,63 ml 1M Tris-HCI (pH: 6,8)
100 pl % 10’luk SDS 50 ul % 10’luk SDS

150 pul % 10’luk APS 75 ul % 10’luk APS

Sul TEMED Sul TEMED

2.2.3.3. iki boyutlu jel elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezinde izoelektrik fokuslama icin hem kiiciik (9 cm) hem de
biiyiik kapiler tiipler (20 cm) kullanilmistir. Izoelektriksel fokuslamasinda biiyiik kapiler
tiiplerin kullanildig: 1. boyut jelleri 3 adet kiiciik 2. boyut jeli olacak sekilde kesilerek 2.
boyut islemlerine tabi tutulmustur (Klose and Kobalz, 1995)

Birinci boyut-izoelektrik odaklama: Cam kapiler tiiplerde ayirma jelinin(seb-jel) ve
sapka jelinin(cape-jel) c¢ekilecegi noktalar igaretlendi. Kii¢iik jel yapiminda kullanilan
kapiler tiiplerin boyu 9 cm iken, biiyiik jel yapiminda kullanilanlar 20 cm’dir. Borulu
siringalar ornegin konacagi uca takildi. Gerekli miktarda ayirma jeli ve APS ¢ozeltisi
buzdolabindan alind1 ve ¢oziindiiriildii. Cozilindiiriilen ayirma jeli degaze edildi. Ayirma
jelinin bilesimi, 9 M iire, % 5 gliserin, % 4 akrilamid stok ¢ozeltisi, % 4 tastyici amfolit
karigimi ve % 0,06 TEMED’ den olusur. Degaze islemi yaklasik 4 dak siirdii. Degaze
edilmis jel cozeltisine gerekli miktarda % 0,8°lik APS c¢ozeltisi eklendi. Polimerlesmeye
hazir olan ¢ozelti kapiler cubuklara ¢ekildi. Kapiler tiipler yaklasik 30 dakika bu sekilde

bekletilerek ¢ozeltilerin polimerlesmeleri saglandi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra
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kapiler tiiplerin sapka ¢dzeltisinin konulacagi ugta olusan polimerizasyon suyu siringa
kullanilarak dikkatlice alindi. Ayirma jelinin alt kismina polimerlestirilen sapka jelinin
bilesimi ise, 9 M {ire, % 5 gliserin, % 20 akrilamid stok ¢ozeltisi, % 1 amfolit karisimi1
ve % 0,06 TEMED’ den olusur. Sapka jeli ¢oziindiiriildii ve degaze edildi. Uygun
miktarda % 0,8’lik APS sapka jeline eklendi. Hazirlanan sapka jeli siringa ile alindi ve
hizli bir sekilde ayirma jellerinin iizerine hava kabarcigi olusturulmamasina dikkat
edilerek kapiler tiiplerin ucuna kadar dolduruldu. 30 dakika polimerlesmesi igin
beklendi. Polimerlesmeler tamamlandiktan sonra sapka jeli ucuna biiyilik bir su damlasi
damlatild1 ve parafilm ile kapatildi. Kapilerlerin diger ucuna da su dolduruldu. Bu uglar
da parafilm ile kapatildi. Jelli kapiler tiipler yatay bir sekilde karanlikta ve oda
sicakliginda saklandi. Kisa kapilerler jellerin ¢ekilmesinden sonra ertesi giin IEF icin
kullanilabilirler ve en fazla ii¢ giin saklanabilirler. Uzun kapiler tiipler ise i¢lerindeki

jellerin tamamen polimerlesmesi i¢in en az ii¢ giin bekletilmeliler.

Kapiler tiiplerin icerisine Ornek yiiklemeden 6nce ayirma jelinin iist kismima 5 pl
Sephadex ¢ozeltisi konuldu. Bu ¢ozelti i¢in 20 gr Sephadex G-200 5 saat boyunca
90 °C’de 500 ml destile suda bekletildi. Siipernatan dekante edilerek 1 L % 25’lik
gliserol cozeltisinde ¢oziildii. Prob kullanilarak 2 saat boyunca karistirildi ve siire
sonunda siispansiyon filtre kagidindan geg¢irildi. Elde edilen jel kisim aligotlanarak
-40 °C’de saklandi. Bu ¢ozelti kullanilacagi zaman her 0.272 gr i¢in ilizerine 270 mg iire,
25 pl 1,4 M’lik DTT ve 25 pl amfolit karigimi eklendi. Ayirma jelinin iist kismina bu

¢ozelti konulduktan sonra gerekli miktarlarda idrar 6rnekleri yiiklendi.

Kapiler tiipler izoelektrik fokuslama cihazina yerlestirildi. Cihazin {ist haznesine
bilesimi 3 M {ire ve % 7,27 fosforik asitten olusan anot ¢Ozeltisi, alt haznesine ise
bilesimi 9 M fdire, % 5 gliserin ve % 5 etilendiaminden olusan katot ¢ozeltisi koyuldu.
Cihazin kapagi kapatildi ve cihaz programlanabilir bir gli¢c kaynagina baglanarak, kiigiik
jeller i¢in ¢izelge 2.2°de verilen siire ve voltaja gore; biiylik jeller icin ise ¢izelge 2.3’de

verilen siire ve voltaja gore ornekler yiiriitiildii.
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Cizelge 2.2. Kiigiik kapiler icin Cizelge 2.3. Biiyliik kapiler i¢in

birinci boyut yiiriitme kosullar1 birinci boyut yiiriitme kosullari

Voltaj Zaman Voltaj Zaman
100V 75 dak 100V 1h
200 V 75 dak 200V 1h
400 V 75 dak 400V 17.5h
600 V 75 dak 600V Lh

1000 V 0,5h
800 V 10 dak

1500 V 10 dak
1000 V 5 dak

2000V 5 dak

1. boyut sonunda elektroforez sisteminden ¢ikarilan kapiler tiiplerden jeller ¢ikarildi.
Bunun i¢in kapiler tiiplerin ucundan siringa yardimiyla yavasca su basildi. Cikarilan
jeller inkiibasyon ¢ozeltisine alindi. Bu ¢ozeltiden biiyiikk 1. boyut jelleri i¢in 10 ml,
kiiciikler icin ise 5 ml kullanildi. Inkiibasyon ¢ozeltisi % 12,5 inkiibasyon tamponu,
% 40 gliserin ve % 3 SDS’ten olusur. Bu ¢ozeltide gerekli siirede calkalanan jeller,
2. boyut elektroforezi i¢in kullanilana kadar -20 °C’de saklanda.

ikinci boyut-SDS-PAGE: Ikinci boyutta tek tip jel kullamldi Cozeltinin toplam
akrilamid konsantrasyonu % 15, capraz baglanma orani ise % 3’ tiir. Ayirma jeli
¢Ozeltisinin bilesimi, % 15 akrilamid, % 2 bisakrilamid, 0,375 M Tris/Tris-HCI, % 0,1
SDS ve % 0,03 TEMED’ dir. Ayirma jeli karigimi -20 °C’den alinarak ¢oziindiiriildi ve
degaze edildi. igine uygun miktarda % 1,28’ lik APS eklenerek hazirlanmis olan cam
plakalarin bulundugu sistemde 1 saat boyunca polimerlesmeye birakildi. Polimerlesme
sonunda jelin Gist kismu filtre kagidiyla kurutuldu ve 1. boyut jeli 2. boyut jelinin {izerine
arada hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi. 1. boyut jelinin
yerlestirilmesinden jelin iizerine bilesimi % 12,5 inkiibasyon tamponu, % 0,1 SDS ve
% 1 agarozdan olusan agoroz ¢ozeltisi 1 ml kadar ilave edildi. Agoroz ¢ozeltisi 2 dak
i¢inde katilagir. Siire sonunda jel aparat: elektroforez sistemine yerlestirildi. Inkiibasyon
tamponu, fosforik asitle pH’1 6,8’e ayarlanmig olan ve bilesimi % 12,11 tris baz1 iceren

bir ¢ozeltidir.
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Kigiik jellerin, birinin boyutlar1 8x10 cm, digerinin 7x10 cm olan iki cam plaka
arasinda hazirlanir. Bu boyuttaki 2. boyut jelleri hem kiiciik hem de biiyiik boyuttaki 1.
boyut jelleri igin kullanildi. Kiigiik 1. boyut jelleri i¢in 1, biiylik 1. boyut jelleri igin ise
3 adet 8x10 cm’lik 2. boyut SDS-PAGE jelleri yapildi. Hazirlanan 2. boyut jelleri,
yiirtitme tamponu ile dolu olan tankin igine yerlestirildi. Yiiriitme tamponunun bilesimi,
0,025 M Tris baz1 (Tris (hidroksimetil) amino metan), 0,192 M glisin ve % 1 SDS’dir.
Cizelge 2.4’ de gosterilen kosullarda jeller yiirtitiildii.

Cizelge 2.4. Jeller i¢in ikinci boyut yliriitme kosullart

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

2.2.3.4. Boyama islemleri

Tek boyutlu ve iki boyutlu jel elektroforezinden sonra sira jellerin boyanmasina gelir.
Tek boyutlu yapilan elektroforez iglemleri sonucunda elde edilen jeller sadece CBB
R-250 ile boyandi. Iki boyutlu jel elektroforez islemleri sonucunda ise &ncelikle daha
az ornek miktar1 gerektirdiginden glimiis nitratla boyama yapilarak sicanlarin genel
idrar profillerine bakildi. Daha sonra da kiitle analizi i¢in CBB R-250 ile boyanmis
jeller yapildu.

Giimiis boyama:

Bu teknikte asagida verilen alt1 ¢dzelti kullanild. Ikinci boyut tamamlandiktan sonra
jeller fiksasyon ¢ozeltisine alindi. Bu ¢ozeltide en az bir saat tutulduktan sonra jeller
inkiibasyon ¢d6zeltisine aktarildi. Bu ¢ozeltide 2 saat boyunca calkalandilar. Sonra
boyama ¢ozeltisine alinarak, bu ¢ozeltide de yarim saat calkalandilar. Siire sonunda sira
tab islemine gelir. Bu islemde once jeller 5 sn kadar deiyonize suda tutulup tab

¢oOzeltisine alindilar ve proteinler goriiniir hale gelene kadar bu ¢ozeltide calkalandilar.

39



Jel {izerinde protein spotlart goriiniir hale geldikten sonra jeller, durdurma ¢ozeltisine

alinarak boyama islemi sonlandirildi.

Fiksasyon ¢ozeltisi: %50 etanol, %10 asetik asit ve %40 sudan olusur.

Inkiibasyon cozeltisi: %30 etanol, %0,50 glutardialdehit, %0,20 sodyum tiyosiilfat ve
0,50 M sodyumasetattan olusur.

Giimiis ¢ozeltisi: %0,1 gimis nitrat ve %0.01 formaldehitten olusur.

Tab c¢ozeltisi: %2,5 sodyum karbonat ve % 0,01 formaldehit igerir.

Durdurma ¢ozeltisi: 0,05M EDTA ve %0,02 timerosaldan olusur.

Boyama iglemi tamamlandiktan sonra drneklerin protein profilleri incelendi.

Coomassie Blue boyama:

Tek boyutlu elektroforez yapilarak elde edilen jelleri boyamada kullanilan boya
¢ozeltisinin bilesimi % 0,1 CBB R-250, % 10 metanol, % 10 asetik asit ve geri kalan1 da
sudan olugur. Jeller boyama ¢ozeltisinde 1 gece boyunca bekletildi ve bilesimi % 10
metanol, % 10 asetik asit olan sulu ¢ozeltide (destain ¢ozeltisi) boya uzaklagana kadar

calkaland.

Iki boyutlu elektroforezle elde edilen jeller ise 6ncelikle fiksasyon ¢dzeltisinde en az
1 saat calkalandi. Daha sonra en az 5 saat boya ¢ozeltisinde ¢alkalandi ve siire sonunda
destain ¢ozeltisinde boya uzaklasincaya kadar calkalandi. Son olarak da jeller saklama

¢Ozeltisinde saklandi.

Fiksasyon c¢ozeltisi: % 50 etanol ve % 10 asetik asitten olusur.
Boya ¢ozeltisi: % 50 metanol, % 10 asetik asit ve % 0,05 CBB R-250’den olusur.
Destain cozeltisi: % 5 metanol ve % 12,5 asetik asitten olusur.

Saklama cozeltisi: % 7 asetik asitten olusur.

Glimiis ve CBB boyamalar1 sonucunda elde edilen jellerin protein profilleri jel

goriintiileme sistemi ile veya fotograf makinesi ile fotograflar1 cekilerek incelendi.
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Incelemeler sonucunda kiitle analizi yapilacak spotlar belirlendi ve bunlar kesilerek

kiitle analiz i¢in gerekli islemlere tabi tutuldu.

2.2.3.5. Kiitle analizleri

Kiitle analizi i¢in Shevchenko ve arkadaslarinin tanimlamis olduklar1 bir protokol
kullanilmistir (Shevchenko vd 1996). Bu protokol, jellerdeki protein spotlarinin tripsin

ile muamelesini igeren 3 agamali islemler dizisinden olusur.

1. Asama: Spotlarin Kkesilmesi ve jel parcalarindan boya cozeltisinin

uzaklastirilmasi

Ik giin birkac ¢dzelti hazirlandi ve jellerden analiz edilecek spotlar kesildi. Bu
spotlar ufak parcalara boliinerek 1,5 ml’lik plastik santrifiij tiiplerine koyuldular ve
iclerinde bulunan boyay1 uzaklagtirmak amaciyla gece boyunca 200 pl civarinda yikama

¢Ozeltisinde bekletildiler.

Yikama c¢ozeltisi: % 50 metanol ve % 5 asetik asitten olusur.

Ekstraksiyon tamponu: % 50 asetonitril ve % 5 formik asitten olusur.

Tripsin ¢ozeltisi: 20 pg tripsin almip 100 pl % 0,01 TFA’da ¢o6ziildii. Sonra 5 pl’lik
miktarlara boliinerek -80 °C’de saklandi. Kullanilacagi zaman tizerlerine 75 pl 50 mM

NH;HCO; eklendi. Elde edilen tripsin konsantrasyonu 12,5 ng/ ul dir.

Bu ¢ozeltilerden baska ayrica 100 mM NH4HCO3; ve 50 mM NH4;HCO;3; ¢ozeltileri

hazirlandi.

2. Asama: Indirgeme, alkilleme ve tripsinle proteinlerin kesilmesi

Islemlere baslamadan 6nce taze olarak 10 mM DTT ve 100 mM iyodoasetamid
¢oOzeltileri hazirlandi.
» Jellerin i¢inde bulunduklar1 yikama ¢6zeltisi, boya uzaklagmasi tamamlandiktan

sonra dikkatlice jel parcalarindan ayrilarak atildi.
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200 pl saf asetonitril eklenerek jel parcalart ~5 dk oda sicakliginda suyu
uzaklagtirildi. Jellerin suyu uzaklastirilinca jeller beyazlasti ve kii¢iildii.
Asetonitril dikkatlice jellerden ayrilarak atildi ve vakum santrifiijic (5 000 g)
kullanilarak 2-3 dk jel parcalar1 kurutuldu.

30 ul 10 mM DTT eklenerek ( jel ylizeyleri tamamen kapanacak sekilde), 30 dk
oda sicakliginda jellerdeki proteinler indirgendi. Siire sonunda DTT soliisyonu
dikkatlice ayrilarak atildi.

30 ul 100 mM iyodoasetamid eklendi ve 30 dk proteinler oda sicakliginda
alkillendiler. Siire sonunda iyodoacetamid ¢ozeltisi 6rneklerden ayrildi ve atildi.
200 pl saf asetonitril eklenerek jel pargalarinin ~5 dk oda sicakliginda suyu
uzaklastirildi. Sonra, asetonitril dikkatlice jellerden ayrilarak atildi ve vakum
santrifiijii kullanilarak 2-3 dk jel pargalar1 kurutuldu.

Jel pargalari, 200 pl 100 mM amonyum bikarbonat ile 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edilerek yeniden hidratland1 ve siire sonunda amonyum bi karbonat
dikkatlice ayrilarak atildi.

200 pl asetonitril eklenerek jel parcalarinin ~5 dk oda sicaklifinda sulari
uzaklagtirildi. Sonra, asetonitril soliisyonu dikkatlice jellerden ayrilarak atildi ve
vakum santrifiijii kullanilarak 2-3 dk jel pargalar1 kurutuldu.

40 pl tripsin ¢ozeltisi her bir jel Ornegine eklendi ve vortekslenerek iyice
karistirildi. 30 sn de santrifiij edildiler. Proteinlerin kesilmeleri amaciyla gece

boyunca jel tiipleri 37 °C’de bekletildi.

. Asama: Analiz i¢in peptitlerin ekstraksiyonu

Ornekler igin baska santrifiij tiipleri alind1 ve jel pargalarinin i¢inde bulunduklart
fazla tripsin ¢ozeltileri bu tiiplerin i¢ine aktarildu.

50 ul 50 mM amonyum bikarbonat jel parcalarinin bulundugu tiiplere eklendi ve
tipler 10 dk vortekslendi. Bu ornekler 30 dk da santrifiijlenip elde edilen
slipernatan jel par¢alarindan dikkatlice ayrilarak diger tiiplere aktarildi.

Ornek tiiplerine 50 pl ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenerek 10 dk vortekslendiler ve
30 sn de santrifijjlendiler. Siire sonunda siipernatan dikkatlice ayrilip diger

tiiplere aktarildi.
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> Ornek tiiplerine yeniden 50 pl ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenerek islem bir kez
daha tekrarlanda.

» Toplamda elde edilen siipernatant karisimlarinin hacimleri, maksimum 20 ul
olacak sekilde vakum santrifiijii kullanilarak indirildi ve son olarak tiiplere 1 ul

kadar formik asit eklemesi yapildu.

Zip-Tip Islemi

Islemler sonucunda elde edilen peptit karisimlarmi saflastirmak igin son olarak
ornekler, zip-tip islemine tabi tutuldu. Bu islem i¢in 4 adet ¢6zelti hazirlandi ve
peptitlerin saflastirilmasinda  zip-tipCig pipet uclart kullanildi. Islemler sirasinda

kullanilan ¢ozeltilerin bilesimleri agagidaki gibidir:

Islatma cozeltisi (Wetting Solution): % 100 asetonitrilden olusur.

Dengeleme (Equilibration Solution) ve Yikama (Washing Solution) ¢ozeltisi: % 0,1
trifloroasetikasitten (TFA) olusur.

Eliisyon cozeltisi (Elution Solution): % 0,1 TFA iginde % 50 asetonitrilden olusur.

Islemler su sekildedir:

1) Dengeleme:
e 3 defa uca islatma ¢ozeltisinden 10 pl ¢ekilip atildi.
e 3 defa uca denklestirme ¢ozeltisinden 10 pl ¢ekilip atildi.
2) Baglama:
e Peptitleri baglanmak istenen 6rnekten 2 pl gekilip, birakildi. islem en
az 10 kere tekrarlandi.
e Baglama isleminden sonra uca 10 pl yikama c¢ozeltisi ¢ekildi ve
atild.
3. Eliisyon:
e Uca eliisyon ¢ozeltisinden 2 pl cekildi ve temiz bir tiipe bosaltildi.

Islem en az 5 kere gerceklestirildi.
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Matriksin Hazirlanmasi

Kiitle analizi i¢in orneklerin hazirlanmasindan sonra sira matriksin hazirlanmasina

gelir. Bu ¢alismada matriks olarak alfa-siyano-4-hidroksisinamikasit kullanilmustir.

Matriks iki tabaka halinde hazirlandi:

1. Tabaka: 3-6 mg matriks, 100 pl metanol iginde ¢oziilerek iizerine 400 ul
aseton eklendi. Karigim vortekslenip 8 dk santrifiij edildi.

2. Tabaka: Yaklasik 5 mg matriks 200 pul metanolde ¢oziilerek iizerine %0,1
TFA igeren 300 pl deiyonize su ilavesi yapildi. Karigim vortekslenip 8 dk
santrifiij edildi.

Matriks plakasindaki 6rnek yiikleme bolgelerine oncelikle 1. tabaka olarak hazirlanan
cozeltiden 0,8 pl kadar koyuldu ve kurumasi beklendi. 2. tabaka olarak hazirlanan
coOzelti ise 1:1 oraninda O6rnek ile karistirilarak 1’er pl halinde 1. tabakanin iizerine

koyuldu. Yarim saat kadar kurumas1 beklendi.

Matriks plakasinin hazirlanmasindan sonra kiitle cihazinda incelemeler yapildi.
Protein spotlarinin uygun kiitle parmak izi (Peptite mass fingerprint-PMF) spektrumlari
alindiktan sonra MASCOT denilen bir arama motorunda
(http://lwww.matrixscience.com), elde edilen peptit kiitleleri kullanilarak protein

taramalar1 yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. On Cahsmalar

Bu calismada oOncelikle, Wistar tipi erkek ve disi si¢anlarin idrarlarindaki o2u-
globulin proteininin molekiil agirlik farkliligina bakmak amaciyla 1’er adet disi ve
erkek sigan idrari alinarak her birinden 20 ul ve 30 ul olacak sekilde SDS-PAGE jelinde
yiirlitilmiis ve elde edilen jel CBB ile boyanmistir. Jeldeki goriintiiye gore diside

bulunan o2u-globulin proteininin molekiil agirliginin, erkek sican idrarinda bulunandan

daha fazla oldugu goriilmektedir.

20 ul 30ul 20l 30 ul

Sekil 3.1 Erkek-disi si¢an idrarlarinin %15°lik SDS-PAGE ile karsilastirilmasi

a2uU-globulin proteininin miktari, siganlarda yasa bagl olarak degismektedir. a2u-
globulin’in elektroforez yontemi ile incelenebilmesi ve iki boyutlu jeller igin yeterince
protein elde edilebilmesi i¢in hangi haftalik sican idrarinin kullanilmasi gerektiginin

bilinmesi gerekmektedir. Bu amaca yonelik olarak hem disi hem de erkek sicanlarin
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haftalik nitel o2u-globulin protein degisimlerine, CBB boyali SDS-PAGE jelleri
yapilarak bakilmistir. (3’er adet sican kullanilmaistir.)

Haftalar4 s 6 7 s 9 10

E D1 DZ D3D1 DZD3 D1 DZ D3 E D1 DZD3 D1 DZ D3 D1 D2 D3D1 D2

Sekil 3.2 Disi idrarindaki a2u-globulin yogunlugunun haftalik degisimi

Burada disi idrarlar1 5 kat konsantre edilmis ve 20 pl olacak sekilde %15°lik SDS
jeline yiiklenmistir. Jel resminde de goriildigi gibi disilerde 10. haftadan itibaren o2u-
globulin SDS jelinde goriiniir hale getirilebilmektedir. Jelde disi idrarindan baska, a2u-
globulin proteininin bulunmasi gereken yeri belirlemek amaciyla referans olarak 1 tane

de erkek sigan idrar yiirtitiilmustiir. (E: erkek si¢an idrari; D1, D2, D3: disi si¢an idrar)

| haftalar 4 s G 7 s o 10
| ME1 EZE3E1E2ZE3 E1E2ZE3E1LE2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3 E1E2 E3

Sekil 3.3. Erkek idrarindaki a2u-globulin yogunlugunun haftalik degisimi
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Sekil 3.3 erkek sigan idrarlarinin dogrudan kullanilmalariyla yapilan SDS-PAGE
jelini gostermektedir. Kullanilan 6rnek miktar1 20 pl’dir. Elde edilen jelde de gortildigi
gibi 6. haftadan itibaren o2u-globulin diizeyi artis gostermistir. Erkeklerin 6. haftadan
itibaren yiiksek oranda a2u-globulin iiretmesi bu bireylerin cinsel olgunluga ulastigini
gostermektedir. Erkek sicanlarin 10. haftalarinda protein seviyesi oldukga ytiksektir ve
bu nedenle iki boyutlu jel elektroforezi deneylerinde 10 haftalik erkek sican idrari
kullanilmistir (E1, E2, E3: erkek si¢an idrar1).

Sicanlarda a2u-globulin’in iiretiminin hormonlar tarafindan diizenlendigi literatiirde
belirtilmistir. Ozellikle testosteron hormonunun bu proteinin iiretimini oldukga
arttirdig1, yani; cinsel olgunluga erisilmesiyle beraber bu proteinin iiretiminin ve idrarla
disariya atiliminin da maksimum seviyeye ulastigi 6ne siiriilmektedir. Bu ¢aligmada da
bu amagla Yrd. Dog. Dr. Firdevs Mor’un ‘Wistar erkek sicanin yas ve testise baglt a2u-
globulin protein diizeyinin belirlenmesi’ adli projesi kapsaminda kastre edilen
sicanlardan birinin kastrasyon Oncesine ve sonrasina ait idrarlar1 alinarak iki boyutlu jel
elektroforezi ile proteinlerine ayrilmistir. Kastrasyon igsleminin amaci, erkek sicanlarin

testislerini uzaklastirmak ve boylece testosteron seviyesini diigiirmektir.

Cizelge 3.1°de kastrasyon Oncesi ve sonrasinda siganlardan toplanan, konsantre etme
isleminden ve gerekli kimyasal maddelerin eklenmesinden sonra elde edilen idrar
orneklerinin hacimleri, protein derisimleri ve buna bagli olarak da disar1 atilan toplam

protein miktarlari verilmistir.

Cizelge 3.1. Kastrasyon islemine ait idrar verileri

Baslangig Kullanilan Konsantrasyon Idrardaki Digar1  atilan
idrar hacmi idrar hacmi sonrast idrar | protein derisimi | toplam protein
hacmi miktari
Kastrasyon | 55 ml 1,5 ml 0,5 ml 1,42 mg/ml 2,60 mg
oncesi
Kastrasyon | 3 ml 1,5 ml 0,5 ml 1,37 mg/ml 1,37 mg
sonrasi
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Sekil 3.4’te de goriildiigii gibi kastrasyon dncesindeki ve sonrasindaki idrar profilleri
birbirlerinden farklidir. Jellerde yaklasik aynit miktarda protein olmasina ragmen bazi
proteinlerde azalma, bazilarinda ise artis gdzlenmistir. Ozellikle o2u-globulin’in
bulundugu kisimdaki proteinler yok olurken, diger isaretli proteinlerde artis olmustur.
Ayrica disartya atilan toplam protein miktar1 da kastrasyondan sonra neredeyse yariya
inmistir. Bu da o2u-globulin’in ifadesinin cinsiyet hormonlarina bagimli oldugunu

kanaitlar.

A A’nin biiyiiltiilmiis hali

B B’nin biiyiiltiilmiis hali
a2u-globulin

Sekil 3.4 A: kastrasyon Oncesi toplanan idrarin 2D jel goriintimii

B: kastrasyon sonrasi toplanan idrarin 2D jel gériinimii

3.2. Kromatografi Calismalari

Sekil 3.1°de gdsterilmis olan sigan idrarlarinin SDS-PAGE profillerinde de goriildigi
gibi sican idrarinda miktarca en fazla olan protein a2u-globulin’dir. Idrardaki diger pek
cok proteinin ise yogunluklari diistiktiir. o2u-globulin’in izoformlarin1 belirlemek
amaciyla, kromatografi yontemleriyle bu proteinin saflastirilmasina basvurulmustur.

Oncelikle jel filtrasyon kromatografisi yapilmis, elde edilen fraksiyonlardan proteince
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yogun olanlarinin CBB ile boyanmis SDS-PAGE jeli yapilarak fraksiyon profili
incelenmistir. SDS-PAGE jeli ile a2u-globulin proteininin bulundugu fraksiyonlar
belirlenmis ve bu fraksiyonlar birlestirilerek iyon degisim kromatografisine
yiiklenmistir. Son olarak iyon degisim kromatografisi sonucunda elde edilen yogun

proteinli fraksiyonlarin da, CBB ile boyanmis SDS-PAGE jeli yapilmistir.

Jel filtrasyon kromatografisi i¢in yeterli diizeyde protein kullanilmasin1 saglamak
amaciyla 2 adet 10 haftalik erkek sicanin idrar1 alinmis ve 1,5 ml’ye kadar konsantre
edilerek kolona yiiklenmistir. Piirifikasyon sisteminin UV okuyucular1 215, 280 ve 340

nm’de ii¢ dalga boyuna ayarlanmustir.

Jel filtrasyon kromatogramina gore (Sekil 3.5) proteince zengin bolge, 7 ile 16
numarali fraksiyonlar arasidir. Sekil 3.6’da gosterilen SDS-PAGE jeline gore o2u-
globulin proteini, 13 ile 16 numaral1 fraksiyonlar arasinda daha yogundur. Bu nedenle
a2u-globulince yogun olan bu 4 fraksiyon alinarak birlestirilmis ve bu fraksiyonlar iyon
degisim kromatografi kolonundan gecirilmistir. Elde edilen spektruma goére yeniden
SDS jeli yapilmis ve bu sekilde elde edilebilecek o2u-globulin izoformlarina
bakilmistir.

Elde edilen iyon degisim kromatogramina gore protein miktar1 en fazla 4-13 numarali
fraksiyonlar arasindadir. Bu fraksiyonlardan 20 ul kullanilarak yapilan % 15’lik SDS-
PAGE jeli Sekil 3.8’de verilmistir. Bu jele gore a2u-globulin sigan idrarinda bulunan
diger proteinlerden yiiksek oranda saflastirilabilmistir. a2u-globulin en fazla 5 numarali
fraksiyonda bulunmaktadir. 4. ve 6. fraksiyonlarinda da daha az oranda bu protein
bulunmaktadir. Diger fraksiyonlara dogru proteinin miktarinda azalma gergeklesirken 9
numarali fraksiyonda protein miktar1 birden artis gostermektedir. Daha fazla tuz
konsantrasyonu kullanilarak elde edilen bu fraksiyondaki proteinler, a2u-globulin ile
ayn1 molekiil agirhigina sahiptir. Tuz derisimine bagli olarak degisen 6zellik, sadece
iyonik ozelliktir. Bu nedenle iki protein arasinda sadece net yiik farkliligi vardir.
Dolayisiyla bu protein a2u-globulin’in farkli bir izoformudur. Bu spotlarin a2u-globulin
olduklar1 MS analizleri ile onaylattirilmistir (Peter Mantle, Imperial College, Londra,

sOzlii bilgi alis verisi).
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Kromatografik ~ yontemler = sonucunda  a2u-globulin, yiksek  oranda
saflastirilabilmistir. Cok miktarda izoformdan olustugu sdylenen o2u-globulin’in
kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilmasiyla sadece 2 izoformunun elde

edilebildigi SDS-PAGE jeli ile goriilmustiir.

Manual run 2:1_UV2_340nm Manual run 2:1_UV3_215nm

Manual run 2:1_UV1_280nm

Sekil 3.6. Jel filtrasyon kromatografi fraksiyonlarinin % 15°lik SDS-PAGE jel profili
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Manual run 7:1_UV1_280nm Manual run 7:1_UV2_340nm Manual run 7:1_UV3_215nm
Manual run 7:1_Fractions Manual run 7.1_Logbook
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Sekil 3.7. Jel filtrasyonundan elde edilen fraksiyonlarin iyon degisim kromatogrami

Sekil 3.8. Iyon degisim kromatografi fraksiyonlarinin % 15°lik SDS-PAGE jel profili
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3.3. ki Boyutlu Jel Elektroforezi Calismalar

Kromatografik yontemler sonucunda a2u-globulin’in sadece 2 izoformu elde
edilebilmistir. Bu nedenle bu asamadan sonra bu proteinin izoformlarinin

belirlenmesinde iki boyutlu jel elektroforezine basvurulmustur.

Genel erkek sican idrar profilini gérmek amaciyla, ilk olarak bir siganin idrar1 2
oraninda distile su ile seyreltilerek iki boyutlu jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Cam
kapiler olarak kiiciik boy kapiler kullanilmistir (9 cm). Asagida 30 pl ve 20 pl idrar

ornegi kullanilarak yapilan giimiis boyal1 2D jelleri goriilmektedir.

A B

Sekil 3.9. Sican idrar protein profili (kiigiik kapiler) A: 30ul ¥ seyreltilmis 6rnek
B: 20ul ' seyreltilmis 6rnek

Jellere gore, si¢an idrar1 seyreltilmis olmasina ragmen yiiksek oranda protein
konsantrasyonuna sahiptir. a2u-globulin idrarda en yogun olarak bulunan ve 20 k Da
agirliginda bir protein oldugundan, jelde isaretli bolgede oldugu diisiiniilmektedir. Bu

durumda idrarda bulunan o2u-globulin’i izoformlarina ayirmak oldukc¢a zordur. Bu
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nedenle ayni kosullarda ayrica biiylik kapiler tiipler de kullanilarak (20 cm) idrar

ornekleri yiiriitiilmiistiir.

Biiylik boyut kapiler tiipler kullanilarak yapilan jellerle o2u-globulin proteinini
izoformlarma ayirmak ¢ok daha kolay olmustur. Ayrica biiylik kapiler tiiplerde, kiiciik
kapiler tiiplerde yiiriitiilenle ayn1 miktarda idrar 6rnegi yliriitiilmesine ragmen, biiyiik
kapiler tiiplerin kullanilmasiyla idrarda bulunan diger proteinler o2u-globulin’e girisim
yapmamistir. Hem elde bulunan idrar 6rneginin kisitli olmasindan hem de biiytik kapiler
tiplere maksimum 80 pl gibi yiiksek miktarda Ornek yiiklenebilmesinden dolayi
sicandaki a2u-globulin proteinini izoformlarina ayirmada biiyiik kapiler tiiplerinin
kullanilmasi bir avantajdir. Ayrica jel resimlerinde de goriildiigii gibi diger proteinlerin
a2u-globulin’e girisim yapmadig: diisiintildiiglinden, bu proteinin baslangicta yapildigi

gibi kromatografi yontemleri kullanilarak saflastirilmasina gerek kalmamistir.

v
o1

pH 3 »5 pH3

Sekil 3.10. Sigan idrar protein profili (biiyiik kapiler) A: 30ul % seyreltilmis 6rnek
B: 20ul 2 seyreltilmis 6rnek

Bu ¢alismada a2u-globulin proteinini izoformlarina ayirma islemlerinde, Wistar tipi 3
erkek sicanin idrar1 kullanilmistir. Idrar hacimleri konsantre tiipleri kullanilarak once

1-1,5 ml’ye kadar indirilmis, daha sonra 6rnekler iki boyutlu jel elektroforezi i¢in uygun
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duruma getirilmek amaciyla gerekli islemlere tabi tutulmustur. Idrarlarin jelleri
yapilmadan Once iclerindeki protein konsantrasyonlari, Bradford yontemi kullanilarak

hesaplanmustir.

3.3.1. Sican idrarlarimin protein konsantrasyonlar1 ve idrarla atilan protein

miktarlari

Analiz edilen idrarlar, ayn1 kosullarda bakilan 10 haftalik Wistar tiirii siganlardan
almmistir ve sicanlardan toplanan idrarlarin hacimleri birbirlerinden farklidir. Buna
ragmen si¢canlarin idrarla disar1 attiklart toplam protein miktarlarinin birbirlerine
oldukca benzer olduklar1 yapilan Bradford yontemiyle goriilmiistiir. Idrarlarin
konsantrasyon islemlerinden onceki ve sonraki hacimleri de birbirlerinden farklidir.
Dolayistyla hazirlanan her idrar 6rneginin protein konsantrasyonu farkli oldugundan,
orneklerdeki protein tayini, uygun jel goriintiisii elde etmek i¢in kullanilmasi gereken

ornek miktarini belirlemede olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Yapilan 6n deneme c¢aligsmalarinda, kullanilan kapiler tiiplerin uzunluguna ve boyama
cesidine gore uygun protein miktarinin da degistigi goriilmiistiir. Kiiciik kapiler tiipler
kullanildiginda eger glimiis boyama yapilacak ise ortalama 30 pg protein yiiklemesi
ideal sonug vermektedir. Biiyiik kapiler kullanildiginda ise glimiis boyama i¢in ortalama

60 pg, CBB boyama i¢in ise 135 pg protein yiiklemesi yapilmalidir.

Bu calismada kullanilan 3 siganin idrarlarinin her birindeki protein konsantrasyonlari
ayr1 ayri hesaplanmistir. Idrar Orneklerindeki protein derisimleri, Cizelge 3.2.’de
gosterilmis konsantrasyonlarda hazirlanan standart Bovin Serum Albumin (BSA)
coOzeltilerine gore tayin edilmistir. (S1: 1. Sicanin idrari, S2: 2. Siganin idrari, S3: 3.

Sicanin idrar1)

Cizelge 3.2. Kalibrasyon grafikleri i¢in hazirlanan standart BSA ¢ozeltileri

Konsantrasyon (ppm) |0 0,909 2,273 4,545 9,001 13,636 | 18,182
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Abs
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S2

15

C ppm

Abs

y=0,0307x
R?=0,9915

S3

C ppm

Sekil 3.11. S1, S2 ve S3 idrarlari i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri
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Cizelge 3.3. Siganlarin idrar hacimleri, protein konsantrasyonlart ve disart attiklari

protein miktarlar

5,0 ml 0,5 ml 5,43 mg/ml 8,68 mg
S2 8 ml 5,5 ml 1,5 ml 2,00 mg/ml 8,55 mg
S3 6 ml 5.0 ml 0,5 ml 3,10 mg/ml 8,06 mg

Sekil 3.11°deki kalibrasyon grafiklerine gore si¢anlarin idrarlarinin protein
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Cizelge 3.3’de ise sigan idrarlarinin baslangicta
toplanan, konsantrasyon islemi i¢in kullanilan ve bu islemden sonraki hacimleri ile
idrarlarin iizerlerine gerekli kimyasallarin eklenmesinden sonra hesaplanan protein
konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlara bagli olarak sicanlarin idrarlari ile disari
attiklar1 toplam protein miktarlar1 gdsterilmistir. Ornegin, S1°den toplanan toplam idrar
hacmi 8 ml’dir ve bunun 5 ml’si alinmig, 0,5 ml’ye indirilerek konsantre edilmis ve
gerekli kimyasallarin eklenmesinden sonra konsantrasyon 5,43 mg/ml olarak
bulunmustur. Bu nedenle bu sican toplam 8,68 mg protein digar1 atmistir. Iki boyutlu
jeller i¢in kullanilmasi gereken 6rnek miktart da bu derisime gore hesaplanmistir. Diger

sican idrarlar1 i¢in de hesaplamalar bu sekilde yapilmistir.

Yapilan protein miktar tayini sonucunda, o2u-globulin proteinini izoformlarina
ayirmada kullanilan ayni haftalik sicanlarin giinliik disar attiklar1 toplam idrar hacmi
birbirlerinden farkli olmasina ragmen, attiklar1 protein miktarinin benzer oldugu
goriilmiistiir. Idrar ile bir gecede (16 saatlik siirede) atilan toplam protein miktar

yaklasik 8 mg’dir.

Biiytik kapiler kullanilarak yapilan 1. boyut jelleri, 2. boyutlarinin yapilabilmesi i¢in
3’e boliindiiler. Yapilan jellerin 3. kisimlarinda spot gozlenmediginden bu jeller
sekillerde gosterilmemistir. Kiiciik kapiler kullanilarak yapilan jeller, TipA olarak;

bliytlik kapiler kullanilarak yapilanlar ise TipB olarak isimlendirilmistir.
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3.3.2. S1 idrarimin 2D jel profilleri

Bu sicanin idrarmin biiyiik kapiler tiipler kullanilarak oncelikle giimiis boyali jeli
yapilmustir. Jele yiiklenen &rnekteki protein miktar1 54 pg’dir ilk iki jel birlestirilmis

sekilde asagida gosterilmistir. Kirmizi ile isaretlenmis bolgede o2u-globulin’in

izoformlarinin bulundugu diisiiniilmektedir.

Sekil 3.12. S1 idrarinin giimiis boyal1 TipB 2D jel profili

SI’in yapilan giimiis boyali jelinden sonra CBB boyali jeli yapilmistir. Kullanilan
ornek miktart 135 pg’dir. ik iki jel birlestirilmis sekilde asagida gosterilmistir.

Numaralandirilmis spotlarin PMF spektrumlart alinmagtir.

Sekil 3.13. S1 idrarinin CBB boyali TipB 2D jel profili
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3.3.3. S2 idrarimin 2D jel profilleri

Bu siganin idrarmin kiiglik kapiler tiipler kullanilarak oncelikle glimiis boyali jeli

yapilmustir. Kullanilan 6rnek miktart 30 pg’dir

Sekil 3.14. S2 idrarinin giimiis boyali1 TipA 2D jel profili

Kiiciik kapiler ile protein spotlar1 birbirlerinden tam olarak ayrilamadigindan
baslangicta giimiis boyal1 bilytik jel yapilmistir. Daha sonra CBB boyali jel yapilmistir.
Glimiis boyali jelde protein miktar1 60 pg iken, CBB boyali jelde 140 pg’dir.

Sekil 3.15. S2 idrarinin giimiis boyali TipB 2D jel profili
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PH 3 8

Sekil 3.16. S2 idrarinin CBB boyali TipB 2D jel profili

Numaralandirilmis spotlarin a2u-globulin oldugu disiiniilerek PMF spektrumlari

alinmustir.

3.3.4. S3 idrarmn 2D jel profilleri

Bu sicanin idrarinin kiigiik kapiler tiipler kullanilarak oncelikle giimiis boyali jeli
yapilmistir. Kullanilan 6rnek miktar1 31 pg’dir

Sekil 3.17. S3 idrarinin giimiis boyali TipA 2D jel profili
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Yapilan 2D jelleri sonucunda benzer miktarda ornek kullanilmasina ragmen, 3
sicanin a2u-globulin profillerinin birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir. S1 ve S2’nin
jellerinden a2u-globulin oldugu diisiiniilen birka¢ spot kesilerek kiitle analizleri

yapilmistir.

3.4. Kiitle Analizleri

Jel resimlerinde gosterilen 16 spotun PMF spektrumlar1 ve peptit dizileri asagidaki

gibidir.
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Sekil 3.18. S1 jelinin 1 ve 2 no’lu spotlarinin PMF spektrumlari
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Sekil 3.19. S1 jelinin 3, 4, 5 ve 6 no’lu spotlarinin PMF spektrumlari
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Sekil 3.20. S1 jelinin 7, 8 ve 9 no’lu spotlarinin PMF spektrumlari
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Sekil 3.21. S2 jelinin 10, 11 ve 12 no’lu spotlarinin PMF spektrumlari
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Sekil 3.22. S2 jelinin 13, 14, 15 ve 16 no’lu spotlarinin PMF spektrumlari
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Cizelge 3.4. S1 jelindeki spotlarin peptit kiitleleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9
523,923857 523,907526 523,922899 523,924014 523.910779 523.923825 523.923779 523,924646 523,923491
567,949842 567,937365 525,939394 567,949039 567.941455 567.949347 567.949463 567,948542 567,949929
627,917504 605,896277 567,946943 627,915675 570.093022 627.916953 627.916959 605,912423 627,915978
634,142473 627,902375 589,941580 634,141988 605.905835 634.141994 634.142233 627,914768 634,14105
643,906922 634,113541 605,910885 643,904787 627.909851 643.905699 643.905749 634,130511 643,906177
649,922335 643,889240 627,914055 649,919654 643.890285 649.920806 649.920817 643,899759 649,922018
655,938414 649,902868 634,119209 655,936231 649.906367 655.937246 655.937087 649.917206 655,937893
662,186515 655,923177 643,897480 662,186603 655.928704 662.186407 662.186511 655,934669 662,185570
665,908929 662,161839 649,914777 665,905962 665.894430 665.907387 665.907392 662,177838 665,908596
671,922615 665,888233 655,932959 671,919528 671.907927 671.920678 671.920645 665,901412 671,921311
681,897027 671,906588 659,160927 681,895394 855.050165 681.895955 681.896143 671,916468 681,896748
687,908476 804,256754 662,166293 687,905647 861.068815 687.906784 687.906897 681,889365 687,908023
832,326980 832,295199 665,898632 804,292106 877.048206 832.326594 832.327514 687,901506 804,290871
839,089542 842,502574 671,916076 832,326721 998.535240 842521911 839.090478 832,311361 832,326368
842,525626 855,035691 832,297015 839,089219 1327.684650 855.064539 842522126 839,085697 839,088999
855,066559 877,032434 839,086175 842,521327 1349.664715 861.081119 855.064528 842,516991 842,525558
861,082866 881,255962 842,509741 855,062644 1492.454251 871.042503 861.081140 855,058825 855,066275
871,044910 998,531489 855,055978 861,079507 1526.749111 877.056623 871.042908 861,076846 861,082694
877,059126 1277,701122 861,077600 871,041098 1528.731220 881.272652 877.056594 871,034286 871,044908
881,269892 1327,678131 877,050709 877,054423 1532.776705 893.029919 881.272663 877,051482 877,059009
893,033870 1349,658225 881,248829 881,270799 1543.756265 998.549786 893.029842 881,254960 893,034106
998,550678 1492,443802 893,026037 893,026103 1544.755848 1066.085760 998.549874 893,022256 998,549993
1066.088136 1502,698007 998,542494 998,549976 1549.793931 1082.063290 1066.085804 998,547157 1066,087760

1082,065994 1506,471865 1066,081156 1066,083542 1554.769213 1277.742944 1082.063327 1066,079841 1082,065795
1277,722390 1526,734614 1277,714647 1082,061227 1557.761350 1327.695747 1277.743619 1082,055368 1277,744211
1327,697601 1532,766428 1327,681117 1277,740989 1558.769260 1349.679508 1327.697453 1277,731920 1327,696736
1349,681296 1543,750123 1349,661071 1327,693010 1560.756040 1490.432335 1349.682022 1327,686730 1349,681390
1492,443347 1544,748667 1365,641222 1349,676226 1566.748579 1492.440805 1365.666828 1349,669008 1365,667587
1502,710796 1549,782817 1492,439331 1490,457298 1571.773814 1502.715236 1490.458875 1492,422933 1490,460459
1506,453667 1554,763307 1526,747641 1492,439418 1573.762012 1506.452975 1492.443059 1506,406151 1492,444364
1527,774288 1557,748306 1528,732273 1506,449955 1581.747044 1527.766524 1502.725440 1526,752947 1502,725910
1532,789102 1558,760758 1532,773368 1527,762968 1705.908925 1532.787797 1506.438946 1528,749466 1506,452946
1543,777895 1560,748413 1543,749770 1532,785040 1892.964009 1543.774468 1527.761853 1532,778148 1527,776222
1544775164 1566,740349 1544,750923 1543,772155 1952.922299 1544.772073 1529.780077 1543,763691 1532,788670
1549,808609 1571,767327 1549,788571 1544,769734 1975.808090 1549.807675 1532.785081 1544,760431 1543,778977
1554,795919 1573,741519 1554,768780 1549,802597 2395.105665 1554.794033 1543.775540 1554,778610 1544774899
1557,795288 1581,744970 1557,750074 1554,791497 2409.121825 1557.791965 1544.774692 1557,775722 1549,807797
1558,782795 1586,753239 1558,763815 1557,789041 2417.089463 1558.780089 1549.806646 1558,761946 1554,795021
1559,790683 1688,867056 1560,753477 1558,778013 2423.130256 1559.788369 1554.795160 1559,772686 1557,794792
1561,786352 1705,891669 1566,743385 1559,786137 2431.094947 1561.788031 1557.793521 1561,765586 1558,783089
1566,768938 1892,946840 1571,774595 1561,786381 2434.074335 1566.766379 1558.781633 1566,754964 1559,790123
1570,787678 1906,951066 1573,776438 1566,763371 2447.073609 1570.786705 1559.789929 1571,781427 1561,785885

1571,799341 1952,905520 1581,735781 1570,784525 1571.797633 1561.785554 1574,781644 1564,784670
1574,802185 2121,103157 1586,759782 1571,794588 1574.800329 1566.768100 1581,757091 1566,767918
1582,771006 2239,131579 1689,887766 1574,798258 1582.769914 1570.788319 1586,772046 1569,788483
1587,789332 2395,094916 1705,904707 1582,764315 1587.788514 1571.799313 1688,896701 1571,797049
1688,920210 2409,108843 1707,882319 1587,783314 1688.914521 1574.802024 1705,910890 1573,803772
1705,934087 2417,077944 1892,955816 1688,911090 1705.930068 1582.769475 1892,967425 1576,791593
1892,983108 2423,117808 1952,919255 1705,9250311 1892.980790 1587.789771 1952,939681 1582,772197
1952,954342 2431,086832 2121,158534 1892,974824 1952.953039 1688.919233 2121,158494 1587,788782
2121,171819 2434,074588 2136,163370 1952,946074 2121.164944 1705.934008 2239,157681 1688,920335
2140,051162 2447,064845 2140,005099 2121,161991 2239.171339 1892.982942 2377,106655 1704,927253
2239,193606 2239,146391 2239,165544 2377.125251 1952.954700 2395,135887 1706,935831
2395,155229 2395,103956 2377,117237 2395.152269 2121.164980 2409,145574 1892,983335
2409,173252 2409,118878 2395,145104 2409.171093 2239.171740 2417,127373 1952,953357
2417,149128 2417,089471 2409,161342 2417.146167 2377.128282 2423,144924 2037,444260
2423,175753 2423,124580 2417,138921 2423.172597 2395.154935 2431,130707 2121,171933
2431,161640 2431,100558 2423,162065 2431.158431 2409.174670 2434,107114 2140,051606
2434,129904 2434,069129 2431,149095 2434.128579 2417.148933 2439,108764 2239,193034
2438,149415 2445,101144 2434,121023 2438.145582 2423.176852 2445,131714 2395,153343
2445,163024 2807,331230 2438,137503 2445.160597 2431.161888 2447,113496 2409,170521
2448,163565 2445,150928 2447.151281 2434.130593 2705,226666 2417,146656
2705,255229 2447,145126 2807.385722 2438.148727 2807,369435 2423,169268
2807,404947 2807,378609 3348.684799 2445.163982 3331,616709 2431,156377
3331,644179 3808,905350 3808.911698 2448.161634 3348,664252 2434,129142
3347,694019 2807.387561 2438,145175
3808,924347 3348.685889 2445,155871
3808.913444 2447,150398

2705,255447

2807,404542

3331,642754
3347,692527
3808,924263
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Cizelge 3.5. S2 jelindeki spotlarin peptit kiitleleri

10 11 12 13 14 15 16
515,099415 523,923769 523,924495 523,923214 523,923729 515,098782 523,923675
523,922548 567,949903 567,948356 567,949934 567,949583 523,915271 567,950162
525,938583 627,916060 627,913121 627,915606 627,916944 525,931156 627,916170
567,945925 634,141220 634,128078 634,140161 634,142288 567,940068 634,141175
589,942039 643,906260 643,898506 643,905863 643,905781 570,088596 643,906247
605,911395 649,922296 649,916683 649,921692 649,920815 589,934815 649,922197
627,911327 655,937919 655,934074 655,937234 655,937095 605,890586 655,938503
634,116765 662,186317 662,176656 662,185619 662,186525 627,905754 662,185637
643,894193 665,908935 665,900870 665,908270 665,907404 634,115838 665,908575
649,909898 671,921393 671,916080 671,921101 671,920662 643,890458 671,921629
655,926897 681,896937 681,889303 681,897056 681,896118 649,903549 681,896862
659,160233 687,908171 687,899429 687,908717 687,906999 655,922737 687,908030
662,162647 804,291058 708,207949 804,290297 832,327429 662,162325 804,290992
665,891425 832,326486 832,308617 832,325700 839,090163 665,887428 832,326318
804,264535 842,525666 839,082920 839,088983 842,522923 671,904913 839,089951
832,294065 855,066612 842,514325 842,525018 855,064564 804,265868 842,525812
842,509046 861,082989 855,057777 855,066295 861,081138 832,294825 855,066532
855,050184 871,045171 861,076148 861,082670 871,043044 842,505821 861,083260
861,072842 877,059231 871,032693 871,045002 877,056595 855,035427 871,045050
877,043805 881,266604 877,050746 877,059052 881,269063 861,065319 877,059361
881,250742 893,034303 893,021131 893,034244 893,029941 877,037849 893,034323
931,508344 998,550828 998,46415 998,549999 998,549937 881,253629 998,550195
998,538585 1066,088280 1066,078418 1066,087768 1066,085849 998,537441 1066,088058
1277,723426 1082,066216 1082,054878 1082,065895 1082,063459 1060,552918 1082,065943
1327,677766 1277,744643 1277,724968 1277,21709 1277,743558 1277,708037 1277,744258
1349,657097 1327,697986 1327,683633 1327,696371 1327,697388 1327,676106 1327,696695
1492,438710 1349,682564 1349,664624 1349,680875 1349,681595 1349,656829 1349,681666
1526,743202 1365,668280 1492,413054 1365,667609 1490,458399 1365,634545 1365,667881
1528,725027 1492,444411 1532,775038 1490,460681 1492,443003 1492,434904 1490,460264
1532,770251 1502,712818 1543,758299 1492,446508 1502,725603 1502,698761 1492,446442
1543,747307 1506,452873 1544,754103 1502,708399 1506,438459 1506,456640 1502,725113
1544747550 1527,775640 1554,772931 1506,452864 1527,762129 1526,737320 1506,453399
1549,784750 1532,788873 1558,766934 1527,775635 1529,780252 1532,765839 1527,776641
1554,760385 1543,778859 1560,758907 1532,788322 1532,785496 1543,752712 1532,789340
1557,742675 1544,775521 1566,748684 1543,777876 1543,775248 1544,746415 1543,778994
1558,759783 1549,808523 1571,775158 1544,774603 1544,774711 1549,783272 1544,774946
1560,749073 1554,795962 1574,772951 1549,807832 1549,806990 1554,758835 1549,807848
1571,770730 1557,795277 1581,754188 1554,794967 1554,795287 1557,755043 1554,795306
1573,739717 1558,782817 1586,767601 1557,794192 1557,793563 1558,759332 1557,794879
1689,887560 1559,790749 1688,889432 1558,781990 1558,780646 1560,745987 1558,782446
1705,902280 1561,786914 1705,906003 1559,789597 1559,789978 1565,743541 1559,790109
1707,876532 1566,768838 1892,964519 1561,784577 1561,783579 1571,766549 1561,786156
1892,951853 1570,786845 1952,933495 1566,767381 1566,768218 1574,760313 1564,784755
1952,910729 1571,798973 2121,158242 1570,785942 1570,788480 1581,746104 1566,767806
2121,158428 1574,802088 2136,164609 1571,797015 1571,799295 1587,750245 1569,788507
2136,164617 1582,771066 2239,149451 1574,800063 1574,802002 1688,865276 1571,797158
2140,010362 1587,790035 2377,099087 1582,771005 1582,769169 1705,887878 1573,803577
2143,117973 1688,921565 2395,125763 1587,788416 1587,789784 1892,949313 1576,791381
2154,029130 1705,937188 2409,137554 1688,919957 1688,919244 1906,953261 1582,771414
2239,144163 1892,984794 2417,114519 1704,926339 1705,933919 1914,927524 1587,788788
2292,154643 1952,953826 2423,137084 1706,934611 1892,982365 1952,906924 1688,920260
2395,096337 2121,171879 2431,118980 1892,982784 1952,954587 2121,103028 1704,927213
2409,109074 2140,051301 2434,097402 1952,951277 2121,164931 2239,132846 1706,935539
2417,080016 2239,193791 2445,120830 1994,003601 2239,183345 2380,085135 1892,983421
2423,116878 2395,154987 2807,364109 2121,171644 2377,128693 2395,095652 1952,953619
2431,084790 2409,172916 2140,051466 2395,154946 2409,108892 2121,172055
2807,328201 2417,148958 2239,192061 2409,173845 2417,079037 2140,051751
2423,173653 2395,150375 2417,148895 2423,116705 2239,193079
2431,159467 2409,168480 2423,175890 2431,086767 2395,152512
2434,131342 2417,142618 2431,161624 2434,074822 2409,169660
2438,149941 2423,167191 2434,129977 2445,090881 2417,145485
2445,160427 2431,153467 2438,148261 2807,310362 2423,168390
2448,161774 2434,126878 2445,163864 2431,155041
2705,254855 2438,141312 2448,162017 2434,128172
2807,404845 2445,153433 2807,395179 2438,142776
3331,642987 2448,155455 3347,690338 2445,154371
3347,692723 2705,248183 3808,910349 2447,148633
3808,923198 2807,398263 2705,255368
3331,634161 2807,400988
3347,685368 3331,635818
3808,913342 3347,689029
3808,920005

Kiitle analizleri yapilan spotlarin PMF spektrumlari incelendiginde, spektrumlarin

neredeyse hepsinin birbirinin ayni oldugu gozlenir. Peptit listelerinde kirmizi ile
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isaretlenmis tiim peptitler,

16 proteinde de ortaktir. Bu peptitler kullanilarak

MASCOT’ta yapilan taramalar sonucunda tiim protein spotlarinin ‘major urinary

protein’e karsilik geldigi goriilmiistiir ve bu spotlarin peptit kiitlelerinden maksimum 5

tanesi (mavi ile isaretlenmis peptitler) o2u-globulin’in de peptitlerine karsilik

gelmektedir. Cizelge 3.6’da MASCOT taramalar1 sonuglarina gore spotlarin MUP ile

ortak olan peptitleri ve % dizi uyumlar1 (sequence coverage) gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Protein spotlarinin MUP peptitlerine karsilik gelen kiitleleri

SPOT % DiZi UYUMU MUP ILE ORTAK PEPTIiTLER
1 31 998, 1527, 1549, 1705, 2395
2 24 998, 1549, 1705, 2395

3 24 998, 1549, 1705, 2395

4 31 998, 1527, 1549, 1705, 2395
5 24 998, 1549, 1705, 2395

6 31 998, 1527, 1549, 1705, 2395
7 31 998, 1527, 1549, 1705, 2395
8 - 998, 1705, 2395

9 30 998, 1527, 1549, 2395

10 28 931, 998, 1549, 1705, 2395
11 31 998, 1527, 1549, 1705, 2395
12 24 998, 1705, 2395

13 30 998, 1527, 1549, 2395

14 31 998, 1527, 1549, 1705, 2395
15 24 998, 1549, 1705, 2395

16 30 998, 1527, 1549, 2395

Cizelge 3.7’de protein veri bankasinda bulunan a2u-globulin proteininin aminoasit

dizileri ve bu dizilerin ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) programi

kullanilarak birbirleriyle yapilan aminoasit karsilastirmasi gosterilmektedir.
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Cizelge 3.7. Sigan (Rattus norvegicus) a2u-globulin aminoasit dizilerinin karsilastiriimasi

NCBI Protein a2u-globulin Aminoasit Dizileri
Referans No
NP 671747 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVAKLNGDWESIVVASNKREKIEENGSMRVE 60
NP 988843 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEDASSTRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRVE 60
NP 001003409 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTRGNLDVDKLNGDWESIVVASDKREKIEENASMRVE 60
XP_ 001067036 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWESIVVASNKREKIEENGSMRVE 60
XpP 001061142 MKLFLLLLCLGLTLVCGHAEEANSERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEQNGSMRFE 60
XP 001062671 MKLFLLLLCLGLTLVCGHAEEANSERGNLDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEQNGSMRFFE 60
NP 001019419 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEANSERGNLDVDKLNGDWESIVVASNKREKIEENGSMRVE 60
NP 001029131 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWESIVVASDKREKIEENGSMRVE 60
XP 001056737 MKVLLLVLCLGLTLVCGHAEGASSSRGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRVE 60
NP 671745 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSTTGNRDVDKLNGDWFSIVVASDKREKIEENGSMRVE 60
NP 942079 MKLLLLLLCLGLTLVCGHAEEASSVRGNLDVDKLNGDWESIVLASDKREKIEENGSMRVE 60
NP 671746 MKLLLLLLCLGLTLVCGHEEEASFERGNVDVDKLNGDWESIVMASDKREKIEENGSMRVE 60
NP 976070 MKLLLLLLCLGLTLVCGHEEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVMASDKREKIEENGSMRVE 60
XP_34554O MKLLLLLLRLGLNLVCGHAEEASFERGNLDVDKLNGDWFSIVVASNKREKIEENGSMRVE 60
**::**:* *‘k‘k‘***** * ~k‘ Kk kKK ********:**:******:*_***_*
NP_671747.1 MQHIDVLENSLGFKFRIKENGEC TPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDRYV 120
NP 988843.2 MQOHIDVLENSLGFKFRIKENGECR! TPEDGEYFVEYDGGNTEFTILKTDYDRYV 120
NP 001003409.1 MQOHIDVLENSLGFKFRIKENGECR! TPEDGEYFVEYDGGNTEFTILKTDYDRYV 120
XP_001067036.1 MQHIDVLENSLGFKFRIKENGEC TPEDGEYFVEYDGGNTFTILKTDYDRYV 120
XP_001061142.1 VQHIDVLENSLGFKFCIKENGEC TPKDGEYFLEYDGGNIFTILKTDYDRYV 120
XP_001062671.1 VOHIDVLENSLGFKFCIKENGECR! TPKDGEYFLEYDGGNIFTILKTDYDRYV 120
NP 001019419.1 MQOHIDVLENSLGFKLCIKENGECR! TPKIGEYFLEYDGGNTEFTILKTDYERYV 120
NP_001029131.1 VQHIDVLENSLGFTFRIKENGVCT TAKDGEYFVEYDGENTFTILKTDYDNYV 120
XP_001056737.1 MQHIDVLENSLGFKFHIKENGVCT TAKDGEYFIEYDGGNIFTILKTDYGNYV 120
NP 671745.1 VOHIRVLENSLAFKFRIKENGVCT TPKDGEYFVEYDGGNTEFTILKTDYDRYV 120
NP 942079.1 MQOHIDVLENSLGFKFHIKKNGECR! TPKDGEYFVEHDGGNTEFTILKTDYDRYV 120
NP_671746.1 VQHIDVLENSLGFKFRIKVNGKC TPKDGEYFVEYDGGNTEFNILKTDYDRYV 120
NP_976070.1 VQHIDVLENSLGFKFHIKVNGKC TPKDGEYFVEYDGGNTEFNILKTDYDRYV 120
XP_345540.2 MQOHIDVLENFLGFKFRIKVNGECR TPKDGEYFVEFDGGNTVNILKTDYYKYL 120
:*** * %k k% *.*.: *k kk Kk s, * % :*.: ****:*.** * .******_*:
NP_671747.1 MFHLINFKNGETFQLMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQAR 180
NP 988843.2 MFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQAR 180
NP 001003409.1 MFHLINFKNGETFQAMVLYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDHCLQAR 180
XP_001067036.1 MFHLVNFKNGETFQLMELYGRTKDLSSDFKKKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQAR 180
XP_001061142.1 MFHLVNVNNGEAFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQAR 180
XP_001062671.1 MFHLVNVNNGEAFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTE-CLSVQ 179
NP 001019419.1 MFHLVNVNNGEAFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCEAHGITRDNIIDLTKTDRCLQAR 180
NP_001029131.1 MFHLVNVNNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQA- 179
XP_001056737.1 MFHVVNVKNGETFQLMELYSRSKDLSSDIKEKFAKLCEAHRITRDNIIDLTKTDHCLQA- 179
NP 671745.1 MFHLVNFKNGETFQLMELYGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLQAR 180
NP 942079.1 MIHLVNVKNGETFQLMLLYGRTKDLSSDIKEKFEKLCVAHGITRDNIIDLTKTDRCLKAR 180
NP_671746.1 MFHLVNFKDGETFQLMNLFGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRENIIDVTKTNRCLQAQ 180
NP_976070.1 MFHLVNFKDGETFQLMNLLGRTKDLSSDIKEKFAKLCVAHGITRENIIDVTKTDRCLQAR 180
XP_345540.2 ILQIINYKNGRTYLVTKLWGRTKYLSSDIKEKFEKLCVAHGITRDNIIDLTNADRCLQA— 179
:::::* ] ..: * ********* *kk kk kkk . *****:: **
NP _671747.1 G o 181
NP_988843.2 Gmm o 181
NP_001003409.1 Gm o 181
XP_001067036.1 G 181
XP _001061142.1 R e 181
XP 001062671.1 KSIQEVLNGFLYPFFLDYSVLSGDFSPGLQHHHFLSMEHPETNSAI 225
NP 001019419.1]| Gmmmmm e 181
NP_001029131.1 | e
XP_001056737.1 | e
NP 671745.1 Gmmmmm e 181
NP_942079.1 G o 181
NP 671746.1 Gmm o 181
NP_976070.1 G 181
XP 345540.2 | e




a2u-globulin’in aminoasit dizilerinde sar1 boyal1 sekans bolgeleri 1549 Da, kirmizi
cergeveli sekans bolgeleri 1705 Da, yesil ile boyali sekans bolgeleri 998 Da, mavi ile
boyali sekans bolgeleri 2395 Da ve gri ile boyali sekans bolgeleri de 1527 Da molekiil
agirlikli peptidlere karsilik gelmektedir.

NCBI referans numaralari ile isimlendirilmeleri degisen a2u-globulin’in molekiil

agirliklar ile proteinlerin igerdigi aminoasit sayilar1 Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

Cizelge 3.8. a2u-globulin’in referans numaralarina gore isimleri, aminoasit sayilari ve

molekiil agirliklari

NCBI referans Isim Aminoasit Sayisi Molekiil Agirhig (Da)
No
NP_671747 PGCL1 181 20736,7676
NP_988843 PGCL2 181 20724,6699
NP_001003409 L type 181 20734,6621
XP_001067036 Ratn | 181 20917,9219
XP_001061142 S-a2u-g 1 181 20754,6992
XP_001062671 S-a2u-g 2 225 25747,2754
NP_001019419 a2u-g 181 20670,7246
NP_001029131 PGCL4 179 20349,1328
XP_001056737 PGCL4-1 179 23422,6992
NP_671745 PGCL3 181 20650,6602
NP_942079 MUP 4 181 20678,8633
NP_671746 PGCL5 181 20821,9199
NP_976070 MUP 5 181 20811,9258
XP_345540 S-PGCL2 179 20803,0176

Spot peptitleri ile MASCOT ’ta yapilan taramalar sonucunda bu proteinlerin PGCL2
1simli protein olduklart goriilmiistiir ve Cizelge 3.7 de boyali olarak gosterilen sadece
birka¢ sekans bolgesi, kiitlesi analiz edilen proteinlerde bulunmaktadir. Diger peptitler
ise a2u-globulin peptit dizilerine karsilik gelmemektedir. Ciinkii tarama yapilan
veritabanlarina  arastirma  gruplart1  birbirlerinden  bagimsiz  olarak  veri
kaydedebilmektedir. Dolayisiyla tiim bu verilerin kontrol edilebilmesi ¢ok zordur ve bu
nedenle bulunan veriler ¢okta giivenilir degildir. Bundan dolayr bu verilere ‘non-

redundant’ denmektedir.
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4. TARTISMA

Organizmanin saglikli olarak yasamini siirdiirebilmesi i¢in kanin i¢inde bulunan
maddelerin belli bir derisimde kalmasi gerekmektedir. Bunun i¢in kan, nefronlardan
gecerken siiziiliir ve yararli maddelerden geri kalan artik maddelerin bulundugu sivi,

idrar yollar1 ile disar1 atilir.

Idrar, kanin siiziilmesi sonucu meydana geldiginden, kanin bilesiminde meydana
gelebilecek herhangi bir degisim idrar1 dogrudan etkiler. Dolayisiyla idrar, viicut ile
ilgili yararli bilgiler iceren 6nemli bir biyolojik sividir. Ozellikle idrarda olusabilecek
protein artisi; renal ve uregenital rahatsizliklarla dogrudan iliskilidir. Idrarda protein
artis;; yani proteiniiri, bobrek hastaliklarina eslik eden en o6nemli patofizyolojik
bozukluklardan birisidir. Bunun disinda idrardaki protein cesitliligi de nefropati
hakkinda 6nemli bilgiler verir. Bu nedenle idrarda proteomik ¢aligmalarin yapilmasi,
hastaliklarin teshisi i¢in biyolojik isaretlerin (biyomarker) kesfedilmesinde de

onemlidir.

Gegmisten beri doktorlar ve bilim insanlar1 proteiniirinin tam olarak aydinlatilmas ile
ilgilenmislerdir. Bu baglamda 1932 ve 1933 yillar1 arasinda, proteiniirinin nedenleri
lizerine yapilan bir arastirmada saglikli laboratuar hayvanlarmin idrarinda protein
oldugu gorilmistiir (Addis 1932, Bell 1933, Parfentjev vd 1933). Bu nedenle 1960’lara
kadar siganlarda ve farelerde normal durumlarda bulunan bu proteinlerin detaylh
arastirmasi yapilmis ve bu proteinlerin canlida herhangi bir hastalik gostergesi olmadigi,
hatta biyolojik bir zorunluluk oldugu ve diger hamstir, kdpek ve orangutan gibi

hayvanlarin idrarinda da yiiksek miktarda bulundugu goriilmiistiir.

Bu noktadan yola ¢ikilarak yapilan bu ¢alismada da, bol miktarda bulunan, diisiik
molekiil agirhigina sahip ve siganlarda o2u-globulinler olarak isimlendirilen bu
proteinlerin izoform g¢esitliligi iki boyutlu jelleri yapilarak arastirildi. Bu proteinin
incelenmesi, bir taraftan feromon tasiyicisi olmasi, diger taraftan da sicanlarda nefropati

ile iligkili olmas1 baglaminda 6nemlidir.
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Caligmada ilk olarak SDS-PAGE jeli ile Wistar tipi erkek ile disi sigan idrarlarinda
bulunan a2u-globulin’in molekiil agirliklarinin karsilastirmast yapildi. Elde edilen jel
gorlntiisiine gore, a2u-globulin’in molekiil agirliginin disi sicanlarda erkek siganlara

gore daha biiylik oldugu diisiiniilmektedir.

Erkek sican idrarinda bulunan o2u-globulin protein cesitliliginin 2D jelleri ile
incelenebilmesi i¢in hangi haftaya ait idrarin kullanilmasi gerektigini bulmak amaciyla
erkek sicanlarin 4 ile 10 haftalar1 arasinda idrarlar1 toplandi. Disi idrarlarinin o2u-
globulince diisiik konsantrasyonda oldugu literatiirden bilindiginden bu idrarlar 5 kat
konsantre edilerek, erkek sican idrarlari ise herhangi bir isleme tabi tutulmadan % 15°lik
SDS-PAGE jelinde yiiriitiildii. Sonugta disi sigan idrarindaki a2u-globulin 10. haftadan
itibaren SDS-PAGE jelinde goriiniir hale gelirken, erkek sigan idrarindaki a2u-globulin,
6. haftadan itibaren bariz sekilde goriiniir hale geldi. Bu da erkek siganlarin 6. haftadan
itibaren testosteron iiretimine bagli olarak cinsel olgunluga ulagsmaya basladigini
gostermektedir. Literatiirde bu proteinin ifadesinin yaklasik 6. haftada baslamakta
oldugu ve 12. haftada da maksimum seviyeye ulastig1 ifade edilmektedir (Roy vd 1983).
Bu nedenle 2D ¢alismalart ig¢in 10 haftalik si¢anlarin idrarlarinin kullanilmasina karar
verilmistir. Ciinkii a2u-globulinin izoformlarinin izoelektrik noktalar1 birbirlerine ¢ok
yakindir. Dolayisiyla kullanilan idrarlardaki protein konsantrasyonu, 2D jellerinde
goriinilir olabilmesi i¢in hem belli bir limitin iistiinde olmalidir hem de izoformlarin

birbirlerine girisim yapmamasi i¢in ¢ok yliksek konsantrasyonda da olmamalidir.

o2u-globulin’in ifadesinin testosteron hormonuna bagli oldugunu gostermek
amactyla bir erkek sicanin kastrasyonundan (testisleri uzaklastirma islemi) once ve
sonrasinda idrar1 alinarak 2D jelleri yapildi. Testosteronun a2u-globulin’in ifadesini
artirdigi soylenmektedir (Vandoren vd 1983). Fakat bu durum, 2D elektroforez
kullanilarak yapilan idrar jel profilleri ile gosterilmemistir. Bu baglamda, idrarlardan
yaklasik 30 mg protein olacak sekilde alinarak 2D jelleri yapildi. Elde edilen jel
profillerine gore kastrasyondan sonra o2u-globulin’in izoformlarinin neredeyse tamami
yok olurken, idrarda bulunan diger proteinlerin miktarinda artis gozlendi. Bu da gdsterir
ki kastrasyonla beraber testosteron seviyesi diismiis, bu durum da o2u-globulin’in

ifadesini durdurmustur.

71



Idrarlarin 2D jelleri yapilmadan énce kromatografi yontemleri ile saflastirilmasina
basvuruldu. Idrar 6rnegi swrasiyla jel filtrasyon ve iyon degisim kolonlarindan
gecirildikten sonra, elde edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE jeli yapilmis, a2u-globulin
belli fraksiyonlarda yogunlagsmis ve yiiksek oranda saflagtirilabilmistir. Sonucta
kromatografi metotlariyla a2u-globulin’in sadece 2 izoformu elde edilmistir. Bu
spotlarin o2u-globulin olduklar1 MS analizleri ile onaylattirilmistir (Mantle, sozli bilgi
alis verisi). a2u-globulin’in bir¢ok izoformdan olustugu bilinmektedir. Bu nedenle idrar

orneklerinin 2D jelleri yapildi.

Bu c¢alismada a2u-globulini izoformlarina ayirmada Wistar tipi 3 adet erkek sican
idrar1 kullanildi. Siganlarin idrar hacimleri birbirlerinden farkli olmasina ragmen yapilan
Bradford yontemiyle i¢lerinde bulunan toplam protein miktarlar1 hepsinde yaklasik 8

mg olarak hesaplandi.

Yapilan 6n deneme calismalarinda, kullanilan kapiler tiiplerin uzunluguna ve boyama
cesidine gore uygun protein miktarmin da degistigi goriildi. Kiiciik kapiler tiipler
kullanildiginda eger giimiis boyama yapilacak ise ortalama 30 pg protein yiiklemesi
ideal sonug verdi. Biiylik kapiler kullanildiginda ise giimiis boyama i¢in ortalama 60 pg,
CBB boyama i¢in ise 135 pg protein yiiklemesi yapildi.

Yapilan 2D jellerde o2u-globulin’in birgok izoformdan olustugu goriildii. Fakat
yapilan tiim jellerde yaklasik ayni miktarda Ornek yliklemesi yapilmasina ragmen
siganlarin idrar profillerinin birbirlerinden farkli oldugu gozlendi. Literatiirde de a2u-
globulin’in bir¢ok izoformunun oldugu ve bu izoformlarin donemsel olarak siirekli

degistigi sOylenmektedir (Roy vd. 1983). Fakat si¢anlarin tliimiinde izoformlarin

donemsel olarak ayn1 olduklarina dair herhangi bir genelleme de yapilmamuistir.

Yapilan 2D jellerinden kesilen ve a2u-globulin oldugu diisliniilip MS yapilmis
spotlarin peptit kiitle parmak izi spektrumlarima goére 16 protein de a2u-globulin’e
karsilik gelmistir. Fakat protein spotlarinda bulunan yalnizca 5 peptidin a2u-globulin
peptitleri arasinda da bulundugu goriilmiistiir. Diger peptitler de ise modifikasyon

oldugu disiiniilmektedir. Bu modifikasyonlar; glikolizasyon, fosforilasyon veya
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metilasyon olabilir. Bu konuda literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.
Modifikasyonlardan hangisinin veya hangilerinin kiitle analizi yapilan proteinlerde
oldugu tek basina PMF spektrumlarindan bulunamaz. Wistar tipi erkek sican idrarinda
iki sira halinde farkli molekiiler agirlikli ve izoelektrik noktali 10-15 arasinda o2u-
globulin’in izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar arasindaki farkliliklarin tam olarak
aydinlatilabilmesi icin elde edilen peptitlerin sekanslamalar1 yapilmalidir veya 2D jelleri
yapildiktan sonra jeller CBB yerine sadece glikoproteinlere veya fosfoproteinlere
baglanan 6zel boyarmaddelerle boyanip kiitle analiz islemlerine tabi tutulabilirler.
Ayrica protein veritabanlarinda a2u-globulin’in 19 aminoasitlik bir sinyal sekansina
sahip oldugu belirtilmektedir. Bu protein iiretildigi hiicreden disariya salindigindan
sinyal sekansini kaybetmis olmast gerekmektedir. Dolayisiyla o2u-globulin’in
taramalarda c¢ikan 20,724 kDa’dan daha kiiciik bir molekiil agirliga sahip olmasi

gerekmektedir. Bu da yapilacak sekanlama islemiyle bulunabilir.
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5. SONUC

Wistar erkek sigan idrarinda yogun olarak bulunan a2u-globulin’in izoform
cesitliliginin arastirilmasi amaciyla yapilan bu ¢alismada, a2u-globulin’in hem molekiil
agirlik olarak hem de izoelektrik nokta olarak birbirlerinden farklilik gdsteren 10-15
arasinda izoformlarinin oldugu goriilmistiir. 2D jellerinde o2u-globulin oldugu
diisiiniilen spotlarin PMF spektrumlar1 ¢ekilmis ve bunlarin hepsinin NP_988843
referans numarasina sahip PGCL2 isimli proteine karsihik geldigi goriilmiistiir.
Izoformlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde elde edilen peptit kiitleleri tek
basina yeterli degildir. Bunun i¢in bu asamadan sonra uygun olarak secilen peptitlerin
sekanslamalari yapilmalidir. Dolayisiyla a2u-globulin’in tek bir gen kaynakli mi1, yoksa
birden fazla genden mi iiretildigi bulunup, neden ¢ok fazla izoformun var oldugu

anlasilabilir.
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