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aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.
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ONSOZ VE TESEKKUR

Bilimsel literatiir igerisinde formalinle fikse edilip parafine gomiilmiis mide
dokularmin MALDI-Kiitle spektrometresi goriintiileme ydntemi analizi ile peptit
profillerinin incelendigi c¢aligmalar limitli oldugundan ve optimize edilmis
protokollerin olmamas1 nedeni ile optimizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi 6nem arz
etmektedir. Bu nedenle ileri proteomik teknikleri kullandigimiz bu c¢alismada
formalinle fikse edilip parafine gomiilmiis mide biyopsi Ornekleri ile MALDI
Gorilintiileme yontemi optimizasyon ¢aligmasinin yapilmasi amaglanmis ve literatiire

katk1 saglamas1 hedeflenmistir.
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Bugiine kadar maddi ve manevi hicbir destegini benden esirgemeyen,
varliklarini en igten hissettigim sevgili annem Yasemin ERGUN, sevgili babam Aydin

ERGUN ve kiigiik kardesim Selim ERGUN’e géniilden tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismas1 TUBITAK tarafindan desteklenen ve yiiriitiiciiliigiinii Dr. Ogr.
Uyesi Sinem Oktem Okullu’nun yaptig1 1198169 numarali (TUBITAK 1001 Projesi)
“Drs zar Inflamatuvar Protein A (OipA)’nin acik ve kapali oldugu H.pylori suslari ile
enfekte mide organoid modelindeki protein profillerinin belirlenmesi ve bu profillerin
OipA’nin acik ve kapali oldugu suslar ile enfekte hasta mide dokularinda MALDI
Goriintiileme yontemi ile elde edilecek protein profilleri ile karsilagtirilmasi” baglikli
proje kapsaminda yapilmistir. TUBITAK a projeye desteklerinden dolay1 tesekkiir

ederim.
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OZET

Formalinle Fikse Edilmis ve Parafine Gomiilmiis Mide Biyopsi Orneklerinde

MALDI-Goériintiileme Yontemi Optimizasyonu

Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) goriintileme kiitle
spektrometresi (MSI) yontemi, kiitle spektrometresinden elde edilen yiiksek
¢oziiniirliik ve dogrulugu histolojik bilgilerle birlestirerek analitlerin doku tizerindeki
uzamsal dagilimini belirler. Son yillarda kullanimi hizla artan MALDI-MSI yontemi
icin laboratuvarlar arasinda standart operasyon prosediirleri agisindan farklilik olmas1
yontemin klinige adaptasyonunda zorluklara neden olmaktadir. Bununla birlikte
formalinle fikse edilip parafine gomiilmiis (FFPE) doku biyopsilerinin 6rnek
miktarindaki yetersizlik, 6zellikle MALDI-MSI tabanli proteomik caligmalar i¢in
farkli optimizasyon yaklasimlarini ortaya ¢ikarmaktadir. Tez calismasinda, biyopsi
orneklerinin hem az miktarda doku igermesi ve hem de literatiirde optimize edilmis
protokollerin yer almamasi sebebi ile FFPE mide biyopsi ornekleri kullanilarak
MALDI-MSI yontemi i¢in uygun parametrelerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda dokulara uygulanacak tripsin ve matriks konsantrasyonu, yikama
kosullari, kesit kalinlig1 ve antijen geri kazanim basamaklar1 ayr1 asamalarda optimize
edilmistir. Tez calismasi sonucunda, optimize edilmis parametrelerle MALDI-MSI
yontemi kullanilarak farkli antijen geri kazanim tampon ¢ozeltileri ve farkli enzim
konsantrasyonlar1 karsilagtirilarak analiz edilmistir. Ek olarak, bu analizlerin m/z
degerlerine karsilik gelen protein tanimlamalart LC-MS/MS  yontemi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara gore, FFPE mide biyopsi 6rneklerinde ¢ok
sayida ortak protein bulunmustur. Tanimlanan proteinler arasinda aktin iskelet
proteinleri, protein katlanmasi ve stabilizasyonunda yer alan saperon proteinleri ve

hiicresel metabolik siireglerde yer alan proteinlerin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir.

Anahtar  Sozciikler: FFPE, Biyopsi, Proteomik, MALDI-Goriintiileme,

Optimizasyon



ABSTRACT

MALDI-Imaging Method Optimization in Formalin-Fixed and Paraffin-
Embedded Gastric Biopsy Tissues

Matrix assisted laser desorption/ionization (MALDI) mass spectrometry imaging
(MSI) combines the high resolution and high mass accuracy obtained from mass
spectrometry with histological information to determine the spatial distribution of
tissue analytes. The differences in MALDI-MSI standard operating procedures
between laboratories, which has been rapidly used in recent years, causes difficulties
in the clinical adaptation of the method. However, the insufficient sample size of
formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissue biopsies reveals different
optimization approaches, especially for MALDI-MSI-based proteomic studies. In this
study, we aimed to determine the appropriate sample preparation parameters for
MALDI-MSI optimization by focusing on FFPE gastric biopsy samples due to the
insufficient sample size and lack of information in the literature. For this purpose,
trypsin, and matrix concentration to be applied to the tissues, washing conditions,
section thickness, and antigen retrieval steps were optimized in separate stages. As a
result of the study, different antigen retrieval buffer solutions and different enzyme
concentrations were compared and analyzed using the MALDI-MSI method with
optimized parameters. In addition, protein identifications corresponding to the m/z
values of these analyzes were evaluated by LC-MS/MS method. According to the
results obtained, numerous common proteins were found in FFPE gastric biopsy
samples. Among the identified proteins, actin skeleton proteins, chaperone proteins
involved in protein folding and stabilization, and proteins involved in cellular

metabolic processes have been shown to play important roles.

Keywords: FFPE, Biopsy, Proteomics, MALDI-Mass spectrometry imaging,

Optimization



1 GIRIS VE AMAC

Formalinle fikse edilip parafine gomiilmiis (FFPE) 6rneklerinin tarihsel ge¢misi
1893 yilina kadar uzanmaktadir. Farkli amaglar dogrultusunda arsivlenen insan doku
orneklerinin ¢ogu, yillar igerisinde halen stabil oldugu kanitlanan ve genellikle
histoloji, tani, tedavi ge¢misi ile klinik verilerle iligskilendirilen FFPE bloklaridir (1).
Taze dondurulmus doku ornekleri icin ise, FFPE dokulara kiyasla bu tiir kapsaml
veriler daha az bulunmaktadir ve taze dondurulmus dokular i¢in molekiiler stabilite ile

ilgili endiseler mevcuttur (2,3).

FFPE dokular formalin ile fiksasyon asamasinda dokular metilol eklentileri ve
metilen kopriilerine bagli olarak olusan ¢apraz baglanma ile sabitlenir. Bu nedenle
sabitlenmis dokular bozulma endisesi olmadan uzun yillar sabit kalabilmektedir (4).
Bu doku tiirii bu sebep ile hasta verileri ile de iliskili olarak retrospektif aragtirmalara
olanak tanidiklarindan paha bigilemez bir kaynaktir (5). Literatiirde de FFPE dokular
ile genomik, transkriptomik, proteomik teknikler kullanilarak yapilan ¢esitli

caligmalar mevcuttur (6—13).

FFPE ornekleri diinya ¢apinda DNA, RNA, protein 6l¢iimleri i¢in yaygin olarak
kullanilmakta olup bu 6l¢timleri etkileyen preanalitik faktorler tanimlanmistir (14). Bu
tiir doku Orneklerinin hazirlanmasi esnasinda dokular ¢esitli kimyasal ajanlara maruz
kalmaktadir. Ornegin, fiksasyon esnasinda kullanilan formalin, peptitler ve proteinler
ile reaksiyona girer ve lizin, arjinin ve sistein tiyol kalintilar1 {izerinde metilol
olusumunu indiikler. Bu protein ¢apraz baglanma reaksiyonu sonucunda olusan
metilen kopriileri, proteinlerin baslangi¢ konformasyonlarimi biiyiik 6l¢iide degistirir

ve bazi epitoplart maskeleyebilir (1).

Ancak antijen geri kazanimi yaklasimlar1 sayesinde metilen ¢apraz baglarinin
hidrolizi ger¢eklesmekte ve epitoplarin maskesini kaldirilabilmektedir (1,4).
Antikorlarin kullanilarak FFPE dokularina ait proteinlerin analizi ¢aligmalari, 1s1 ile
indiiklenen antijen geri kazanimi1 (HIAR) tekniginin gelistirilmesi ile 1991 yilinda
baslamistir (15).



HIAR teknigi, 1s1 yardimiyla metilen ¢apraz baglarinin hidrolizi ile epitoplarin
maskesini kaldirabilecegi ve bdylelikle immiinoreaktiviteyi artirabilecegi fikrine
dayanmaktadir. Ancak tiim bu gelismelerin yani sira FFPE orneklerine ait formalin
kaynakli kimyasal modifikasyonlar nedeniyle protein kalitesinde taze dondurulmusg
doku 6rneklerine gore daha fazla varyasyon barindirabilecegi kaygilart halen devam

etmektedir (1,16).

lleri proteomik tekniklerden MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi,
dokular {izerinde protein analizleri i¢in bir teknik olarak 1997 yilinda uygulanmaya
baslanmistir (17). Bu teknik, molekiillerin bir lazer ile 1sinlandiginda iyon olusturma
yetenegine dayanmaktadir. Temel prensip olarak, matriks lazer enerjisini absorbe
ederek analitleri gaz faza aktarmaktadir. Tiim bu siire¢ iyonlagsmay1 indiikleyerek
iyonlasan analitlerin dedektor tarafindan tespit edilmesine olanak saglamaktadir
Dokuya ait tiim kesitin bu sekilde tarandig1 diisiiniiliirse, elde edilen spektrum ile tim
dokuya ait kiitle spektrometresi verilerinin histoloji korelasyon ile tespiti
saglanmaktadir. Bu sayede, yiiksek c¢oziiniirliikli kiitle spektrometresi verileri ile
dokuya ait histolojik veri arasinda koprii kuran MALDI-Goriintiileme Kiitle
Spektrometresi proteinlerin, peptitlerin, lipitlerin ve metabolitlerin dokulardaki

dagilimlarini yiiksek uzamsal ¢oziintirliikle tanimlamaktadir (17).

MALDI-Gériintiileme Kiitle Spektrometresi’nin en 6nemli avantajlarindan biri
ise, uzun Ornek hazirligina gerek kalmadan doku orneklerini dogrudan analiz etme
konusunda yiiksek kapasiteli olmasidir. Son on yilda, MALDI-Goriintiileme Kiitle
Spektrometresi hizla geliserek diinya ¢apinda bilim insanlar1 tarafindan hem tibbi hem
de temel arastirmalarda basariyla kullanilmaktadir. Basta kanser olmak iizere bir ¢ok
hastaligin arastirilmasinda kullanilan MALDI-Goriintlileme Kiitle Spektrometresi’nin
klinik uygulamalari mevcuttur (18). Yontemin klinik adaptasyonunun yiiksek
olmasina ragmen, MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi uygulamasindaki
onemli noktalardan biri de, 6rnek hazirlig1 i¢in genel protokollerin yeterli olmamasi
ve uygun optimizasyon calismalart yapilmadan tekrarlanabilir sonuglarin elde

edilememesidir (19,20).



FFPE dokular ile MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi uygulamalarinda
basarili sonug¢ elde etmek biiylik dlgiide 6rnek hazirlama basamaklarinda yapilan
optimizasyon c¢aligmalarina baglidir. Bilimsel literatiir i¢erisinde FFPE mide biyopsi
dokular1 kullanilarak yapilan MALDI-Goriintiileme Kiitle Spektrometresi analizi ile
elde edilen peptit profillerinin incelenmesinde optimize edilmis bir protokol olmamasi
ve kullanilacak Orneklerin biyopsi materyalleri oldugundan ¢ok az miktarda 6rnek
barindirmas1 ve farkli optimizasyon yaklasimlarinin uygulanmasini gerektirmesi
nedeni ile bu calismada, formalinle fikse edilip parafine gomiilmiis mide biyopsi
ornekleri ile MALDI Goriintilleme yontemi optimizasyon calismasinin yapilmasi

amaglanmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

I¢c organlar arasinda mide, anatomistler, doktorlar tarafindan tanimlanmis ve
fizyologlar, kimyagerler tarafindan islevi incelenmis ilk organlar arasindadir. Eski
musirlilar midenin tim anatomisini ve hassasiyetini tanimlayarak, bu organi cenaze
torenleri sirasinda “canopic jars” adi verilen kavanozlarda korumuslardir. Tibbin
babasi olarak amlan Iyon hekim Hipokrat ise, midenin 1sisinmn yiyeceklerin
parcalanmasindan sorumlu oldugunu One siirerek sindirimi “pepsis” olarak
tanimlamigtir. Gastrik yap1 ve fonksiyonun bilimsel dayanagi Andreas Vesalius’un
insan mide ve bagirsaklarinin anatomik olarak dogru tanimladigi 1547 yillarina

dayanmaktadir (21).

Gastrik dokulara uygulanan endoskopinin tarihi Hipokrat’a kadar dayanmaktadir.
Endoskopinin tarih¢esinde Hipokrat, muayene esnasinda rektal spekulum kullandigini
belirtmistir. Modern endoskopi ise Frankfurt’ta 1805 yilinda Bozzini tarafindan
gelistirilen yansitici ayna, ¢ift liimenli ventral kaniil ve mumdan olusan, Bozzini’nin
“Lichtleiter” adin1 verdigi aletin kullanilmasi ile baslamistir. Endoskopik yontem ile,
bu alet kullanilarak mesane taglar1 ve neoplazmlar indirekt olarak goriilebilmistir. 1843
yilinda Avery Ingiltere’de vokal kordlar1, 6zofagus, mesane ve iiretray1 incelemek igin
cesitli aletler kullanmistir. Dosormeaux ise 1865 yilinda, karosen bir lamba, bir baca
deligi ve bir aynadan olusan ¢ok amagli bir endoskop olusturmustur ve bu alet yardimi
ile mesane, uterus ve serviksi incelemistir. Kelling ve Resenheim 1879 yilinda klinikte
i¢ organlarin muayenesi i¢in biikiilebilir endoskop olusturduklarini belirtmislerdir.
Gilinlimiizde kullanilan bu biikiilebilir endoskoplarin 1932 yilinda kullanima girmesi
ve endoskopi uygulamalar1 yayginlasana kadar Nitze, Mikiilicz, Elsner ve Schindler’in
bu alanda onemli katkilart olmustur. 1932 yilinda Wolf ve Schindler, bu aletin
gelismesine katki saglayarak optik ekseni de biikiilebilen gastroskopu gelistirmislerdir.
Ancak gelistirilen bu alet sayesinde, midenin biiyiikk bir kisminin endoskopik
muayenesi miimkiin olmustur. Endoskopi alanindaki bu g¢aligmalarindan dolayz,

Rudolf Schindler gastrointestinal endoskopinin babasi olarak kabul edilmektedir (22).



Hastanelerde teshis amaciyla arsivlenen insan doku 6rneklerinden FFPE doku
orneklerinin de tarihsel ge¢misinin 1893 yilina dayandigi Zhu ve arkadaslar

tarafindan 2019 yilinda bildirilmistir (1).

2.2 Mide ile Ilgili Genel Bilgiler

Mide, yetiskinlerde 1000-1500 ml kapasiteli olan sindirim tiipiiniin en genislemis
kismi olup 6zofagusun sonu ile duodenum arasinda bulunur ve ince bagirsagin
baslangicini olusturur. Midenin temel islevi, yiyecegi asit, mukus ve pepsin ile
karistirmak ve sonug¢ olarak salinan kimus’un absorbsiyon islemi icin kontrollii bir
sekilde duodenuma serbest birakmaktir. Midenin diger fonksiyonlar1 arasinda, B12
vitamininin absorbsiyonu i¢in gerekli olan intrinsik faktorlerin salgilanmasi yer alir
(23). Topografik olarak mide, kardiya ve gastrodzofageal (GE) kavsagi, fundus,

korpus, antrum ve pilor olmak {izere bes bolgeden olusur (Resim 1) (21).

Ozofagus

Fundus

Kardiya

Korpus
-Parietal Hiicreler:
HCI
Intrinsik Faktor

-Esas Hiicreler:

Duodenum Pepsinojen

Antrum

Pilor

Resim 1 Mide Topografisi (21)

Kuvvetli kas yapisinda olup depolama gorevi géren fundus ve korpus, yapisinda
asit salgilayan bezleri igerirken, besin iletiminde gorev alan antrum alkali salgilayan
ylizey epitelyumu, endokrin ve gastrin salgilayan G hiicrelerini igerir. HCI,
pepsinojenin aktivasyonu i¢in gerekli iken pepsinojen, proteinlerin sindirimde gorev

alir. Intrinsik faktorler ise ileumdan B12 emilimini saglar.



Cerrahi bir laparoktomi islemi esnasinda bir laparoskop yardimi ile midenin yapisi
incelendiginde GE kavsagi, diiz 6zofagus tiipii ve fundusun yuvarlak yapisi arasinda
kolaylikla taninabilir. Pilorun kolayca tanimlanabilen isaretleri yoktur ancak mideyi
ve duodenumu ayiran bir kas halkasi olarak taniabilir. Asit salgilayan korpus ile asit

salgilamayan antrum arasindaki kavsagi da nispeten kolaylikla ayirt edilebilir (21).

2.3 Mide ile Ilgili Hastaliklar

Mide fonksiyon bozukluklari, midenin fundus, korpus, antrum, pilor ve
antroduodenal bolgelerinin koordinasyonunu kapsayan mide hareketliligindeki
anormalliklerini ifade eder. Bu bozukluklar genellikle yeme bozukluklar ile ilgilidir.
Gastrointestinal  hastaliklar ~ 6zellikle tropikal bolgelerde yasayan kisilerde
gbzlemlenen en yaygin problemlerden biridir. Bu hastaliklarin en yaygin belirtileri
ishal, karin agris1, gastrointestinal kanama ve kilo kaybidir (24). I¢ organlar arasinda
mide genellikle bakteriyal kolonizasyona elverisli olmayan bir ortam olarak kabul
edilir fakat bir istisna olarak Helicobacter Pylori (H.pylori) enfeksiyonu kronik gastrit,

peptik iilser ve gastrik adenokarsinoma sebep olabilir (25).

2.3.1 Mide kanseri

Mide kanseri, enfeksiyonla iligkili kansere bagli dliimlerin 6nde gelen nedeni
olmakla birlikte, diinya ¢apinda bir halk sagligi sorunlarindan biri olup Diinya Saglik
Orgiitii'ne (DSO) gore, 172 iilkenin 91'inde ikinci en yaygin 6liim nedenidir (26).
Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine
gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser tiirlinlin dagiliminda mide kanseri
Diinyada dordiincti, Tiirkiyede besinci sirada yer almaktadir. Kadinlarda en sik
goriilen ilk bes kanser tiiriinde ise mide kanseri yer almamaktadir (27). Diinya
genelinde mide kanserinin insidansi %8 ve mortalitesi %10'dur. Daha da 6nemlisi, bu
oranlarin ¢ogunlugu gelismekte olan iilkelerde meydana gelmistir ve yasla birlikte
giderek artmaktadir. Mide kanseri karsinogenezinde yasam tarzi, diyet gibi dig
faktorlerin rolii tartisma konusu olup, mide kanserine yakalanma riskinde birincil risk

faktorli H. pylori enfeksiyonudur.



Diger risk faktorleri arasinda cografi konum, etnik koken, yas, cinsiyet,
sosyoekonomik durum, tiitiin kullanimi, yiiksek tuzlu gidalar ve genetik faktorler

bulunmaktadir (Resim 2) (28,29).
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Resim 2 Mide Kanseri i¢in koruyucu faktorler ve risk faktorleri (29)

Mide kanseri histolojisi, “Lauren Kriterleri” olarak bilinen bir siniflandirma
yontemi kullanilarak siniflandirilir. Mide kanseri genellikle kardiya ve kardiya
olmayan mide kanseri olmak iizere ikiye ayrilir. Kardiya mide kanseri gastro6zofageal
kavsagmin yakinlarinda olusurken, kardiya olmayan mide kanseri midenin alt
kisminda goriiliir ve bu tip kanser 6zellikle Dogu Asya bolgesinde daha yaygindir.
Bununla birlikte erkeklerde goriilme orani genellikle kadinlardan iki kat daha
yiiksektir. Kardiya olmayan mide kanseri ya bagirsak tipi ya da yaygin tip olabilir.
Bagirsak tipi, erkeklerde ve yash eriskinlerde daha fazla goriiliirken, yaygin tip
erkeklerde ve kadinlarda ve tiim yas gruplarinda goriilebilir. Bagirsak tipi kardiya
olmayan mide kanseri ile karsilastirildiginda yaygin tip kardiya olmayan mide kanseri
daha hizli ilerlemeye ve daha kotii prognoza sahiptir (28). Bu hastalikta en sik goriilen
semptomlar kilo kaybi ve karm agrisidir. Diger belirtiler arasinda disfaji, erken tokluk
ve kronik kan kaybina bagli demir eksikligi anemisi bulunur (24). Mide mukozasinin
neoplastik transformasyonu ¢ok agamali bir siire¢ olmakla birlikte erken evrelerde bu
neoplastik lezyonlarin belirlenmesi i¢cin mide kanseri insidanst ile ilgili ¢esitli tarama
stratejileri Onerilmistir. Bu amag ile kullanilabilecek coklu tarama testleri vardir ancak

tani i¢in standart tarama yoktur.



Kanserin erken evrelerinde hastalarin yaklasik %80't asemptomatik oldugundan,
ilk tan1 genellikle gecikmektedir. Sadece lokal invazyon ilerledikten sonra tam
konulabilir duruma gelir. Mide kanseri i¢in kullanilan tarama testlerinde en yaygin iki
tip endoskopik ve radyolojik incelemelerdir. Ozofagogastroduodenoskopi; yemek
borusu, mide ve duodenumun endoskopik muayenesidir ve kanser vakalarinin tanisi
icin en dogru sonucu verir. Endoskopik ultrasonografi ise midenin i¢ine infiltrasyonu
ve lokal lenf nodlarina metastazi belirlemek icin en iyi tarama yontemidir. Radyolojik
incelemeler ise bilgisayarli tomografi taramalarini, ultrason-rehberli karaciger
biyopsisini, kontrastli karacigerin ultrasonunu, PET taramasin1 ve MRI’1 kapsar.
Bilgisayarli tomografi taramalar1 kiiglik tiimdrleri tespit etmeye karsi duyarli iken
ultrason-rehberli karaciger biyopsisi ve kontrastli karacigerin ultrasonu yalnizca tani
belirsiz oldugunda kullanilir. Tiim bunlar giiniimiizde en yaygin kullanilan tarama

testleridir.

Mide kanserinin tedavisi hastalifin evresine baglidir. Tiimor erken bir asamada,
ozellikle II. evrede tespit edilirse, ameliyat ile tedavi edilebilir. Laparoskopi destekli
distal gastrektomi (LADG), mide kanseri i¢in en yaygin cerrahi yaklasimdir. Fakat
mide kanseri genellikle ileri asamalarda teshis edildiginden, LADG yapmak zor
olabilir. Diger iki yaygin tedavi yontemi radyoterapi ve kemoterapidir. Ileri mide
kanseri olan hastalar i¢in, kemoterapi uygulamasi hayatta kalma siiresini uzatmak,
semptomlar1 hafifletmek ve yasam kalitesini arttirma amaciyla tercih edilen tedavi
yontemidir. Mide kanseri olan hastalarin cogu teshis edildiginde zaten ileri asamadadir
ve metastaz yapmis oldugundan cerrahi sansini ¢ogunlukla yitirmistir fakat bilimsel
aragtirmalarin derinlesmesiyle, mide kanseri icin giderek daha fazla hedefe yonelik

tedaviler olusmustur (28).

2.3.2  Ulser

Peptik tilser hastaligi, pepsin ve mide asidi sekresyonuna ikincil mukozal hasar ile
karakterize olan bir gastrointestinal sistem bozuklugudur. Peptik iilser hastaligi
genellikle mide ve proksimal duodenumda goriilmekte olup daha az yaygin olarak alt

0zofagusta, distal duodenumda veya jejunumda da goriiliir.
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Mide iilserlerinin dort kat daha fazla duodenum filseri teshis edilir. Sigara
kullanimi, kahve, diizenli aspirin kullaniminin ve uzun siireli steroid kullaniminin
peptik iilser gelisimi ile yakindan iliskili olduguna dair kanitlar vardir. Bunun yani
sira, genetik faktorler hem duodenum {ilserinde hem de mide iilserinde etkilidir. Bu
nedenle duodenum iilseri olan kisilerin birinci dereceden yakin akrabalariin,
duodenum iilserine yakalanma riski 2-3 kat artarken benzer sekilde mide iilseri olan

kisilerin yakin akrabalar1 da yiiksek mide iilseri olma riskine sahiptir (30).

Hem mide {tlseri hem de duodenal {ilser hastaligi H. pylori enfeksiyonu ile
yakindan iliskilidir. Duodenum iilseri olan kisilerin %90-100'tinde ve mide iilseri olan
kisilerin ise %60-100'tinde H. pylori enfeksiyonu tanis1 konulabilir. Enfekte olan
kisilerde peptik iilser riskini etkileyebilecek diger faktorler, duodenal iilser
hastaliginda artan ve mide {ilseri hastaliginda azalan sekilde seyreden mide asidi
iiretiminin miktar1, duodenal bolgede gastrik metaplazi varligi, sigara igilmesi ve 0 kan

grubu gibi genetik faktorlerdir (31).

Peptik iilser hastaliginin gelisme riskinin, kisilerin yasam sekilleri, stres, sosyal
durumlar1 ve genetik kalitimi ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle H.
Pylori gibi enfeksiyonlara yatkin cevresel faktorler ve sosyoekonomik faktorleri
kontrol etmek, dengeli bir diyet yapmak, diizenli egzersiz yapmak, sigara igmemek,
alkol alimimi sinirlandirmak, analjezik ilaglarin ve glukokortikoidlerin kullanimim
sinirlamak, stres ile bas etmek ve yeterli gece uykusu uyumak bu hastaligin 6nlenmesi

ve iyilesmesi i¢in gerekli kosullardir (32).

2.3.3 Gastrit

Gastrit, insanlarda siklikla goriilebilen hayat boyu siirebilen ve gizli seyreden
hastaliklardan biri olarak kabul edilir (33). Gastrit, mide mukozasininda olusan bir
inflamatuvar durumdur. Gastrit, toplumsal saglik sorunlarindan biri kabul
edilmektedir ve Diinya Saglik Orgiitii'ne gore gastrit insidans1 Kanada'da %35, Cin'de
%31, Ingiltere'de %22, Japonya'da %14.5 ve Fransa'da %29.5’tir.
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Gastritin baslica risk faktorleri, H. pylori enfeksiyonu, aspirin veya NSAID
kullanimu, sigara, alkol kullanma aligkanligidir (34,35).

H. pylori, mideyi kolonize eden 6nemli bir patojen olup gastrit basta olmak tizere
peptik {iilsere ve mide kanseri ile iligkilidir (36). H.pylori, Mide mukozasindaki
iltihaplanma stirecini aktive edebilir veya hastalikli bir mukoza i¢inde yasayan masum

bir seyirci olabilir (37).

Fazla kahve tiiketiminde kahvenin iceriginde bulunan kafein, gastrite sebep
olabilecek mide asidi iiretimini uyarabileceginden gastrite neden olabilen faktorler
arasinda kabul edilmektedir. Bununla birlikte stres de kortizon hormonu iiretimi ile
lenfositlerde azalmaya neden olabileceginden ve gastrite neden olabilecek yabanci
maddelere kars1 bagisiklik sistemini diislireceginden risk faktorleri arasinda kabul

edilmektedir (34).

Warren ve Marshall tarafindan H.pylori'nin kesfedilmesinden sonra kronik gastrit
olarak teshis edilen vakalarin ¢ogunlugunda bakterinin gastritin sebebi oldugu
anlagilmistir. Hastaligin atrofik son asamalara kadar gelismedigi klinik durumlarda,
gastritin H. pylori eradikasyonu ile tedavi edilebilecegi ve inflamasyona ugrayan
gastrit mukozasinin normalize edilebilecegi zaman igerisinde gosterilen tedavi

sonuglarindan olmustur (33).

24 Formalinle Fikse Edilmis ve Parafine Gomiilmiis (FFPE) Dokular

Hastanelerde farkli amaglar dogrultusunda arsivlenen insan doku orneklerinin
cogu, yillar igerisinde halen stabil oldugu kanitlanan ve genellikle histoloji, tani, tedavi
gecmisi ile klinik verilerle iliskilendirilen FFPE bloklaridir. FFPE 6rneklerinin tarihsel
gecmisi 1893 yilina kadar uzanmaktadir (1). FFPE dokular formalin ile fiksasyon
asamasinda dokular metilol eklentileri ve metilen kopriileri yolu ile fiksasyona bagh
olarak olusan ¢apraz baglanmayla sabitlenir. Bu nedenle sabitlenmis dokular bozulma

endisesi olmadan uzun yillar sabit kalabilmektedir (4).
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Bu doku tiirii bu sebep ile hasta verileri ile de iligkili olarak retrospektif

arastirmalara olanak tanidiklarindan paha bigilemez bir kaynaktir (5).

FFPE ornekleri diinya capinda yaygin olarak kullanilmakta olup, FFPE 6rnekleri
ile yapilan analizleri etkileyen preanalitik faktorler tanimlanmistir (14). Bu
faktorlerden en 6nemlisi FFPE 6rneklerinin hazirlanmasi esnasinda dokularin formalin

gibi ¢esitli kimyasal ajanlara maruz kalmasidir (1).

Dokularin fiksasyonu amaciyla kullanilan formalin, peptitler ve proteinler ile
reaksiyona girer ve lizin, arjinin ve sistein tiyol kalintilar1 izerinde metilol olusumunu
indiikler. Bu protein ¢apraz baglanma reaksiyonu sonucunda olusan metilen kopriileri,
proteinlerin baslangig, konformasyonlarini biiyiik dl¢lide degistirir ve bazi epitoplari
maskeleyebilir (1) Bu reaksiyonlar1 geri ¢cevirmek antijen geri kazanimi yaklasimlari
sayesinde miimkiin olabilmektedir. Is1 yardimiyla antijen geri kazanimi uygulanmasi
ile metilen g¢apraz baglarinin hidrolizi gerceklesmekte ve epitoplarin maskesini
kaldirilabilmektedir (1,4). Antikorlarin kullanilarak FFPE dokularina ait proteinlerin
analizi caligmalari, 1s1 ile indiiklenen antijen geri kazanimi (HIAR) tekniginin
gelistirilmesi ile 1991 yilinda baglamistir (15). HIAR teknigi, 1s1 yardimiyla metilen
capraz baglarmin hidrolizi ile epitoplarin maskesini kaldirabilecegi ve boylelikle
immiinoreaktiviteyi artirabilecegi fikrine dayanmaktadir. Ancak tiim bu gelismelerin
yani sira FFPE orneklerine ait formalin kaynakli kimyasal modifikasyonlar nedeniyle
protein kalitesinde taze dondurulmus doku Orneklerine gore daha fazla varyasyon

barindirabilecegi kaygilari halen devam etmektedir (1,16).

2.4.1 Formaldehit ve kullanim alam

Aldehit ailesinin tiyesi olan formaldehit CH>O formiiliine sahip bir organik
bilesiktir ve karbonil grubunun iki bagina bir hidrojen baglanmasi ile olugmaktadir.
Formaldehit kuvvetli elektrofilik 6zellik gostermesi sebebi ile oldukga reaktif 6zellige
sahiptir. Oda sicakliginda gaz haline gecebilen, suda iyi ¢oziinebilen , renksiz ve

keskin kokulu, yanici ve zehirli bir gazdir (38,39).
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Dehidrogenaz enzimi araciligiyla karaciger ve eritrositlerde formik asite
metabolize olabilen formaldehit, viicuda disaridan alinmasi durumunda depo
edilmeden karbondioksite okside olarak solunum yoluyla ya da idrar ve digki yoluyla
atilir (38,40). Formaldehit nonenzimatik yolla protein, niikleik asitler, doymamis yag
asitleri ile giliclii bir sekilde birlesme egilimindedir. Bu birlesme sonucunda,
proteinlerde denatiirasyon olusturarak sitotoksik ve mutajenik etkinin goriilmesine

neden olur (40—42).

Formaldehit kimyasal 6zellikleri nedeniyle ¢cok yaygin kullanim alanlarina sahip

olan bir kimyasal maddedir. Endiistriyel alanda, tekstil ve temizlik endiistrisinde

siklikla kullanilmaktadir (38,40).

Kimya alaninda formaldehit, proteinleri sabitleyerek ciiriimelerin Oniine
gecildiginden biyolojik 6rneklerin saklanmasinda kullanilmaktadir. Tip alaninda ise
formaldehitin en yaygin kullanimi1 laboratuvarlarda mevcuttur. Anatomide kadavranin
tespiti ve bozulmadan uzun siire saklanmasi, histoloji ve patoloji laboratuvarlarinda
dokularin fiksasyon asamasinda kullanilmaktadir. Laboratuvarlarda FFPE dokularin
hazirlanmasi esnasinda formalin ile fiksasyon asamasinda dokular metilol eklentileri
ve metilen kopriileri yolu ile fiksasyona bagli olarak olusan ¢apraz baglanma nedeni

ile bu sabitlenmis dokular bozulma endisesi olmadan yillarca sabit kalabilmektedir (4).

2.4.2 Formaldehit’in proteinler iizerindeki etkisi

Formaldehit laboratuvar kullaniminda dokularin fiksasyonu asamasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Formaldehit fiksasyonu ortaya ciktigindan beri, klinik
orneklerden olan dokularin korunmasi icin standart bir yontem haline gelmistir (43).
Formalin ile fiksasyon sayesinde, FFPE dokular metilol eklentileri ve metilen
kopriileri yoluyla fiksasyona bagli c¢apraz baglanma nedeniyle bozulma endisesi
olmadan uzun siire stabil kalabilmektedir (43,44). Ancak, fiksasyon esnasinda
kullanilan formalin, peptitler ve proteinler ile reaksiyona girmekte ve lizin, arjinin ve

sistein tiyol kalintilar1 tizerinde bir metilol olusumunu indiiklemektedir.
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Gergeklesen, protein ¢apraz baglama reaksiyonu sonucunda olusan metilen
kopriileri, proteinlerin baslangi¢ konformasyonlarinit 6nemli dlglide degistirir ve bazi
epitoplar1 maskeleyebilir. FFPE dokularda formalin fiksasyonundan kaynaklanan
metilen c¢apraz baglarinin ortadan kaldirilmast ancak antijen geri kazanimi
yaklasimlar1 sayesinde metilen ¢apraz baglarimin hidrolizi ile gerceklesmekte ve

epitoplarin maskesi kaldirilabilmektedir (1,4).

2.5 Proteomik Teknikler

Proteom, ilk defa Marc Wilkins tarafindan 1994 yilinda yapilan bir bilimsel bir
toplantida onerilmis olup bir organ, doku veya hiicrede herhangi bir anda, izoformlari

ve modifikasyonlari ile birlikte ifade edilen proteinlerin tiimii olarak tanimlanmistir.

Proteomik; belirli sartlar altinda organizmada, dokuda ve hiicre igerisinde genler
tarafindan kodlanan tiim proteinlerin kapsamli analizi olup proteinlerin tanimlanmasi
ve fonksiyonlariyla ilgilenir. Proteomik teknikler, molekiilleri dogrudan ve kapsamli
sekilde ele aldigindan genom tabanli teknolojilere gore bir¢ok avantaj sunmaktadir
(45). Proteom transkripsiyon, translasyon ve translasyon sonrasi modifikasyonlarin
kombinasyonunun sonucunda olusan proteinlerin tiimiinii ifade eden dinamik bir
kavramdir. Bu nedenle giintimiizde biyokimyasal siireglerin aydinlatilmasinda genom
analizinin tek basina yeterli olmadigi, bununla birlikte proteom analizlerini de i¢ceren
biitiinsel degerlendirmelerin yapilmasi gerektigi bilinmektedir. Proteomik yontemlerin
yaygin kullanimi klinik proteomik alaninda tipta kullanilmaktadir ve bu alanda yapilan
caligmalarin  biliylik cogunlugu belirli hastaliklara 6zgii belirli  biyobelirteg

caligmalarindan olugmaktadir.

2.5.1 Proteomik calismalarda kiitle spektrometresi

Proteomik teknikler kullanilarak bir¢ok alanda aragtirmalar yapilmaktadir. Bu
baglamda proteomik teknikler arasinda, proteinlerin genis kapsamli arastirilabilmesine
olanak saglayan kiitle spektrometresi yontemleri oOne ¢ikmaktadir. Kiitle

spektrometresinin kullanildigi 3 temel yaklasim proteomik ¢aligmalar icermektedir.
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Bunlar; protein etkilesimlerinin tanimlanmasi, protein ekspresyonunun

belirlenmesi, ve protein modifikasyonlarinin yerlerinin belirlenmesidir (46).

Kiitle spektrometresi, J. J. Thampson tarafindan 1913 yilinda gelistirilmistir.
Kiitle spektrometresi, yiiksiiz molekiillerin ¢esitli kaynaklar yardimi ile
iyonlastirilmasi ve yiiklii iyonlarin manyetik ya da elektrik alandan gecerken kiitle/yiik
(m/z) oranlarina gore ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Yiikli olmayan molekiiller,
bu yontemde iyonizasyon islemi sonucu uyarilarak yiiklii, iyonize molekiiller haline
doniistiirtiliir. Olusan her iyon kendine 6zgii bir molekiiler kiitleye ve yiike sahip olup
m/z oranlarinin okunabildigi bir spektrum ile tanimlanir. Analiz sonucunda olusan
kiitle spektrumu, protein 6rnegindeki bilesenlerin pozitif iyonlara doniistiiriilmesi ve

m/z degerlerine gore siralanmasi sonucu elde edilir.

Kiitle spektrometreleri temel olarak 6rnek girisi, iyon kaynagi, kiitle analizorii,

iyon dedektorii ve veri sistemi olmak iizere bes ana boliimden olusmaktadir (Resim 3).

Omek fyon Kiitle Iyon Veri
Girisi Kaynagi Analizorii Dedektorii Sistemi L ‘
ok

Kiitle Spektrumu

Resim 3 Kiitle spektrometresinde bulunan temel bilesenler

Ornek girisi, analiz edilmek {izere 6rnegin kiitle spektrometresine verildigi kisim
olup bu boliimde drneklerin iyonizasyon kaynagina iletilmesi amaglanir. Ornek girisi
yaygin olarak GC (Gas Chromatography) veya HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) ile yapilmaktadir. Iyonizasyon kaynagi ise analit iyonlarmin
tiretildigi kistmdur. Iyonlar kiitle spektrometresi vakumu altinda analiz edildiginden,
en Onemli reaksiyonlardan biri ilgili analitlerin gaz fazinda iyonlarina
doniistiiriilmesidir (47). Iyonlastirma ydntemi analit ¢esidine ve analizin amacina gore
belirlenir. Son yillar i¢erisinde molekiillerin gaz faz1 iyonlarina déniismesini saglayan

cesitli iyonizasyon teknikleri gelismistir.
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Proteomik analizlerde kullanilan bir¢ok iyonizasyon kaynagi olmakla birlikte
siklikla kullanilan iki yontem elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve matriks destekli lazer
desorposiyon/iyonizasyon (MALDI)’dur. ESI, atmosferik basing altinda, MALDI

vakum altinda calisan iyonizasyon kaynaklaridir (48).

Iyonizasyon kaynaginda iiretilen iyonlar m/z degerlerine gore ayrilmasi amaciyla
kiitle analizoriine gonderilir. Elektrik veya manyetik alanlarin kullanilabildigi kiitle
analizorii vakum altinda g¢alisir. Proteomik analizlerde kullanilan kiitle analizorleri
ucus zamanli (time-of-flight, TOF), iyon tuzagi (ion trap, IT), fourier doniisiimsel iyon
siklotron rezonans (fourier transform ion cyclotron resonance, FTICR), “quadropole

(Q)”diir.

Iyonizasyon sonucu m/z degerlerine gore ayrilan molekiiller dedektdre gonderilir.
Dedektor genellikle vakum altinda ¢alisan bir elektron ¢ogalticisidir ve burada farkli
m/z oranlaria sahip iyonlar yogunluklarina gore bir spektrum olusturur. Spektrum,
m/z degerine karsilik gelen iyonlarin olusturdugu grafiktir ve birim yiik basina Dalton
(Da) cinsinden gosterilmektedir. Spektrumdaki her pik ise farkli m/z degerini gosterir.
Kiitle spektrometresine ait son boliim olan veri sisteminde, elde edilen kiitle spektrumu
m/z oranlarinin x ekseninde, yogunluklarin ise y ekseninde bulundugu pikler halinde

diizenlenmektedir.

Kiitle spektrometresinde kullanilan iyon kaynaklart MALDI-TOF, ESI-FTICR ya
da ESI-lon Trap gibi farkl kiitle analizorleri ile birlestirilebilmektedir. Birlesik bu
sistemlerin analizin duyarliligini ve spesifikligini arttirmak gibi avantajlar
olabilmektedir. Bununla birlikte proteomik teknikler arasinda kullanilan en yaygin
sistemlerden biri de Likit Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi (Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) (48).

2.5.1.1 Kiitle spektrometresi ile protein tamimlamasi

Proteinlerin iki boyutlu jel elektroforezi (2D-GE) ya da likit kromatografi (LC)

gibi yontemlerle ayrilmasinin ardindan kiitle spektrometreleri ile tanimlanmalari
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glinimlizde  proteomik arastirmalarin  temelini  olusturmaktadir.  Protein
aragtirmalarinda yontemsel olarak iki temel yaklagimdan bahsedilmektedir. Bunlar

etiketli (labeled) ve etiketsiz (label-free) proteomiktir.

Etiketli proteomikte, proteinlerin yap1 tast olan amino asitler, agir izotoplar gibi
belirli etiket molekiiller ile isearetlenir ve kiitle spektrometreleri ile protein analizleri
yapilir. Etiketsiz ¢aligmalar temel olarak dort asamada toplanabilir. Bunlar, protein
izolasyonu, ayrilmasi, tamimlamalari ve yapisal analizlerden olusmaktadir.
Gilinlimiizde, kiitle spektrometrelerinden elde edilen veriler kullanilarak proteinlerin
tanimlanmasinda ii¢ temel yaklagim mevcuttur. Bunlar, yukaridan asagiya (top-down),

asagidan yukariya (bottom-up) proteomik ve de novo dizilemedir (49-51).

2.5.1.2 Yukaridan asagiya (top-down) proteomik

Protein bilgisi kullanilarak, intakt proteinlerin sahip oldugu molekiiler
agirliklarinin protein veri tabanlarinda eslestirilerek bu proteinlere ait tanimlamalarin
yapildig1 yaklasimdir. LC ya da 2D-GE gibi ayirma teknikleri kullanilarak ardindan

kiitle spektrometresi analizi kullanilarak intakt proteinlerin ayrilmasini igerir (49).

2.5.1.3 Asagdan yukariya (bottom-up) proteomik

Proteinlerin tripsin veya kimotripsin gibi ¢esitli enzimlerle kesilmesinin ardindan
elde edilen peptitlerin protein veri tabanlarinda eslestirilerek tanimlamalarin yapildig:
yaklasimdir. Bu yontem kiitle spektrometresi ile analizden dnce proteinleri proteolitik
sindirim yolu ile tanimlamak ve translasyon sonras1 modifikasyonlar1 analiz etmek icin
yaygin kullanilmaktadir (50). Asagidan yukariya proteomik yaklasimi, giiniimiizde
kiitle spektrometresi temelli arastirmalarda protein tanimlamalari i¢in en sik tercih
edilen yontemdir. Bu yaklagimda peptit kiitle parmak izi (PMF) ve peptit fragment
parmak izi (PFF) olmak iizere iki tip strateji kullanilmaktadir. Ancak genel olarak
MALDI-TOF-MS ile triptik peptitlerin analizi ile PMF elde edilir. ikinci tip PFF ise
genel olarak hedef olarak ilgilenilen peptidin m/z degerinin MS/MS fragmentasyonu

ile elde edilir.
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Son yillarda protein tanimlamalarinin yapilabilmesi i¢in gii¢lii biyoinformatik
araclar bulunmakta olup bu yontemlerin gelistirilmesi yoniindeki aragtirmalar devam

etmektedir.

2.5.2 Jel bazh proteomik teknikler

2.5.2.1 1Iki boyutlu jel elektroforezi (2D-GE)

O’Farell ile arkadaslar1 Scheele ve Klose tarafindan 1975 yilinda kesfedilen iki
boyutlu jel elektroforezi (2D-GE) yontemi proteomik tekniklerden en yaygin olarak
kullanilan yontemdir (52). 2D-GE, 1950°1i yillarin sonunda izoelektrik odaklama
tekniginin gelismesi ile gelismeye baglamistir ve daha sonra poliakrilamid jel

elektroforezi (PAGE) teknigi ile birlestirilmistir.

Ardisik olarak iki asamadan olusan bu yontemde proteinler oncelikle birinci
boyutta izoelektrik fokuslama (IEF) ile pH gradienti icerisinde yiiklerine gore
ayrilmaktadir. Bu ilk asamada proteinlerin denatiirasyonu ile birlikte ayirimi igin
coziilmesi gergeklesmektedir. Bu basamakta kullanilan tampon ¢6zelti igerisindeki iire
ve tiyoiire gibi kimyasal ajanlar proteinlerin non-kovalent baglarini zayiflatarak
kirilmasma yardim etmektedir. Ardindan ikinci boyutta, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile proteinler molekiiler agirliklarina gore
ayrilmakta ve jelden kesilen protein spotlar1 kiitle spektrometresi ile analiz

edilmektedir (Resim 4) (53).

Proteomik analizlerde proteinlerin yiiksek ¢oziiniirlilkte birbirinden ayrilmasi
olduk¢a Onemlidir. Ayrim ne kadar fazla ve iyi ¢Oziiniirlikte olursa yapilan
karsilagtirmali analizlerde protein farkliliklarini yakalama sansi o kadar yiiksek
olacaktir. Bu nedenle iki boyutlu jel elektroforezi teknigi proteomik ¢aligmalar igin
onemli donlim noktalarindan biri olmustur. 2D-GE ¢aligmalarinda karsilagilan protein
¢oOziiniirliigli probleminden dolayr bu g¢alismalar denatiire edici kosullar altinda
yapilmaktadir. Proteinlerin denatiirasyonunu saglamak ve ¢ozlinlirliiglinii arttirmak

icin cesitli ajanlar kullanilarak denatiirasyon saglanmaktadir (53,54).
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1975 yilinda gelistirilmesinin ardindan zamanla proteinlerin iki boyutlu jel
elektroforezi yontemi ile tanimlanabilmesi i¢in metodolojik gelistirmeler yapilmigtir
(53). O’Farrel tarafindan 2D-PAGE yonteminin tanitilmasinin ardindan giiniimiize
kadar sayisiz teknik gelistirilmistir ancak halen en yaygimn kullanilan yontemlerin
basinda gelmektedir (52). Ornegin SDS-PAGE gibi tek boyutlu bir ydntem
kullanilarak 80-100 protein grubu ayrilabilirken, 2D-PAGE yontemiyle bu say1
5000’lere kadar ¢ikabilmektedir.

)) )) )

Azalan pl
) 1.Boyutta Aynm 2.Boyutta Ayrim
Izoelektrik Fokuslama (IEF) SDS-PAGE

Resim 4 2D-GE yonteminde proteinlerin iki boyutlu ayirimi

2.5.2.2 1iki boyutlu diferansiyel jel elektroforezi (2D-DIGE)

2D-PAGE, biyolojik bir 6rnege ait proteomu incelemek i¢in giiniimiizde siklikla
kullanilan, ¢ok yonlii tekniklerden biridir. Ozellikle, protein 6rneklerinin ii¢ adede
kadar floresan etiketlerle etiketlemesini sistemini kullanan iki boyutlu diferansiyel jel
elektroforezi (2D-DIGE) yoOntemi, geleneksel 2D-PAGE yontemine gore daha
hassastir. Her iki yontem de, protein izoformlart ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar dahil olmak iizere ¢ok sayida proteinin birbirinden ayrilmasi ve
tanimlanmasinda 6ne ¢ikan avantajlara sahiptir. Teknik, tek bir 2D jel iizerinde iki
veya li¢ adet floresan ile etiketlenmis protein orneklerinin ayrilmasini saglayarak
jelden jele varyasyonu en aza indirmektedir (55). 2D-DIGE tekniginde, proteinlere
baglanan florasan boyalar kullanilarak ayni jel iizerinde proteinlerin ekspresyon
farkliliklarinin ~ ortaya ¢ikartilmast saglanmaktadir. Karsilastirilacak  protein
orneklerinden biri Cy3 floasan boyasi ile, digeri ise CyS5 florasan boyasi ile boyanir.
Farkli 1s1ma gdsteren boyalar ile boyanmasinin ardindan drnekler karistirilir ve tek 2D-

PAGE yapilir.
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Tek bir jel iizerinde, kullanilan boyalara uygun olarak farkli dalga boylarinda
goriintiileme yapilir ve belirli programlarda boyalar farkli renklerde goriintiilenerek

protein ekspresyon farkliliklar1 incelenebilir.

Bugiine kadar, 2D-PAGE ve 2D-DIGE, doku ve kanser hastalarindan alinan
proteomik analizine basarili bir sekilde uygulanmistir (55). Likit kromatografisi kiitle
spektrometresi tabanli kantitatif proteomik tekniklerde gelismeler sebebi ile son
yillarda kullaniminin azalmasima ragmen 2D-PAGE ve 2D-DIGE, bir¢ok hiicresel

sistemin proteomunu incelemek i¢in siklikla kullanilan bir teknik olmaya etmektedir.

2.5.3 Jelicermeyen proteomik teknikler

2.5.3.1 LC-MS/MS

Jel icermeyen proteomik c¢aligmalarin temelinde likit kromatogafi ve kiitle
spektrometresi birlestirilen likit kromatografisi tandem kiitle spektrometresi (LC-

MS/MS) yontemi gelmektedir (56).

LC-MS/MS, laboratuvarda ¢ok sayida analize uygulanabilen bir yontem olarak
ortaya ¢cikmistir ve gesitli bilesiklerin tanimlanmasina ve miktarinin belirlenmesine
izin veren iyon iiretimi, vakum altinda m/z degerlerinin olugsmasi ve iyon tanimlamasi

iceren 3 temel basamaktan olusur (57,58).

LC-MS/MS tabanli tekniklerde analiz edilecek protein karisimlari, analiz
oncesinde tripsin gibi belirli amino asitlere 6zgii olan proteazlarla proteolitik sindirime
tabi tutularak peptitlere pargcalanmalidir. Boylelikle kiitle spektrometresine uygun
kiitle/yiik degerine sahip olmasi saglanir. Bu yontemdeki kromatografik boliim,
enzimatik sindirim ile olusturulan peptitlerin kiitle spektrometresine girmeden dnce
ayrima ugradigi yerdir. Sonrasinda ayrigsan peptitler kiitle analizorlerine

gonderilmektedir.
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Ardistk MS/MS sistemlerinde birinci kiitle analizorliinden ayrilan peptitler
parcalanarak ikinci kiitle analizoriine girer. Boylelikle amino asit sekans1 belirlenir.
MS/MS sistemleri kullanilarak yapilan peptit analizleri veya proteomik bazli analizler
sonucunda elde edilen ham veriler giincel veri tabanlari ile karsilastirilmakta ve
spesifik yazilimlar kullanilarak islenmis veri elde edilmektedir (48). 1989 yilinda
laboratuvarlar uygulamalarina dahil edilen LC-MS/MS y6nteminin temel avantajlari,
yiiksek oOzgiillik ve genis analit yelpazesi ile hassas analitik ydntemlerin

gelistirilebilmesidir (57).

2.5.3.2 Peptit dizileme ve de novo dizileme

Proteomik arastirmalar boyunca proteinler, tripsin enzimi gibi proteolitik enzimler
ile parcalanarak peptitler olusturulur. Peptit kiitlelerinin giincel veri bankalarinda
bilinen proteinlere ait peptit dizilerinin kiitleleri ile karsilastirilarak analizinin
gerceklestirilmesine peptit dizileme (peptit mass fingerprint, PMF) denir. Diger bir
alternatif ise MS/MS sistemleri kullanilarak de novo dizileme yapilmasidir. De novo
dizileme, ardisik kiitle spektrometreleri analizleri ile 6rneklerden elde edilen peptit ve
fragment kiitlelerinden protein/peptit dizisinin elde edilmesidir. MS/MS yontemi ile
peptit dizileme yapilmasi, proteomik teknikler ile protein tanimlamak en kuvvetli

araclardan biridir (51).

MS/MS yonteminde ilk kademede tek basina MS analizi yapilir. Sonrasinda
Olciimii yapilan iyonlar secilerek ikinci kademeye geg¢ilir. Bu agamada her peptit
rastgele fragmente olur. Bu fragmentasyon i¢in farkli metotlar mevcut olup proteomik
aragtirmalarda en yaygm olam1 CID (collision induced dissociation)’dir ve
fragmentasyon argon gibi inert bir gazla ¢arpistirilarak gergeklesir. MS/MS sisteminde
analiz sonucu elde edilen molekiiliin tamamina Onciil iyon (precursor ion),
fragmentasyon sonucu olusan iyonlara {iriin iyon (product ion) denilmektedir.
Fragment iyonlarin kiitlelerinden hareketle ilgili peptide ait aminoasit dizisi elde edilir.
Peptitlerin fragmentasyonu ile “b” ve “y” iyonlar1 olusur ve olusan bu iyonlar peptitler

hakkinda bilgi verir. Peptit par¢alanirken mevcut yiikiin hangi terminalde kaldiginda

gore iyonlar olugmaktadir.
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Yiklii peptitlerden amino terminal igeren iyonlara “b” iyonlari, karboksil terminal
iceren iyonlara “y” iyonlar1 denilmektedir. Dizileme sonrasi elde edilen verilerin
analiz edilmesi farkli veri tabanlar1 kullanilmaktadir. Hem peptit dizileme hem de de
novo dizileme c¢alismalart igin gelistirilen, SwissPort, UniPort, NCBInr,

MatrixScience gibi ¢esitli veri tabanlar1 bunlara 6rnek olarak verilebilir.

2.54 MALDI-Goriintiilleme kiitle spektrometresi

2.5.4.1 Tarihgesi

MALDI iyonizasyon teknigi, Tanaka ve arkadaslari, Karas ve Hillemkamp
tarafindan 1980’11 yillarin sonunda matriks varliginda molekiillerin iyonlagtirilmasi
icin lazer enerjisinin kullanildig1 iyonizasyon teknigi olarak tanimlanmistir. ESI ve
MALDI iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi sonucunda 2002 yilinda Nobel Kimya

odiiliinti John Fenn ile birlikte Koichi Tanaka almistir.

Yiiksiiz molekiillerin ¢esitli kaynaklar yardimi ile iyonlastirilmasi ve yiiklii
iyonlarin manyetik ya da elektrik alandan gegerken m/z oranlarina gore ayrilmasi
prensibi ile ¢aligsan kiitle spektrometreleri ileri proteomik tekniklerinden MALDI-

Gorilintiileme kiitle spektrometresini igerir.

2.5.4.2 Prensibi

MALDI, matriks destegi ile analiz edilecek molekiiliin iyonlagtirilmasi icin lazer
enerjisinin kullanildig1 bir iyonizasyon teknigidir. Temel prensip olarak, matriks lazer
enerjisini absorbe ederek analitleri gaz fazina aktarmaktadir. Bu siire¢ iyonlagsmay1
indiikleyerek lazer atiglarinda olusan iyonlar TOF kiitle analizériinde analiz
edilmektedir. Bu teknikte her lazer atiminda olusan iyonlarin ayrilmasi ve
coziimlenmesi i¢in kiitle analizorii mevcuttur. MALDI kiitle spektrometresi ile birlikte
kullanilan en basit kiitle analizorii, iyonlarin kiitleleri ile orantili olarak belirli siire

icerisinde dedektdre ulagsmasini saglayan TOF tiipiidiir.
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TOF tiipii icerisinde analiz, tim iyonlara ayni miktarda enerji verilmesinin
ardindan dedektore dogru hizlanan iyonlar ile yapilmaktadir. Teoride iyonlarin hepsi
iyon kaynag icerisinde ayn1 zamanda ve ayni yerde olusturulmakta olup sonrasinda
TOF tiipinde hizlandirilmaktadir. Ayni yiike sahip iyonlar hizlandiktan sonra ayni
kinetik enerjiye sahip olmakla birlikte farkli kiitlelere sahip olduklarindan dedektore
ulasma zamanlar1 birbirinden farklidir. En az kiitleye sahip iyonlarmn hiz1 fazla
oldugundan dedektore ilk ulagirken, daha fazla kiitleye sahip iyonlar dedektore daha
gec ulagmaktadir (59).

Ileri proteomik tekniklerden MALDI-TOF, proteinlerin tanimlanmasinda tercih
edilen yaklasimlardan PMF analizlerinde kullanilmak iizere verilerin tiretildigi kiitle
spektrometresidir. Bu yaklasimda oncelikle 2D-PAGE yontemi ile proteinler yiliksek
cozlinlirliik altinda ayrilmakta olup, analiz sonras: ilgili protein spotu jelden kesilir.
Tripsin enzimi ile proteolitik sindirime tabi tutulduktan sonra kesilen peptit kiitleleri
MALDI-TOF kiitle spektrometresi analizi ile m/z degeri olarak elde edilir. MALDI-
TOF kiitle spektrometresi ile yapilan peptit analizlerinde kiiciik molekiiler agirliga
sahip molekiilleri tanimlamak i¢in analiz modlarindan “reflektron” modu kullanilirken
intakt proteinlerin kiitleleri “lineer” modda Ol¢lilmektedir. Bu yontem siklikla

saflagtirilmis proteinlerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

MALDI-TOF kiitle spektrometresinde matriks olarak siklikla alfa-siyano-4-
hidrosinamik asit (a-CHCA), sinapinik asit (SA), 2,5-dihidroksi benzoik asit (DHB)
kullanilmaktadir. Matriksler lazeri sogurma 6zelligine sahip olup peptit analizlerinde
reflektron modunda a-CHCA matriks yaygin kullanima sahiptir. SA ise daha biiyilik
molekiillerin iyonizasyonunda daha iyi sonuglar vermektedir. Matriks uygulamasi
kiitle spektrometresinde ileri analizlerde desorpsiyon/iyonizasyona yardimci

olmaktadir.

Ileri proteomik tekniklerden MALDI-Gériintiileme Kiitle Spektrometresi birgok
acidan avantajli bir kiitle spektrometresi teknigidir. Bunlardan baslicalari, MALDI’de
genellikle tekli protonlanmig analitler olustugundan TOF kiitle analizorleri ile birlikte

bir ya da birden fazla analit i¢in hizlica molekiiler agirlik bilgisi saglanabilmektedir.
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Bu yontem tuzlara ve tampon ¢dzeltilere karsi nispeten yiiksek toleranshidir (47).
Ayrica uzun numune hazirhigina gerek kalmadan doku orneklerini analiz etmek i¢in
yiiksek kapasiteli olmas1 ve homojenizasyon gerektirmemesinden dolay1 da diger

proteomik tekniklere gore avantajlidir (60).

2.5.5 MALDI-Goriintiileme kiitle spektrometresi calismalar:

Kiitle spektrometresinin yiiksek hassasiyet ve duyarlilik ile proteinlerin analiz
edilmesine olanak saglamasi, analitik yetenek ile birlikte doku igerisindeki spesifik
hiicre tiplerinde gerceklesen molekiiler degisimleri arastirma ve anlama kolaylig
saglar. Ileri proteomik tekniklerden olan MALDI-Gériintiileme  kiitle
spektrometresinde, dokularin tizeri bir matriks ile kaplanmakta olup ileri analizlerde
iyonizasyona yardimci olmaktadir. Iyonizasyon siireci boyunca, spesifik bir dalga
boyundaki lazer matriks tabakasina vururken, alttaki doku saglam kalmakta, 6l¢iim
sonrasi ayni doku iizerinde histolojik analiz ger¢eklesmektedir. MALDI-Goriintiileme
kiitle spektrometresi yontemi ile lipitlerin, proteinlerin, peptitlerin, ilag ve ilag

metabolitleri gibi bir¢cok analit rahatlikla analiz edilebilmektedir (60).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Cahsma Dizaym

Bu tez dahilinde yapilmasi planlanan deneysel ¢alismalar Acibadem Mehmet Ali
Aydmlar Universitesi Tibbi Arastirmalar Degerlendirme Kurulu(ATADEK)
tarafindan 13/09/2018 tarihinde incelenmis ve etik agidan uygun bulunmustur (Karar
No: ATADEK-2018/13) (Ek 1). Optimizasyon g¢alismalarina dahil edilen 7 doku
ornegi, Maslak Acibadem Hastanesi Patoloji Laboratuvarindan alinmistir. Calisma
icin gerekli olan doku ornekleri cerrahi operasyon esnasinda ¢ikarilmis olup formalin
icinde sabitlenerek parafine gomiilmiistiir. Daha sonrasinda g¢alismanin yapilacagi
giine kadar oda sicaklifinda saklanmistir. Endoskopik mide biyopsilerinin antrum
orneklerinin Hemotoksilen&Eosin (H&E) boyamasi sonrasinda elde edilen dijital

goriintiileri Sekil 1°de sunulmustur.

Sekil 1 Endoskopik mide biyopsilerinin antrum orneklerinin H&E boyamasi

sonrasinda elde edilen dijital goriintiiler

3.2 Geregler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri, malzemeler ve

kimyasallar Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 1 Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka/Model

MALDI TOF/TOF Kiitle Spektrometresi

LC-MS/MS Kiitle Spektrometresi

UPLC Kolon

Matriks ve Tripsin Uygulama Istasyonu
Inkiibasyon Istasyonu

ITO Kapli Lam

Santrifiij

Derin Donduruculu Buzdolabi (+4 °C ve
-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Hassas Analitik Terazi

Etiiv (37°C)

Otoklav

Sonikator

Thermoshaker

Ultrasonik Banyo

Hassas Terazi

Egimli Pens - 150 mm

Mikrosantrifiij

pH Metre

Vorteks

Mikroplate Spektrofotometre

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler
0.5, 1.5 ve 5 mL Hacimli Kapakli Tiipler

RapifleX MALDI Tissue Typer Bruker
Daltonics

Waters Corporation, Acquity UPLC M-
Class SYNAPT XeVo G2-XS

Waters Corporation, ACQUITY HSS
T3

SunCollect SunChrom GmbH
SunDigest SunChrom GmbH

Bruker Daltonics

MicroL 17 Thermo Fischer Scientific
Kirsch Medical - Argelik

Haier Biomedical, DW-861L.729
Kern ABJ

Hera Term Oven Thermo Scientific
Niive SteamArt

Hielscher UP200St

Grant-Bio PC MT-HC24N

VWR USC-TH

Kern ABJ

Isolab

Biosan FVL-2400N-Combismin
Thermo Scientific

VWR VV3

BioTek-Synergy H1 Hybrid Reader
Thermo Scientific

Axygen ve Eppendorf
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Tablo 1 Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

(Devami)

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme Marka/Model
Dikey ve Yatay Sale Isolab
Mikrokapiller Steril Pipet Ucu 1/200ul ~ VWR

96 Kuyucuklu Mikroplate Isolab

Cesitli Hacimlerde Pipet Uclart (0.1- Axygen

1000 pL)

5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik Isolab
Pipetler

Cesitli Cam Malzemeler Isolab

Mikrotom
Immiinohistokimya Cihaz

Dijital Patoloji Lam Tarayicis1

Leica Biosystems

Benchmark XT Ventana Medical
Systems

Panoromic 250 Flash III 3D Histech
Digital Pathology Company

Tablo 2 Caligmada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklar1 firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma/Kodu

Tris(hidroksimetil)Jaminometan
Sodyumdodesil Siilfat (SDS)

Metanol (CH30OH)

Kloroform (CHCL3)

Iyodoasetamit (C2H4INO)

Asetonitril (CoH3N)

Amonyum Bikarbonat (NH4HCO3)
UPX Universal Protein Extraction Kit
FASP Protein Digestion Kit

Sigma, 252859

Sigma, 862010

Sigma, 322415

Sigma, 288306

GE Healthcare, RPN6302
Thermo Fisher, LSG-51101
Merck, 5.33005

Expedeon, 44101
Expedeon, 42250

28



Tablo 2 Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve satin alindiklari firmalar

(Devami)

Kullanilan Kimyasal Maddeler Firma/Kodu

Tripsin Gold, MS Grade Promega, V5280

Trisodyum Sitrat (NazCsHs07) Merck, 567446

P-Ksilen >99 %HPLC-Grade Sigma, 317195

Etanol >99% HPLC-Grade Interlab

Su, LC-MS Grade Thermo Fisher, LSG-51140 ve Merck,
115333

Proteaz Inhibitor Thermo Fisher, LSG-A32955

Pierce™ Quantitative Kolorimetrik Peptit Thermo Fisher, 23275

Assay Kit

BSA Protein Standardi BioRad, 5000007

Tripsin Promega, V5111

Trifloroasetik Asit (TFA) (CoHF303) Sigma, T6508
A-siyano-4-hidroksisinamik  asit  (a- Proteochem, p9100 ve Bruker,
CHCA) 8255344

Bovin Serum Albumin (BSA) Bruker Daltonics, 8217498

Peptit Standard1 Bruker Daltonics, 8222570

Formik Asit (HCOOH) Sigma, 106526

Ksilen Sigma, 214736 ve JT Baker, 80802500
Etanol (C2HsO) Merck, 111727
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3.3 Yontem

3.3.1 Antijen geri kazanim

Optimizasyon c¢alismalarinin ilk basamaginda antijen geri kazanimi igin
optimizasyon ¢alismalar1 yapilarak, MALDI-Gorlintiileme yontemi i¢in tiip igerisinde
en iyi antijen geri kazanimi tamponunu mide biyopsi Ornekleri i¢in tespit etmek
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda, farkli antijen geri kazanimi tamponlar ile
muamele edilmis biyopsi drneklerinin protein konsantrasyonlari Bradford yontemi ile

karsilastirilmistir.

Optimizasyon ¢alismalarina dahil edilen 7 adet midenin antrum bolgesine ait doku
ornekleri, Maslak Acibadem Hastanesi Patoloji Laboratuvarindan alinmistir.
Calismada kullanilacak dokularin kesitleri 42 mikron kalinliginda ve Acibadem Saglik
Grubu Merkez Patoloji Laboratuvarinda LEICA RM2245 Mikrotom cihaz1 ile

alimmustir.

1. Protokol: 98 °C su banyosu igerisinde 10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS tampon
cozeltisi ile 30 dakika boyunca muamele edilmistir.

2. Protokol: 98 °C su banyosu igerisinde 10 mM Tris-HCI (pH 9) + %2 SDS tampon
cozeltisi ile 30 dakika boyunca muamele edilmistir.

3. Protokol: 98 °C su banyosu igerisinde 10 mM Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS
tampon ¢ozeltisi ile 30 dakika boyunca muamele edilmistir.

4. Protokol: 98 °C su banyosu igerisinde 0.1 M EDTA (pH 8.4) + %2 SDS tampon

cozeltisi ile 30 dakika boyunca muamele edilmistir.

Caligsmada kullanilacak doku kesitlerinden protein ekstraksiyonu i¢in antjien geri
kazanimi islemine gegmeden 6nce Guo ve arkadaglarinin 2012 yilinda uyguladiklar
protokol goére tiim Orneklerin deparafinizasyon, rehidrasyon basamaklari

tamamlanmistir (61). Bu dogrultuda;

30



Oda sicakliginda lobind tiip icerisinde saklanan 42 mikron kalinligindaki doku
orneklerine kimyasal deparafinizasyon icin 1 ml ksilen ile muamele edilmistir.
Ardindan 1 dakika 1400 g’de santrifiij yapilmistir. Ksilen uzaklagtirilip bu adim
tekrarlanmigtir. Rehidrasyon i¢in 2x3 dakika %100 EtOH, 2x3 dakika %70 EtOH, 2x3
dakika %30 EtOH ve 2x3 dakika dH»O islemleri tamamlanip su uzaklastirilmistir.

Tiim antijen geri kazanim soliisyonlarina 1X Proteaz Inhibitdrii (Thermo Fisher)
eklenmistir ve 98 °C’ye ayarlanmis Thermoshaker’a alinarak (Grant-Bio PCMT-
HC24N) 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Farkli tampon ¢ozeltiler kullanilarak
farkli antijen geri kazanim protokolleri sonrasinda drneklerin bir siire oda sicakligina
gelmesi saglanmistir ve bu asamadan sonra mikrosantrifiij tiipleri 15.000 g’de 5 dakika
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatantlar yeni lobind tiiplere aktarilarak
metanol/kloroform presipitasyonu yontemi ile temizlenmistir (62). Metanol/kloroform
presipitasyonu sonucu elde edilen protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile

Ol¢iilmiistiir.

25-1 pg/ml calisma araligt olan Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi ile
kompleks yapma esasina dayanan bu yontem i¢in Coomassie Plus (Bradford) Assay
Kit (Thermo Fisher) kullanilmis ve iiretici firmanin tavsiye ettigi protokol izlenmistir.
Analiz i¢in 96 kuyucuklu mikroplaka kullanilmig ve 7 adet Bovine Serum Albumin
(BSA) standard1 hazirlanmistir. Standartlardan ve 6l¢iim yapilacak 6rneklerden 150 pl
alinarak 3’er tekrarli olacak sekilde kuyulara dagitilmis ve {lizerlerine 150 pl
Coomassie Plus Reagent soliisyonu eklenerek 30 saniye boyunca mikroplaka
calkalayicisinda karistirllmigtir. Ardindan 10 dakika oda sicakliginda ve karanlik bir
ortamda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda BioTek PowerWave HT
mikroplaka okuyucu spektrofotometreye yerlestirilerek 595 nm dalga boyunda 6l¢tim
gerceklestirilmistir.  Olgiim  sonrast  konsantrasyonu Onceden belirli BSA
standartlarindan elde edilen degerlerin olusturdugu grafigin lineer denklemi
kullanilarak  miktar1 ~ belirlenmek istenen proteinlerinin  konsantrasyonlari

hesaplanmastir.
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3.3.2 Immiinohistokimya

Antikor bir floresan boya ile isaretlenerek doku antijenlerinin lokalizasyonlarinin
gosterilmesi saglanan immiinohistokimya yontemi ile 4 farkli antijen geri kazanimi

tamponlarinin immiinohistokimya seviyesinde biyopsi 6rnekleri analiz edilmistir.

Kesit alma ve 4 farkli antijen geri kazanimi tampon ¢dzeltilerinin boyama ile
etkisine bakilmasi i¢in endoskopik mide biyopsilerinin antrum Orneklerine ait 6
dokudan LEICA RM2245 Mikrotom cihaz1 ile 3 pm kalinliginda kesitler alinarak
37°C su banyosunda kesitlerin acilmasi saglanip (+) yiikli lamlar tizerine doku
kesitleri alinmistir. Alinan kesitler 62°C etlivde 1 saat bekletilerek deparafinizasyona
hazir hale getirilmistir. Kesitlere ait genel yapiy1 izlemek amaciyla daha dnceden
uygulanmis H&E boyamasina ek olarak hiicre iskeletinin 6nemli bir bileseni olan
aktine spesifik “Actin, Alpha-Smooth Muscle” monoklonal antikor ile mideye ait doku
kesitlerinde = miyofibroblastlar1 ~ ve  miyoepitelyal  hiicreleri ~ boyayan

immiinhistokimyasal boyama yapilmaistir.

Boyanacak kesitlere Polimer/HRP c¢aligma yontemi uygulanmastir.

1. 1 saat boyunca 62 °C’lik etiivde lamlarin fiziksel deparafinasyonu yapilmstir.

2. Kimyasal deparafinizasyon i¢in 2x5 dakika boyunca ksilen ile muamele edilmistir.
3. Swrastyla %100 EtOH, %96 EtOH, %80 EtOH igerisinde 1x5 dakika kesitler hidrate
edilmistir.

4. 1x3 dakika dH>O igerisinde bekletilmistir.

5. Immiinhistokimyada 6n islem kabul edilen antijen geri kazanimi uygulamasi igin
strastyla 10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS, 10 mM Tris-HCI (pH 9) + %2 SDS, 10 mM
Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS ve 0.1 M EDTA (pH 8.4) + %2 SDS tampon
cozeltiler igerisine alinan lamlar sirasiyla diidiiklii tencere igerisinde 5 dakika siireyle
birakilmistir.

6. Kesitler dH20 ile yikanmustir.

7. Actin, a-Smooth Muscle; Clone 1 A4 Ready-To-Use (Scytek Laboratories, A00002-
IFU-IVD) boyama kitinde bulunan Peroxidase Block (RE7101) kullanilarak kesitlerin
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tizerine birka¢ damla damlatip nemli ortam kabinda 5 dakika siireyle endojen
peroksidaz blokaji yapilmigstir.

8. Tris-buffered saline (TBS) ile kesitler 2x5 dakika siireyle yikanmistir.

9. Kullanima hazir kit i¢inde bulunan Protein Block (RE7102) kullanilarak kesitlerin
izerine birka¢ damla damlatip nemli ortam kabinda 5 dakika siireyle protein blokaji
yapilmustir.

10. Tris-buffered saline (TBS) ile kesitler 2x5 dakika siireyle yikanmistir.

11. Kullanima hazir primer antikor Actin, a-Smooth Muscle; Clone 1A4, Ready-To-
Use (Scytek Laboratories, Inc.) kesitlerin iizerine birka¢ damla damlatilarak nemli
ortam kabinda 30 dakika stireyle bekletilmistir.

12. Tris-buffered saline (TBS) ile kesitler 2x5 dakika siireyle yikanmigtir.

13. Kesitlere primer antikor ile uyumlu Post Primary Block (RE7111) damlatilarak
nemli ortam kabinda 30 dakika siireyle bekletilmistir.

14. Tris-buffered saline (TBS) ile kesitler 2x5 dakika siireyle yikanmistir.

15. Kullanima hazir kit i¢inde bulunan HRP Konjuge Polimer (RE7112) kesitlerin
tizerine birka¢ damla damlatilarak nemli ortam kabinda 30 dakika siireyle
bekletilmistir.

16. Tris-buffered saline (TBS) ile kesitler 2x5 dakika siireyle yikanmistir.

17. 150 ul DAB Kromojen (RE7105) : 3000 ul DAB Substrat (RE7143) karistirilarak
DAB caligma ¢ozeltisi hazirlanmistir ve karanlik, nemli ortam kabinda kesitler {izerine
birka¢ damla damlatilarak 5 dakika siireyle dokularin renk almasi i¢in beklenmistir.
18. 1x3 dakika dH,O igerisinde lamlar yikanmistir.

19. Mayer c¢ozeltisi (RE7107) 3 dakika siireyle beklenerek c¢ekirdek boyamasi
yapilmustir.

20. 1x3 dakika dH,O igerisinde lamlar yikanmistir.

21. Tris-buffered saline (TBS) ile kesitler mavilestirilmistir.

22. Sirastyla %80 EtOH, %96 EtOH, %100 EtOH icerisinde kesitler birakilmgtir.

23. Ksilene birakilan kesitler alinarak non-aqueous kapama maddesi olarak balzam
damlatilip lamel ile kapatilmigtir.

24. Boyanan lamlar mikroskop ile incelenmistir ve dijital goriintiileri alinmigtir.
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3.3.3 Peptit konsantrasyonu tayini

FFPE doku ornekleri ile yapilan optimizasyon c¢aligmalarinda ornek yikama
kosullar1 ve antijen geri kazanimi basamagi gibi tripsin miktarinin da optimize
edilmesi gerekmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda optimizasyon ¢alismalarinda FFPE
biyopsi Ornekleri i¢in uygun antijen geri kazanimi tamponu belirlendikten sonra,
MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi ile 6n optimizasyon ¢aligmalarina devam

edilerek tripsinizasyonun en etkili gerceklestigi tripsin konsantrasyonu aragtirilmistir.

Yapilan On optimizasyon c¢alismasi ile tripsin uygulama parametreleri
belirlenmistir. Doku iizerine tripsin uygulamasi, pozitif kontrol olarak BSA
kullanilarak (+) yiiklii lam {izerinde, antijen geri kazaniminin ardindan uygulanmistir.
Bu amagla, uygun konsantrasyonda tripsin ¢ozeltisinin belirlenebilmesi i¢in 25 ng/ul,
50 ng/ul, 75 ng/ul ve 100 ng/pl olmak iizere dort farkli tripsin konsantrasyonu
dakikada 10 pl tripsin doku iizerine 8 katman olarak piiskiirtiilmiistiir. Bu islem igin,
SunCollect (Sunchrom GmbH, Germany) tripsin uygulama istasyonu kullanilmigtir.
Ardindan, tripsin ile inkiibasyon, nem ve sicaklik dengesinin korundugu bu yoéntem
icin 6zel olarak gelistirilmis olan SunDigest Incubation Chamber (Sunchrom GmbH,
Germany) kullanilarak 50 °C derecede 2 saat yapilmistir. Tripsin proteazi ile doku
proteinlerinin peptitlere par¢alanmasinin ardindan, doku yiizeyinden ikiser kere %20
ACN ile gel loading pipette tip yardimiyla toplanan peptitler 0.5 ml tiiplere aktarilarak
Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide Assay kit ile peptit konsantrasyonu tayin

edilmistir.

1000-25 npg/ml galigma araligi olan ve biliret reaksiyonu sonucu 480 nm
absorbansa sahip parlak kirmizi bir kompleks olusturma esasina dayanan bu
kolorimetrik tayin yonteminde spektrofotometre cihazi kullanilarak 480 nm dalga
boyunda 6lgiim alinmistir. Olgiim sonrasi konsantrasyonu énceden belirli peptide
digest standartlarindan elde edilen degerlerin olusturdugu grafigin lineer denklemi

kullanilarak miktar1 belirlenmek istenen peptitlerin konsantrasyonlar1 hesaplanmstir.
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3.3.4 LC-MS/MS ile protein tanéimlamasi

[lk olarak 10 mM Sitrat (pH 6) antijen geri kazanimi tampon ¢dzeltisi ile muamele
edilmis Ornekler ile antijen geri kazanimi tamponuna gegen potansiyel proteinlerin
tespiti icin LC-MS/MS analizi yapilmigtir. Daha sonrasinda 25 ng/ul, 50 ng/ul, 75
ng/ul, 100 ng/pul, 25 ng/ul + %10 ACN, 75 ng/ul + %10 ACN konsantrasyonlarinda
tripsin, dokular iizerine 8 katman olarak piiskiirtiildiikten sonra lam {izerinden toplanan
peptitlerin profillerinin belirlenmesi i¢in LC-MS/MS analizi yapilmistir. Son olarak,
optimizasyonda kullanilan tiim FFPE mide biyopsi drneklerinin protein profilleri LC-

MS/MS analizi ile tespit edilmistir.

LC-MS/MS analizi i¢in 6rnekler FASP yontemi ile hazirlanmigtir. Dokularinin
homojenizasyonu i¢in UPX Universal Protein Extraction Kit (Expedeon) kullanilmig
ve {lretici firmanin tavsiye ettigi protokol izlenmistir. 30 kDa cut-off’lu filtreler
kullanilarak uygulanan bu filtreli sistemde 6rnek hazirlig1 6rneklerin iizerine proteaz
inhibitor kokteyli (PIC) eklenerek baslamistir. Sonrasinda 6rnekler Hielscher UP200St
(Hielscher Ultrasound Technology) sonikatore alinarak 5 dongili olacak sekilde 5
saniye sonikasyona birakilmistir. Her dongli arasinda oOrneklerin bulundugu
mikrosantrifiij tlipleri 20 saniye buzda bekletilmistir. Ardindan oOrneklere spin
attirilarak buz iizerine alinmistir ve 50 mM Amonyum Bikarbonat ile birlikte PIC
eklenerek vortekslenmistir. 10 saniye boyunca sonikasyon asamasi tekrarlanarak
ornekler yeniden vortekslenmistir. Sonrasinda disiilfit baglarinin rediiksiyonu igin
dithiothreitol (DTT) ajami eklenerek vortekslenmis ve 6rnekler 55°C’ye ayarlanmig
Thermoshaker’a alinarak 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu agsama ile homojenizasyonun
bitmesinin ardindan 6rnekler 4°C dolapta sogumaya birakilmistir. Daha sonrasinda
stilthidril gruplarinin alkalizasyonu i¢in iodoacetamide (IAA) ajan1 eklenerek drnekler
1 dakika boyunca c¢alkalayicida bekletilmistir ve sonrasinda sonrasinda karanlik bir
ortamda 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Orneklerin iizerine
tripsin enzimi eklenerek, tiipler parafilm ile sarilmig ve 37°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonu takip eden giinde 6rnekler 18.000 g’de 10 dakika boyunca
25°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi 6rnekler yeni lobind tiiplere aktarilarak

etiketlendirilmis ve santrifiij agsamasi tekrarlanmistir.
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Daha sonraki asamada, ornekler 9%0.1 formik asit (FA) ile seyreltilerek cihaza
uygun vial tiiplere aktarilmistir. Analiz i¢in Acquity UPLC M-Class SYNAPT Xevo
G2-XS Q TOF (Waters) cihazi kullanilmig ve analizden 6nce cihaza 6zgii olan
MassLynx yazilimi (V4.1-Waters) kullanilarak kalibrasyon ve dedektor ayarlar
yapilmistir. Metot SONAR mod ile, pozitif iyon ve sensitivite moduna getirilerek
iiretilen triptik peptitler HSS T3 (Waters) nano kolon igerisinde yaklasik 300 nL/dk
akis hizinda ters faz kromatografisine tabi tutulmustur. %5-95 gradient araliginda
peptitlerin hidrofobikligine gore arttirilarak peptitlerin kolondan ayrilmasi saglanmis
ve iyonlasma sonucu kiitle spektrometresinde 50-2000 m/z araliginda analiz
edilmistir. Analiz esnasinda, MS analizi gergeklestirilerek peptidin biitlinii hakkinda
bilgi toplanmasinin ardindan MS/MS analizi yapilarak peptitler par¢alanip sekans
bilgisi elde edilmistir. LC-MS/MS analizi sonucu elde edilen hem veriler, Progenesis
QI yazilimi (Waters) ile analiz edilmistir. Protein tanimlamalari ise giincel UniProt
veri bankasindaki protein sekans bilgisi ile karsilastirilarak yapilmistir. Panther analizi
ile tayin edilen proteinlerin fonksiyonlarina gore siniflandirma yapilmistir (63). Elde
edilen proteinlerin siniflandirmalar1 ve molekiiler fonksiyonlar1 Panther-Gene List

Analysis (http://www.pantherdb.org/) ile yapilmistir.

3.3.5 MALDI-TOF analizi

MALDI-Gériintiileme yOdnteminin matriks basamaginin optimize edilmesine
yonelik yapilan optimizasyon ¢aligmalar1 asagida 6zetlendigi gibi yapilmaya devam

edilmistir.

[lk olarak farkli a-CHCA matriks konsantrasyonu ve kompozisyonlarinin peptit
profillerine etkisi dried-droplet yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu dogrultuda;
Bovine serum albumin (BSA) %0.1 trifloroasetik asit (TFA) ile iireticinin talimatlarina
gore ¢ozdiiriilerek hazir hale getirilmistir. 5 mg/ml, 7 mg/ml ve 10 mg/ml olmak tizere
3 farkli konsantrasyonda a-CHCA, %50 ve %70 asetonitril (ACN) ve degisen
trifloroasetikasit (TFA) (%2, %1, %0.5, %0.2 ve %0.1) konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. BSA protein digest soliisyonu dried-droplet yontemi kullanilarak

hazirlanmstir.
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Kisaca, 1 pul BSA protein digest AnchorChip Target‘ta (Bruker Daltonics)
hidrofobik halka ile ¢evrili hidrofilik core {izerine el ile spotlanmistir. Sonrasinda BSA
tizerine 1 pl farkli konsantrasyonlarda MALDI matriks soliisyonlar1 spotlanarak oda
sicakliginda kurutulmustur. Matriks ile 1:1 oraninda eklenen BSA triptik peptitlerinin
sinyal yogunluklar karsilagtirilmistir. Analiz, RapifleX MALDI Tissue Typer (Bruker
Daltonics) kiitle spektrometresinde ve pozitif iyon reflektron modunda 900-3500 m/z
araliginda gerceklestirilmistir. Kiitle spektrometresi verileri, her spot bagina 2000 laser
shot kullanilarak elde edilmistir. BSA protein digest analizi bagimsiz olarak 2 tekrarl
calisilmistir. Pik listeleri FlexAnalysis (Bruker Daltonics) yazilimi kullanilarak
olusturulmus olup her pik i¢in, sinyal/giiriiltii (signal-to-noise, S/N) oran1 3’ten daha
yiiksek, bagil yogunluk (relative intensity) esigi (%) 0.5’ten daha yiiksek se¢ilmistir.
BSA peptit piklerinin mutlak yogunluklarinin (absolute intensity) karsilagtirilmasi
icin, Uretici tarafindan saglanan BSA triptik digestlerinin ana fragmanlar1 ve bunlarin
molekiiler kiitleleri kullanilmistir. BSA triptik peptitleri i¢in mutlak yogunluklar,
ticretsiz olarak temin edilebilen agik-kaynakli yazilim mMass (//www.mmass.org)

kullanilarak elde edilmistir.

Ikinci olarak, o-CHCA matriks kristallerinin sekilleri ve boyutlar1 151k

mikroskobu ile farkli objektifler altinda incelenmistir.

3.3.6 MALDI-Goriintiileme kiitle spektrometresi analizi

MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi analizi i¢in protein konsantrasyonu en
yiiksek ¢ikan antijen geri kazanimi tamponlarindan, 10 mM Sitrat (pH 6) tampon
cozeltisi kullanilarak Indiyum Kalay Oksit (ITO) kapli lam {izerine alian biyopsi

orneklerinin doku kesit kalinliginin belirlenmesine yonelik ¢alisma yapilmstir.

FFPE dokulardan elde edilen 3 um ve 5 pm’lik kesitler MALDI-Gorlintiileme
analizi i¢in Indiyum Kalay Oksit (ITO) kapli lamlara (Bruker Daltonics, Almanya)
alimmistir. 3 pm ve 5 pm’lik kesitler ayni1 deneysel prosediiriin uygulanmasi ve olasi
biasin engellenmesi adma ITO kapli lamin {izerine incelenmek {izere yan yana

yerlestirilmistir (Sekil 2).
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Boylece, iki farkli kalinliktaki dokuya ayni anda tiim iglemler uygulanmakta ve
ardindan ayni anda RapifleX MALDI Tissue Typer (Bruker Daltonics) cihazinda

analizi karsilagtirmali olarak ayni kosullar altinda analiz edilmektedir.

Sekil 2 ITO kapli lam {izerine alinmais sirasiyla 5 mikron ve 3 mikron olmak tizere iki

farkli kalinliktaki dokunun optik goriintiisii

Dokunun MALDI-Goériintiileme kiitle spektrometresi yontemine hazirlanmasi
icin, dokunun deparafinizasyon, rehidrasyonu ve antijen geri kazanimi asagidaki

protokole gore gerceklestirilmistir.

1. 1 saat boyunca 60 °C’lik etiivde lamlarin fiziksel deparafinizasyonu
2. Kimyasal deparafinizasyon i¢in 2x5 dakika ksilen ile muamele
3. Rehidrasyon:
2x3 dakika %100 EtOH
1x3 dakika %70 EtOH
1x3 dakika %30 EtOH
2x3 dakika dH,O
4. 10 mM Sitrat (pH 6) tampon ¢ozeltisi veya 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢6zeltisi

ile antijen geri kazanimi yapilmistir.
Daha sonrasinda, 25 ng/ul, 75 ng/ul + %10 ACN veya 100 ng/ul + %10 ACN

tripsin enzimi SunCollect 6rnek hazirlama istasyonu (SunChrom Wissenschaftliche

Gerate GmbH, Almanya) ile doku {izerine piiskiirtilmiistiir.
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SunDigest inkiibasyon istasyonunda (SunChrom Wissenschaftliche Gerate
GmbH, Almanya) 50 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonrasinda ise,
biyopsi dokularinin tizerine 5 mg/ml veya 7 mg/ml konsantrasyonda a-CHCA matriks

%70 ACN ve %1 TFA kompozisyonlarinda hazirlanarak uygulanmistir.

Uygulanan protokol sonucunda elde edilen peptitler RapiFlex MALDI Tissue
Typer (Bruker Daltonics) ile analiz edilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde,
monoizotopik peptit sayisi, histolojik 6zelliklerle iligkili olarak peptit lokalizasyonlar1
ve hiyerarsik kiimeleme analizleri (FlexImaging ve ScilSLab (BrukerDaltonics))

kullanilmistir.

Tiim ¢aligma dokularma Total Ion Count (TIC) normalizasyonu uygulanmigtir.
Dokularda farkli peptitler goriintiilenmis ve peptit lokalizasyonlar1 FlexImaging
yazilimi (Version 4.1, Bruker Daltonics) kullanilarak belirlenmistir.

Sitrat antijen geri kazanimi uygulanan 3 um ve 5 um’lik kesitlerdeki dokularda

sinyal yogunlugu en yiiksek olan 5 peptit £0.5 Da araliginda se¢ilmistir.

MALDI-Gériintiileme optimizasyon basamaklarindan 10 mM Sitrat (pH 6) ile
yapilan antijen geri kazanimina ait spektrum Comma Seperated Values (CSV) dosyasi
olarak mMass Open Source For Mass Spectrometry yazilimina aktarilmistir. Aktarilan
spektrumdan pikler asagidaki parametreler baz alinarak ve de-isotoping yapilarak

secilmistir.

e Signal/Noise Threshold: 3.5
e Abs. Intensity threshold: 0.0
e Rel. Intensity Threshold: 0.5
e Picking height: %80
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4 BULGULAR

4.1 Antijen Geri Kazamimi Optimizasyonu
4.1.1 Orneklere ait uygun antijen geri kazanimi tamponlarinin belirlenmesi

Optimizasyon ¢aligmalarinin ilk basamaginda antijen geri kazanimi i¢in, MALDI-
Gorilintiileme yonteminde tiip igerisinde en iyi antijen geri kazanimi tamponunu mide
biyopsi Ornekleri igin tespit etmek hedefi ile 42 mikron doku kesit kalinligi
kullanilarak farkli antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltileri denenmis olup protein

konsantrasyonuna etkisi degerlendirilmistir.

[1k protokolde 10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS, ikinci protokolde 10 mM Tris-HCl
(pH 9) + %2 SDS, ii¢iincii protokolde 10 mM Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS ve
dordiincii protokolde 0.1 M EDTA (pH 8.4) + %2 SDS tampon ¢dzeltileri ile farkli
antijen geri kazanimi prosediirleri uygulanmigtir. Dort  farkli  protokoliin
uygulanmasimin ardindan proteinler metanol/kloroform presipitasyonu yontemi ile

temizlenmis olup protein konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir.

Bradford yontemi ile protein konsantrasyonu tayini sonucunda {i¢ tekrarli olarak
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki BSA standartlar1 ve blank olarak kullanilan bos
Bradford yontemi ile protein konsantrasyonu tayini sonucunda {i¢ tekrarli olarak
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki BSA standartlar1 ve blank olarak kullanilan bos
boya soliisyonuna ait spektrofotometrik absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda

Olglilmiistiir. BSA standartlarinin konsantrasyonlarma karsi1 absorbans degerleri

kullanilarak ¢izilen grafikte egri denklemi ve R2 degeri Sekil 3’te gosterildigl gibi
hesaplanmistir. Elde edilen egri denkleminde, Orneklerin absorbans degerleri

kullanilarak bilinmeyen protein konsantrasyonlar1 Sekil 4’deki gibi bulunmustur.
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Sekil 3 BSA standartlarinin konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri

kullanilarak gizilen grafik ile hesaplanan egri denklemi ve R? degeri
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Sekil 4 Dort farklr antijen geri kazanimi tampon ¢6zeltisi sonucunda elde edilen

protein konsantrasyonlarinin karsilagtirilmasi

Bu calismanin sonucunda, 10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS tampon ¢dzeltisi ile
elde edilen protein konsantrasyonunun en yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu
sonugtan dolayi, bundan sonra yapilan tiim optimizasyon basamaklarinda sitrat

tampon ¢ozeltisi ile antijen geri kazanimi basamagi yapilmstir.
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4.1.2 Antijen geri kazamimi tamponuna gecen proteinlerin tespiti

MALDI-Gériintiileme ¢aligmalarinda antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltisine
proteinlerin gectigi bilinmemektedir. Bu sebep ile antijen geri kazanimi soliisyonuna
protein gecip gecmedigi kontrol edilmek iizere SDS igermeyen yalnizca 10 mM Sitrat
(pH 6) antijen geri kazanimi tampon ¢dzeltisi ile muamele edilmis drnekler Yontem
kisminda belirtildigi sekilde “In-Solution Tryptic Digestion” yontemi ile hazirlanarak

LC-MS/MS analizi sonucu bu tampon ¢dzeltiye gecen proteinler incelenmistir.

LC-MS/MS analizi sonucunda, 10 mM Sitrat (pH 6) antijen geri kazanimi tampon
cozeltisi ile muamele edilmis drneklerden herhangi bir filtreleme ve istatistiksel test
olmaksizin toplamda 37 protein tanimlamas1 yapilmistir. Analiz edilen 6rnekler igin
Progenesis QI sisteminde total iyon kromatogramlari incelenmistir. Ornek bir
kromatogram Sekil 5’de verilmistir. Elde edilen pik listeleri, Progenesis
yazilimlarindaki standart is akisi ile ham veri dosyalarindan iretilmistir. Protein
tanimlamasi ise; Uniprot insan referans protein veri tabani ile karsilagtirilarak yapilmis
olup analiz sonucunda keratin basta olmak iizere tampon ¢dzeltiye gecen proteinler
tespit edilerek Tablo 3’te verilmistir. Tanimlanan proteinlerin ¢esitli fonksiyonlarini
analiz etmek i¢gin PANTHER programi kullanilmistir. Antijen geri kazanim
tamponunda tespit edilen proteinlerin protein siniflandirmast ve molekiiler

fonksiyonlar1 gdsteren pasta grafik dagilimi Sekil 6’da verilmistir.

100 10.24

] 5150

32.73 51.25

31.74 N
L e a21 f| 3288 64,51 -
6.
46.35 63.55.. 7071 8171
566“ 45.16.. 54,62 71,05 m 100.07
87.08 91.16
J U ol
;

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00 110.00

™ Time

Sekil 5 10 mM Sitrat (pH 6) antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltisi ile muamele
edilmis orneklerin LC-MS/MS analizi ile belirlenen farkli m/z degerlerine sahip

cesitli peptitlerin kromatogram goriintiisii
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Tablo 3 10 mM Sitrat (pH 6) antijen geri kazanimi tampon ¢dzeltisi ile muamele

edilmis drneklerin LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan proteinler

P0OCG47 Polyubiquitin-B 1 1
P02533 Keratin, type | cytoskeletal 14 13 3
P02538 Keratin, type Il cytoskeletal 6A 12 2
P04259 Keratin, type Il cytoskeletal 6B 11 0
P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 29 22
P05109 Protein S100-A8 1 1
P08779 Keratin, typel cytoskeletal 16 15 7
P13645 Keratin, type | cytoskeletal 10 38 30
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 9 1
P13647 Keratin, type Il cytoskeletal 5 13 9
P14923 Junction plakoglobin 2 2
P19013 Keratin, typell cytoskeletal 4 0
P31151 Protein S100-A7 1
P35527 Keratin, type | cytoskeletal 9 15 14
P35908 Keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal 25 17
P47929 Galectin-7 1 1
P60709 Actin, cytoplasmic 1 1 1
Q72794 Keratin, type Il cytoskeletal 1b 4 0
QINZT1 Calmodulin-like protein 5 2 2
Q04695 Keratin, type | cytoskeletal 17 10 3
P31944 Caspase-14 1 1
P68104 Elongation factor 1-alphal 1 1
P01834 Immunoglobulin kappa constant 1 1
P02768 Albumin 1 1
Q9UHR6 Zinc finger HIT domain-containing protein 2 1 1
P07355 Annexin A2 1 1
P62805 Histone H4 1 1
Q08554 Desmocollin-1 1 1
P31947 14-3-3 protein sigma 1 1
QINR56 Muscleblind-like protein 1 2 2
QI9NVN3 Synembryn-B 2 2
P29508 Serpin B3 2 2
POCG47 Polyubiquitin-B O 2 2
095876 ND repeat-containing and planar cell polarity effector proteit 2 2
Q8N1N4 Keratin, type Il cytoskeletal 78 2 2
P01857 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 3 3
P15924 Desmoplakin 15 15



Il 21.4% calcium-binding protein
7.1% cell-adhesion molecule
14.3% cytoskeletal protein
14.3% defense/immunity protein
7.1% extracellular matrix protein

B 7.1% nucleic acid binding protein
7.1% protein modifying enzyme

B 7.1% scaffold/adaptor protein
7.1% transfer/carrier protein

B 7.1% translational protein

I 58.8% binding
17.6% catalytic activity
I 5.9% molecular function regulator
W 5.9% structural molecule activity
I 5.9% transcription regulator activity
5.9% translation regulatory activity

Sekil 6 Antijen geri kazanim1 tamponunda tespit edilen proteinlerin; protein

smiflandirmasi(A) ve molekiiler fonksiyonlari(B) gosteren pasta grafik dagilimi

LC-MS/MS analizi sonucunda tanimlanan proteinlerde keratin basta olmak {izere
tampon ¢ozeltiye gecen 37 protein gézlemlenmistir (Tablo 3). Tanimlanan 37 protein
ile PANTHER yazilim1 kullanilarak protein siniflandirmast ve molekiiler fonksiyon
analizi yapilmistir. Tanimlanan proteinler ile yapilan protein sinflandirmasi Sekil
6(A)’da, molekiiler fonksiyon analizi Sekil 6(B)’de ifade edilmistir. Proteinlerin,
smiflarina gore dagilim gosterdigi grafikte en yiiksek yiizdelik dagilima sahip {i¢ grup,
molekiiler fonksiyonlarina gore dagilim gosterdigi grafikte ise en yiiksek yiizdelik
dagilima sahip iki grup kirmizi ile gosterilmistir. Tanimlanan 37 protein ile yapilan
protein siniflandirilmasinda, proteinler simiflarina gére 10 gruba ayrilmistir.
Proteinlerin yaklasik %21.5’u kalsiyum baglayan proteinlerden ve bagisiklik
sistemiyle ilgili proteinlerden olustugu goriilmektedir (Sekil 6A). Tanimlanan 37
protein ile yapilan molekiiler fonksiyon analizinde, proteinler molekiiler
fonksiyonlarina gore 6 gruba ayrilmistir. Proteinlerin yaklasik %70inde yine baglama

ve katatilik aktivitelerinin oldugu goriilmektedir (Sekil 6B).
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4.1.3 Immiinohistokimya analizi

Tampon ¢ozeltilerden 10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS, 10 mM Tris-HCI (pH 9) +
%2 SDS, 10 mM Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS, 0.1 M EDTA (pH 8.4) + %2
SDS ¢ozeltiler ile muamele edilmis drneklere immiinohistokimya analizi yapilarak

biyopsi 6rneklerinin boyama durumlar1 incelenmistir (Sekil 7).

Aktine spesifik “Actin, Alpha-Smooth Muscle, 0-SMA” monoklonal antikor ile
mideye ait doku kesitlerinde miyofibroblastlart ve miyoepitelyal hiicreleri boyayan

immiinhistokimyasal boyama yapilmaistir.

i/ i Ch

02x ¥5 08 90° 0.2x ‘ 0 02

10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS 10 mM Tris-HC1 (pH 9) + %2 SDS 10 mM Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS 0.1 M EDTA (pH 8.4) + %2 SDS

Sekil 7 Dort farkli antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltisinin a-SMA antikor ile

immiinohistokimya analiz goriintiileri (0.2x objektif biiyiitme ile)

Midenin antrum bdlgesine uygulanan a-SMA immiin boya ile boyama sonucunda
mide dokusunda 10 mM Sitrat (pH 6) tampon ¢dzeltisi kuvvetli boyanma gosterirken
10 mM Tris-HCI (pH 9) + %2 SDS, 10 mM Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS, 0.1
M EDTA (pH 8.4) + %2 SDS tampon ¢ozeltileri zayif boyama gostermistir (Sekil 7).
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Lam {izerinde yer alan 6 dokudan bir tanesi secilerek daha yiiksek oranda

biiylitmeler ile immiin boyamanin etkisi Sekil 8 ve Sekil 9’da gosterilmistir.

Sekil 8 Dort farklr antijen geri kazanimi tampon ¢6zeltisinin a-SMA antikor ile

immiinohistokimya analizi goriintiileri (1.5x objektif biiyiitme ile 5.dokuya aittir)

™ f o e T

10 mM Tris-1 mM EDTA (pH 9) + %2 SDS
) A LA N R
TRy 5| ALY

a0 WS R Vi e e i/, NINSr e el
6.9x 10 mM Tris-HCI (pH 9) + %2 SDS 6.9x 0.1 M EDTA (pH 8.4) + %2 SDS

Sekil 9 Dort farkli antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltisinin a-SMA antikor ile

immiinohistokimya analizi goriintiileri (6.9x objektif biiyiitme ile 5.dokuya aittir)
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Dokulara uygulanan 10 mM Sitrat (pH 6) + %2 SDS tampon ¢dzeltisi ile antijen
geri kazanim sonrasinda diger ii¢ farkli tampon ¢ozeltiye gore daha yogun boyama
gbzlemlenmistir. Sitrat tamponu ile birlikte diger {i¢ tampon ¢6zeltinin etkinliginin
immiinohistokimya ydntemi ile analiz edilmesi sonucu, dnceki antijen geri kazanim

optimizasyon ¢alismalarini dogrular niteliktedir.
4.2 Tripsin Miktar1 Optimizasyonu
4.2.1 Peptit konsantrasyonlariin belirlenmesi

Yapilan On optimizasyon c¢alismasi ile tripsin uygulama parametreleri
belirlenmistir. Doku {izerine tripsin uygulamasi, antijen geri kazaniminin ardindan
uygulanmistir. Bu amagcla, uygun konsantrasyonda tripsin ¢6zeltisinin belirlenebilmesi
icin 25 ng/ul, 50 ng/ul, 75 ng/pul ve 100 ng/ul olmak tiizere dort farkli tripsin

konsantrasyonu Yontem kisminda belirtildigi sekilde uygulanmistir.

Tripsin proteazi ile doku proteinlerinin peptitlere pargalanmasinin ardindan
Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide Assay kit ile iireticinin talimatlarina gore
peptit konsantrasyonu tayin edilmistir. Dort farkli tripsin  konsantrasyonu
uygulanmasinin ardindan, kolorimetrik tayin yontemi ile peptit konsantrasyonu tayini
sonucunda {i¢ tekrarli olarak hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki BSA
standartlarina ait spektrofotometrik absorbans degerleri 480 nm dalga boyunda

Olglilmiistiir. BSA standartlarinin  konsantrasyonlarina karsl absorbans degerleri

2
kullanilarak cizilen grafikte egri denklemi ve R degeri Sekil 10°da gosterildigi gibi
hesaplanmistir. Elde edilen egri denkleminde, Orneklerin absorbans degerleri

kullanilarak bilinmeyen peptit konsantrasyonlar1 Sekil 11°deki gibi bulunmustur.
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Standard Curve
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Sekil 10 BSA standartlarinin konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri

kullanilarak ¢izilen grafik ile hesaplanan egri denklemi ve R? degeri

40=
Bl 25 ng/ul+ %10 ACN

—I— 50 ng/ul
B 75 ng/ul

27.941
100 ng/ul

30+

20+ T

15 Q50

n=3

Peptit Konsantrasyonu(pg/ml)

25ng/ul+ 50ng/ul 75 ng/ul 100 ng/ul
%10 ACN

Sekil 11 Dort farkli enzim konsantrasyonu sonucunda elde edilen peptit

konsantrasyonlarinin karsilastirilmast

Dort farkli konsantrasyonda (25 ng/ul, 50 ng/ul, 75 ng/ul ve 100 ng/ul) tripsin
enzimi ile doku proteinlerinin peptitlere pargalanmasi sonucunda elde edilen peptit
konsantrasyonlar1 Sekil 11°de karsilagtirllmistir ve peptit konsantrasyonu en yiiksek

cikan 75 ng/ul ve 100 ng/ul arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir (p>0.05).
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Tripsin soliisyonu i¢cine ACN eklemek konsantrasyonu arttirmakta olup, 75 ng/ul
tripsin konsantrasyonu ile farkli giinlerde 3 replika yapilan iki deney tekrarlanabilir

sonuclar vermistir (Sekil 12).

A
Z a0
= Hl 75 ngul+ %10 ACN
g 75 ng/ul
= 30 £
? 20.871
2 10
= n=3
2 o
75 ng/ul + %10 ACN 75 ng/ul
B
30
El 75 ng/ul + %10 ACN
— — 75 ng/ul

20 22.678

10

n=3
o

Peptit Konsantrasyonu( pg/ml)

75 ng/ul + %10 ACN 75 ng/ul

Sekil 12 75 ng/ul + %10 ACN ve 75 ng/ul enzim konsantrasyonu sonucunda elde
edilen peptit konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi (A, 1.glin ve B, 2.glin yapilan

deney sonucunu gostermektedir)

ACN eklenen tripsinli dokularda peptit konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur.

Bu sonug pozitif kontrol olarak kullanilan BSA {izerinde de gozlemlenmistir(Sekil 13).

8004
Il BSA Digest 75 ng/pl + %10 ACN

BSA Digest 75 ng/ul
600+ & &

——

4004 472.703

2004

Peptit Konsantrasyonu(pg/ml)

BSA Digest BSA Digest
75 ng/ul + %10 ACN 75 ng/pl

Sekil 13 75 ng/ul + %10 ACN ve 75 ng/ul enzim konsantrasyonu sonucunda pozitif
kontrol olarak kullanilan BSA proteininden elde edilen peptit konsantrasyonlarinin

karsilastirilmast
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4.2.2 LC-MS/MS yontemi ile peptit tamémmlamasi

Farkli konsantrasyonlardaki (25 ng/ul, 25 ng/ul + %10 ACN, 50 ng/ul, 75 ng/ul
ve 100 ng/ul) tripsin enzimi ile doku proteinlerinin parcalanmasinin ardindan, doku
yilizeyinden %20 ACN ile toplanan peptitlerin peptit konsantrasyonu tayin edilmis

olup LC-MS/MS analizi sonucu tayin edilen proteinler incelenmistir.

LC-MS/MS analizi sonucunda, 6rneklerden herhangi bir filtreleme ve istatistiksel
test olmaksizin toplamda 25 ng/ul i¢in 199 protein, 25 ng/ul + %10 ACN igin 245
protein, 50 ng/ul i¢in 127 protein, 75 ng/ul i¢in 354 protein, 100 ng/ul i¢in 382 protein
tanimlamasi1 yapilmigtir. Tripsin optimizasyonu deneyleri esnasinda deneyin
tekrarlanabilirligin gosterilmesi adina 75 ng/pl ve 75 ng/ul + %10 ACN tripsin
konsantrasyonlar1 ile yapilan iki 6rnek de analiz edilmis olup, 75 ng/ul i¢in 389
protein, 75 ng/ul + %10 ACN igin 485 protein tanimlamasi yapilmistir. Analiz edilen
ornekler i¢cin Progenesis QI sisteminde total iyon kromatogramlari incelenmis, olup

yedi 6rnege ait kromatogramlar Sekil 14’de verilmistir.

25 ng/nal

25 ng/nl + 1026 ACN

PPN LR '.UL,V"A u-,l ‘Iu“ U i B

SO ng/pel

7S ng/nl
= Fad! e
St L e e W

75 ng/pl + 1026 ACN

- Sl ARARS = R i .

100 ng/pel

L8 i WA B
==L RiAr R, W P AT =0 e
e AL i AV VT R

WA s

Sekil 14 Farkli konsantrasyonlarda tripsin enzimi uygulanan 6rneklerin LC-MS/MS
analizi ile belirlenen farkli m/z degerlerine sahip c¢esitli peptitlerin kromatogram

goriintiileri
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Elde edilen proteinlerin siniflandirmalar1 ve molekiiler fonksiyonlar:i Panther-

Gene List Analysis ile yapilmis olup pasta grafik dagilimlar1 Sekil 15°de verilmistir.

Venn diyagramu ile farkli enzim konsantrasyonlarinda tespit edilen ortak ve farkli
proteinler karsilagtirilmistir. Elde edilen proteinlerin gruplandirilarak karsilastirmalari
InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/#) ile yapilmis olup Sekil 16 — Sekil 18

arasinda verilmistir.

M 3.9% calcium-binding protein

A 0.8 % cell adhesion molecule
0.4 % cell junction protein
5.3 % chaperone
3.7 % chromatin/chromatin-binding, or —regulatory protein
13.8 % cytoskeletal protein
M 2.2 % defense/immunity protein
3.3 % extracellular matrix protein
0.6 % gene-specific transcriptional regulator
0.8 % intercellular signal molecule
4.1 % membrane traffic protein
23.0 % metabolite interconversion enzyme
6.5 % nucleic acid metabolism protein
4.3 % protein modifying enzyme
3.7 % protein-binding activity modulator
3.5 % scaffold/adaptor protein
0.2 % storage protein
0.4 % structural protein
1.0 % transfer/carrier protein
W 14.9 % translational protein

0.6 % transmembrane signal receptor
W 3.1 % transporter

W 49.2 % binding
27.5 % catalytic activity
1.8 % molecule adaptor activity
M 49 % molecular function regulator
W 11.6 % structural molecule activity
1.6 % translation regulator activity
3.4 % transporter activity

Sekil 15 LC-MS/MS analizi sonucunda tespit edilen tiim proteinlerin; protein

smiflandirmasi(A) ve molekiiler fonksiyonlari(B) gosteren pasta grafik dagilimi
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50 | 75 ng/ul
(12%/;1 (35%1)

25 ng/ul
(199)

Sekil 16 25 ng/ul, 50 ng/ul, 75 ng/pul ve 100 ng/pul olmak iizere dort farkli tripsin
konsantrasyona ait LC-MS/MS analizi sonucunda tespit edilen proteinlerin venn

diyagrami

25 ng/ul 25 ng/ul+10%ACN
(199) (245)

Sekil 17 25 ng/ul ve 25 ng/pl + %10 ACN tripsin konsantrasyonlarina ait LC-

MS/MS analizi sonucunda tespit edilen proteinlerin venn diyagrami
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71 318 167

Sekil 18 75 ng/ul ve 75 ng/ul + %10 ACN tripsin konsantrasyonlarina ait LC-

MS/MS analizi sonucunda tespit edilen proteinlerin venn diyagrami

LC-MS/MS analizi sonucunda alt1 grup i¢in toplamda 2181 protein tanimlamasi
yapilmistir. Tanimlanan 2181 protein ile PANTHER yazilimi kullanilarak protein
siiflandirmasi ve molekiiler fonksiyon analizi yapilmistir. Tanimlanan proteinler ile
yapilan protein siniflandirmasi Sekil 15(A)’da, molekiiler fonksiyon analizi Sekil
15(B)’de ifade edilmistir. Proteinlerin, hem smiflarina gére hem de molekiiler
fonksiyonlaria gore dagilim gosterdigi iki grafikte de en yiiksek yiizdelik dagilima

sahip ti¢ grup kirmiz ile gosterilmistir.

Tanimlanan 2181 protein ile yapilan protein smiflandirilmasinda, proteinler
smiflarina gore 22 gruba ayrilmistir. Proteinlerin %23’i temel olarak kiiciik
molekiilleri doniistiiriicii enzimlerden, yaklasik %14°t hiicre iskeletini olusturan
proteinlerden ve yaklasik %]15’inin translasyonel proteinlerden olustugu
goriilmektedir (Sekil 15A). Tanimlanan 2181 protein ile yapilan molekiiler fonksiyon
analizinde, proteinler molekiiler fonksiyonlarina gore 7 gruba ayrilmistir. Proteinlerin
yaklasik %50’si baglama ve %30’unun katatilik aktivitelerinin oldugu goriilmektedir

(Sekil 15B).

Venn diyagramlar1 sonucunda 25 ng/pl, 50 ng/ul, 75 ng/pul ve 100 ng/ul tripsin
konsantrasyonuna ait LC-MS/MS analizi sonucunda dort grup arasinda ortak 88
protein tespit edilmis olup, tanimlanan ortak proteinlerin ¢esitli fonksiyonlarini analiz
etmek i¢in PANTHER analiz programi kullanilarak siniflandirma yapilmistir (63).
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Tiim enzim konsantrasyonlarinda ortak tespit edilen proteinlerin siniflandirmalari
ve molekiiler fonksiyonlar1 Panther-Gene List Analysis ile yapilmis olup pasta grafik
dagilimlar1 Sekil 19’da verilmistir. Proteinlerin, hem siniflarina gére hem de
molekiiler fonksiyonlarina gore dagilim gosterdigi iki grafikte de en yiiksek yiizdelik

dagilima sahip ii¢ grup kirmizi ile gdsterilmistir.

M 5.0% calcium-binding protein
A 1.7 % cell adhesion molecule
M 10.0 % chaperone
M 3.3 % chromatin/chromatin-binding, or —regulatory protein
23.3 % cytoskeletal protein
3.3 % defense/immunity protein
6.7 % extracellular matrix protein
W 1.7 % intercellular signal molecule
B 23.3 % metabolite interconversion enzyme
W 1.7 % nucleic acid metabolism protein
1.7 % protein modifying enzyme
M 1.7 % scaffold/adaptor protein
1.7 % transfer/carrier protein
B 10.0 % translational protein
B 5.0 % transporter

B 47.1 % binding
32.4 % catalytic activity
M 1.5 % molecular function regulator
M 14.7 % structural molecule activity
4.4 % transporter activity

Sekil 19 LC-MS/MS analizi sonucunda dort grup arasinda tespit edilen ortak
proteinlerin; protein siniflandirmasi(A) ve molekiiler fonksiyonlari(B) gdsteren pasta

grafik dagilimi

Tespit edilen ortak 88 protein ile yapilan protein siniflandirilmasinda, proteinler
smiflarina gore 15 gruba ayrilmistir. Proteinlerin yaklasik %47°si temel olarak kiiciik
molekiilleri dontstiiriicii enzimlerden ve hiicre iskeletini olusturan proteinlerden ve
yaklasik %20’sinin saperon ve translasyonel proteinlerden olustugu goriilmektedir
(Sekil 19A). Tespit edilen ortak 88 protein ile yapilan molekiiler fonksiyon analizinde,
proteinler molekiiler fonksiyonlarma goére 5 gruba ayrilmistir. Proteinlerin yaklasik
%50’s1 baglama, %33 iiniin katatilik aktivitelerinin, %15’inin de proteinlerin yapisal
biitiinltigline katkida bulunan proteinler olustugu goriilmektedir (Sekil 19B). Yapilan
tiim tripsin optimizasyonlar1 sonucunda ise, MALDI-Gdriintiileme ¢aligmalarina 75

ng/ul ve 100 ng/pl tripsin konsantrasyonu ile devam edilmesine karar verilmistir.
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4.3 MALDI-Matriks Konsantrasyonu Optimizasyonu

4.3.1 Kristal yap1 ve boyutlarinin incelenmesi

Matriks konsantrasyonu optimizasyonu ile birlikte matriks kristallerinin sekilleri
ve boyutlar1 151k mikroskobu altinda goriintiillenmis olup farkli objektiflerden elde
edilen 5 mg/ml ve 7 mg/ml a-CHCA matriks kristallerine ait goriintiiler Sekil 20 ve
Sekil 21°de sunulmustur.

Sekil 20 5 mg/ml a-CHCA matriks konsantrasyonuna ait matriks kristallerinin yap1
ve boyutlari

Sekil 21 7 mg/ml a-CHCA matriks konsantrasyonuna ait matriks kristallerinin yap1
ve boyutlari

Isik mikroskobu altinda a-CHCA matriks kristallerinin sekilleri ve boyutlari
diizgiin olup, homojen dagilim gosterdigi Sekil 20 ve Sekil 21°de gdsterilmigtir. 5
mg/ml matriks konsatrasyonuna ait kristallere kiyasla, 7 mg/ml matriks
konsantrasyonunda 10X biiyiitme ile incelenmesinde daha sik kristallerin varligi

gozlemlenmstir (Sekil 21).
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4.3.2 Farkh matriks konsantrasyonlariin peptit profillerine etkisi

Farkli a-CHCA matriks konsantrasyonu ve kompozisyonlarinin peptit profillerine
etkisi ilk olarak dried-droplet yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Bu dogrultuda

Sekil 22°de gosterildigi gibi 30 farkli o-CHCA matriks konsantrasyonu ve

kompozisyonu hazirlanmistir.

= 2% Trifloroasetikasit (TFA)
S| |5 mg/mla-CHCA 5 -
g g S . oo
§ £| | 50% Asetonitril (ACN) § 1% Trifloroasetikasit (TFA)
= g + |
Q
: 7 mg/ml a-CHCA I 3 g 0.5% Trifloroasetikasit (TFA)
2 5 70% Asetonitril (ACN) :
o < &= {0.2% Trifloroasetikasit (TFA)
3110 mg/ml a-CHCA
+ v 0.1% Trifloroasetikasit (TFA)

Sekil 22 Hazirlanan 30 farkli a-CHCA matriks konsantrasyonu ve

kompozisyonlarinin igerigi

Farkli konsantrasyon ve kompozisyonlarda hazirlanan 30 farkli a-CHCA
matriksin analizinden elde edilen spektrumlar Ek 2’de verilmistir. Farkli matriks
konsantrasyonlarindan  elde edilen spektrumlar histogramlar ile birlikte
degerlendirildiginde, en diisiikk peptit sinyal yogunluklart 10 mg/ml matriks

konsantrasyonunda gézlemlenmistir (Sekil 23).

5 mg/ml a-CHCA

7 mg/ml a-CHCA

[

2

=

| ~SE——

10 mg/ml a-CHCA

\JA,JL.. L T )

Sekil 23 Farkli matriks konsantrasyonlarindan elde edilen spektrumlarin

karsilastirilmast
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sk 7 mg/ml a-CHCA

H‘e 5 mg/ml a-CHCA
| {

Sekil 24 1479.7 m/z degerinde farkli matriks konsantrasyonlarinda sinyal

yogunlugunun degisimi

14797 miz 15677 miz

: s 7 mg/ml a-CHCA : % 7mg/ml o-CHCA
% 5 mgiml a-CHCA 3K 5 mg/ml 0-CHCA
% | 10mgiml o-CHCA | 10 mg/ml o-CHCA

1_.‘4 Ll A,lLLJié il

Sekil 25 1479.7 ve 1567.7 m/z degerlerinde farkli matriks konsantrasyonlarindaki

sinyal yogunlugunun degisimi

Spektruma gore sinyal yogunlugu en yliksek iki peptit (m/z 1479.7 ve m/z 1567.7)
secilerek farkli konsantrasyonlardaki degisim incelendiginde her iki peptit piki i¢in 7
mg/ml matriks konsantrasyonunda en yiiksek peptit sinyal yogunluklar elde edilmistir
(Sekil 24 ve Sekil 25). Matriks icerigindeki ACN konsantrasyonu %50’den 70’e
yiikseltildiginde kiitle spektrumunda gozlemlenen peptit sinyallerinin yogunlugu
artarken en yliksek sinyal yogunluklari %1 TFA konsantrasyonunda goriilmiistiir
(Sekil 26).
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7 mg/ml ¢-CHCA in 50% ACN 7 mg/ml ¢-CHCA in 70"§.kAC.‘J

1% TFA 1% TFA
K 05% TFA
* 05%TFA
2% TFA
0.1% TFA * 29%TFA

* | 02% TFA

* | 02%TFA % | 01%TFA

Sekil 26 5 mg/ml ve 7 mg/ml a-CHCA matriks konsantrasyonlarinda degisen ACN

y 1Lm,,uiih

ve TFA konsantrasyonlarindaki sinyal yogunlugunun degisimi

Farkli  matriks  konsantrasyonlarindan  elde  edilen  spektrumlarin
karsilagtirilmasinin ardindan spektruma gore sinyal yogunlugu en yiiksek iki peptit
secilerek farkli matriks konsantrasyonlarindaki sinyal yogunlugunun degisimi
incelendiginde 5 mg/ml ve 7 mg/ml a-CHCA matriks arasinda onemli bir fark
goriilmemekle birlikte secilen her iki peptit piki i¢in de 7 mg/ml a-CHCA, %70 ACN,
%1 TFA matriks kompozisyonunun en yiiksek peptit sinyal yogunlugunu verdigi

gosterilmistir.

44 FFPE Mide Biyopsi Orneklerinin LC-MS/MS ile Peptit Profillerinin

Belirlenmesi

Optimizasyon ¢aligmalarinda kullanilan mide biyopsi 6rneklerinin LC-MS/MS
analizi ile peptit profillerinin belirlenebilmesi i¢in Ornekler FASP yontemi ile
hazirlanmistir. LC-MS/MS sonucunda elde edilen peptit tanimlamalar, MALDI-
MSI’den elde edilecek m/z degerleri ile ve bu degerlere karsilik gelen peptit

tanimlamalarini eslestirmek icin kullanilmistir.

LC-MS/MS analizi sonucunda, ¢esitli proteinler tespit edilmis olup analiz edilen
6 adet FFPE dokunun Progenesis QI sisteminde total iyon kromatogramlar

incelenmistir ve drneklere ait kromatogram goriintiileri Sekil 27°da verilmistir.
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Sekil 27 Mide biyopsi 6rneklerinin LC-MS/MS analizi ile belirlenen farkli m/z
degerlerine sahip ¢esitli peptitlerin kromatogram goriintiisii
Orneklerinin  MALDI-Gériintiileme  Kiitle

45 FFPE Mide Biyopsi

Spektrometresi Yontemi ile Analizi

4.5.1 Doku kesit kalinhig1 optimizasyonu

Dokulardan 3 pm ve 5 um’lik kesitler alinmis ve elde edilen peptit sayilar
karsilagtirilmistir. 3 pm ve 5 um kesit kalinliklart kiyaslandiginda ise daha ince kesit
kalinlig1 ile ortalama peptit piki sayisinin arttigi Sekil 28’de verilen histogramda
gosterilmigtir. Kesit kalinliginin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmanin sonucunda
elde edilen ortalama peptit piki sayis1 diisiiniildiigiinde 3 pum’lik kesitlerde daha

optimum sonuglar alinmistir.
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Sekil 28 Iki farkli kalinliktaki kesitlerde olan FFPE dokularinmn ortalama peptit

piklerinin sayis1 (standart sapma, sinyal yogunluklarina gore hesaplanmistir)

Her iki kesit kaligindaki dokular ile yapilan hiyerarsik kiimeleme analizine gore,
matriks ve dokudan gelen m/z degerleri doku histolojisine gore dogru

siiflandirilmastir (Sekil 29).

Sekil 29 Matriks ve dokuya ait m/z degerlerinin hiyerarsik kiimeleme analizi

Ayrica, dokularda sinyal yogunlugu en yiiksek olan 5 peptit se¢ilmistir ve bu

peptitlere ait goriintiiler Sekil 30°da verilmistir.
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FFPE

m/z 777.3 m/z 941.5 m/z 1101.6 m/z 1321.6 m/z 1437.8
Doku

#1
Doku

#3
Doku

5 um

#5
Doku

#2
Doku

#4
Doku

3 um

#6
Doku

Sekil 30 Sinyal yogunlugu en yiiksek olan 5 peptide ait doku goriintiileri
MALDI-Gériintiileme analizi sonucu sinyal yogunlugu en yiiksek secilen 5 peptit,
LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan peptitler ile karsilastirilmistir ve Tablo 4’de

verilen proteinler ile eslestirilmistir.

Tablo 4 MALDI-MSI ve LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin listesi

771.3 771.3 P60709  Actin Cytoplasmic 1 42 13
941.5 941.5 P10809 60 kDa Heat Shock Protein Mitochondrial 20 18
1101.6 1101.6 060218  Aldo-Keto Reductase Family 1 Member B10 24 22
1321.6 1321.6 P62269  40S Ribosomal Protein S18 12 11
1437.8 1437.8 075874  Isocitrate Dehydrogenase NADP Cytoplasmic 18 14
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4.5.2 Farkh antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltileri ile MALDI-Gdoriintiileme

analizi

Tez ¢aligmast kapsaminda antijen geri kazanimina ait optimizasyon basamaklar1
tamamlanmis olup elde edilen protein konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en yiiksek
c¢ikan iki tampon ¢ozeltinin Sitrat ve Tris-HCI oldugu goriilmiistiir. Bu dogrultuda 10
mM Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCI (pH 9) antijen geri kazanim tampon ¢ozeltileri

ile FFPE mide biyopsi 6rneklerinin MALDI-Goriintlileme analizleri tamamlanmuistir.

10 mM Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢ozeltileri ile yapilan
antijen geri kazanimina ait spektrumlar Sekil 31°’de verilmis olup sitrat tampon
cozeltisi ile yapilan antijen geri kazaniminda gore daha yiiksek sinyal yogunlugunda
peptitlerin varlig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte elde edilen ortalama peptit pik sayis1
incelendiginde yine sitrat tampon ¢6zeltisi ile daha yiiksek peptit piki tespit edilmistir
(Sekil 32).

10 mM Sitrat (pH 6)

; |
: M ['I TRITINE L UTRY ikl H s "

10 mM Tris-HC1 (pH 9)

[ m@immh Mo T H'AL;U i

Sekil 31 10 mM Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢ozeltileri ile

yapilan antijen geri kazanimlarina ait spektrumlar
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Sekil 32. 10 mM Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢ozeltileri ile

Ortalama Peptit Piki Sayis1

1500~
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T

785

n=6

L]
10 mM Sitrat (pH 610 mM Tris-HCI (pH 9)

yapilan antijen geri kazanimlarina ait ortalama peptit piki sayilarina ait histogramlar

10 mM Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCl (pH 9) tampon ¢dzeltileri ile antijen geri

kazanimi uygulanan dokularda sinyal yogunlugu en yiiksek olan 5 peptit secilmistir ve

bu peptitlere ait goriintiiler Sekil 33 ve Sekil 34’te verilmistir.

FFPE
Doku

#1
Doku

#2
Doku

#3
Doku

#4
Doku

#5
Doku

#6
Doku

Sekil 33 10 mM Sitrat (pH 6) tampon ¢ozeltisine ait sinyal yogunlugu en yiiksek

m/z 944.5

m/z 966.5

olan 5 peptide ait doku goriintiileri

m/z 989.5

m/z 1324.6

m/z 1629.7
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FFPE
Doku

#1
Doku

#2
Doku

#3
Doku

#4
Doku

#5
Doku

#6
Doku

m/z 950.4

m/z 1095.5 m/z 1275.6 m/z 1324.6

m/z 1629.7

Sekil 34 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢dzeltisine ait sinyal yogunlugu en yiiksek

olan 5 peptide ait doku goriintiileri

10 mM Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢ozeltileri ile yapilan

MALDI-Gériintiileme analizi sonucu sinyal yogunlugu en yiiksek secilen 5 peptit, LC-

MS/MS analizi sonucu tanimlanan peptitler ile karsilagtirilmigtir ve Tablo 5 ve Tablo

6’da verilen proteinler ile eslestirilmistir.

Tablo S Sitrat antijen geri kazanimi tampon ¢dzeltisi ile yapilan MALDI-MSI ve

LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin listesi

944.5
966.5
989.5
1324.6
1629.7

944.5
966.5
989.5
1324.6
1629.7

P38159
P83731
P11142
P20648
P55072

RNA Binding Motif Protein X Chromosome
608 Ribosomal Protein .24

Heat Shock Cognate 71 kDa Protein
Potassium Transporting ATPase Alpha Chain 1
Transitional Endoplasmic Reticulum ATPase

32
38
35
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Tablo 6 Tris-HCI antijen geri kazanimi tampon ¢ozeltisi ile yapilan MALDI-MSI ve

LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin listesi

950.4 950.4 P26373 60S Ribosomal Protein L13 9 9
1095.5 1095.5 P00352 Retinal Dehydrogenase 1 28 22
1275.6 1275.6 P14625 Endoplasmin 35 29
1324.6 1324.6 P20648 Potassium Transporting ATPase Alpha Chain ! 38 33
1629.7 1629.7 P55072 Transitional Endoplasmic Reticulum ATPase 35 31

Iki farkli tampon ¢dzelti icin gesitli m/z degerlerinde yiiksek sinyal yogunlugunda
peptitlerin doku lizerindeki uzamsal dagilimlar1 basarili bir sekilde gosterilmistir(Sekil
33 ve Sekil 34). Bununla birlikte MALDI-MSI analizi sonucunda sinyal yogunlugu en
yiiksek olan 5 peptit piki bagarili bir sekilde LC-MS/MS analizi sonuglari ile peptit
say1s1 (peptide count) ve o peptide 6zgii tanimlanan peptitler (unique peptides) 3 >

olacak sekilde eslestirilmistir (Tablo 5 ve Tablo 6).

4.5.3 Farkh enzim konsantrasyonlari ile MALDI-Gériintiileme analizi

Tez ¢aligmast kapsaminda farkli tripsin konsantrasyonlarina ait optimizasyon
basamaklar1 tamamlanmis olup peptit konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda en yiiksek
c¢ikan iki konsantrasyonun 75 ng/ul + %10 ACN ve 100 ng/ul + %10 ACN oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte bu konsantrasyonlara ait 6rneklere yapilan LC-MS/MS
analizleri sonucunda da en fazla sayida protein tanimlamalar1 bu iki konsantrasyonda
yapilmistir. Bu dogrultuda, 75 ng/ul + %10 ACN ve 100 ng/pl + %10 ACN enzim
konsantrasyonlari ile FFPE mide biyopsi 6rneklerinin MALDI-Goriintiileme analizleri

tamamlanmstir.

75 ng/ul + %10 ACN ve 100 ng/ul + %10 ACN enzim konsantrasyonlarina ait
spektrumlar  Sekil 35°de verilmis olup 100 ng/ul + %10 ACN enzim
konsantrasyonunda daha yiiksek sinyal yogunlugunda peptitlerin varligi goriilmiistiir.
Bununla birlikte elde edilen ortalama peptit pik sayisi incelendiginde yine 100 ng/ul +
%10 ACN enzim konsantrasyonu ile daha yiiksek sayida peptit piki tespit edilmistir
(Sekil 36).
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Sekil 35. 75 ng/ul + %10 ACN ve 100 ng/ul + %10 ACN konsantrasyonlarina ait

spektrumlar
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Sekil 36. 75 ng/pul + %10 ACN ve 100 ng/ul + %10 ACN konsantrasyonlarina ait

ortalama peptit piki sayilarina ait histogramlar
75 ng/ul + %10 ACN ve 100 ng/ul + %10 ACN olmak iizere iki farkli enzim

konsantrasyonun uygulandig1 dokularda sinyal yogunlugu en yiiksek olan 5 peptit

secilmistir ve bu peptitlere ait goriintiiler Sekil 37 ve Sekil 38’de verilmistir.
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FFPE

Doku m/z 1155.5 m/z 1364.7 m/z 1510.7 m/z 1607.8 m/z 1834.8
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#5
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Sekil 37. 75 ng/ul + %10 ACN enzim konsantrasyonuna ait sinyal yogunlugu en

yliksek olan 5 peptide ait doku goriintiileri

FFPE

Doku m/z 944.5 m/z 966.5 m/z 989.5 m/z 1324.6 m/z 1629.7

#1
Doku

#2
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#3
Doku

#4
Doku

#5
Doku

#6
Doku

Sekil 38. 100 ng/pl + %10 ACN enzim konsantrasyonuna ait sinyal yogunlugu en

yliksek olan 5 peptide ait doku goriintiileri



75 ng/ul + %10 ACN ve 100 ng/ul + %10 ACN enzim konsantrasyonlar ile
yapilan MALDI-Goriintiileme analizi sonucu sinyal yogunlugu en yiiksek secilen 5
peptit, LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan peptitler ile karsilastirilmistir ve Tablo

7 ve Tablo 8’de verilen proteinler ile eslestirilmistir.

Tablo 7 75 ng/ul + %10 ACN enzim konsantrasyonu uygulanan MALDI-MSI ve

LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin listesi

1155.5 1155.5 Q15365 Poly(rC) Binding Protein 1 12 7
1364.7 1364.7 P23284  Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase B 13 9
1510.7 1510.7 Q13228 Methanethiol Oxidase 18 18
1607.8 1607.8 075390 Citrate Synthase Mitochondrial 16 15
1834.8 1834.8 P15311 Ezrin 22 12

Tablo 8 100 ng/ul + %10 ACN enzim konsantrasyonu uygulanan MALDI-MSI ve

LC-MS/MS analizi sonucu tanimlanan proteinlerin listesi

944.5 944.5 P38159 RNA Binding Motif Protein X Chromosome 13 3
966.5 966.5 P83731 60S Ribosomal Protein L24 3 3
989.5 989.5 P11142  Heat Shock Cognate 71 kDa Protein 32 14
1324.6 1324.6 P20648  Potassium Transporting ATPase Alpha Chain 1 38 33
1629.7 1629.7 P55072  Transitional Endoplasmic Reticulum ATPase 35 31

Iki farkli enzim konsantrasyonu igin gesitli m/z degerlerinde yiiksek sinyal
yogunlugunda peptitlerin doku iizerindeki uzamsal dagilimlar1 basarili bir sekilde
gosterilmistir(Sekil 37 ve Sekil 38). Bununla birlikte MALDI-MSI analizi sonucunda
sinyal yogunlugu en yiiksek olan 5 peptit piki basarili bir sekilde LC-MS/MS analizi
sonuclar1 ile peptit sayis1 (peptide count) ve o peptide Ozgii tanimlanan peptitler

(unique peptides) 3 > olacak sekilde eslestirilmistir (Tablo 7 ve Tablo 8).
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S TARTISMA

MALDI-Gériintiileme kiitle spektrometresi ile dokular iizerinde protein analizi
yapilmasi i¢in uygulanmaya baslandigindan beri son on yilda, MALDI-MSI hizla
geliserek diinya c¢apinda bilim insanlar1 tarafindan hem tibbi hem de temel
arastirmalarda basartyla kullanilmaktadir. Bu yontemin klinik adaptasyonunun yiiksek
olmasina ragmen, MALDI-Goériintiileme kiitle spektrometresi uygulamasindaki
onemli noktalardan biri de, 6rnek hazirlig1 i¢in genel protokollerin yeterli olmamasi
ve uygun optimizasyon ¢alismalart yapilmadan tekrarlanabilir sonuglarin elde
edilememesidir (19,20). Bilimsel literatiir i¢erisinde FFPE mide biyopsi dokular
kullanilarak yapilan MALDI-Goriintiileme analizi ile elde edilen peptit profillerinin
incelenmesinde optimize edilmis bir protokol olmamas1 ve kullanilacak orneklerin
biyopsi materyalleri oldugundan ¢ok az miktarda 6rnek barindirmasi ve farkh
optimizasyon yaklagimlarinin uygulanmasini gerektirmesi nedeni ile bu ¢aligmada,
FFPE mide biyopsi Ornekleri ile MALDI-Goriintileme yontemi optimizasyon
caligmasiin yapilmasit amaclanmistir ve bu calismanin 6zgilin yanmnin literatiirde

onemli bir eksikligi kapatarak literatiire katk1 saglamas1 hedeflenmektedir.

MALDI-Gériintiileme yonteminde taze dondurulmus dokularin yan sira, FFPE
dokular da kullanilmaktadir. FFPE dokular, hasta verileri ile iligkili olarak retrospektif
aragtirmalara olanak sagladigindan proteomik c¢alismalar i¢in degerlidir (5). Bu
dokular kullanilarak yapilan proteomik ¢aligmalar, proteomik verileri arsivlenmis
hasta bilgileri ile iligkilendirme potansiyelini arttirmaktadir (64). MALDI-
Goriintilleme uygulamalarinda basarili sonug elde etmek, basta antijen geri kazanimi
olmak tizere, biiylik dl¢lide 6rnek hazirlama basamaklarinda yapilan optimizasyon
caligmalarina baghdir (44). Antijen geri kazanimi uygulamasi, FFPE dokularda cesitli
proteinlerin saptanmasina izin verir (65). Formaldehit fiksasyonu ortaya ¢iktigindan
beri, klinik 6rneklerden dokularin korunmasi i¢in standart bir yontem olmustur (43).
Formalin ile fiksasyon sayesinde, FFPE dokular metilol eklentileri ve metilen
kopriileri yoluyla fiksasyona bagli c¢apraz baglanma nedeniyle bozulma endisesi

olmadan uzun siire stabil kalabilmektedir (43,44).
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Ancak, fiksasyon esnasinda kullanilan formalin, peptitler ve proteinler ile
reaksiyona girmekte ve lizin, arjinin ve sistein tiyol kalintilar1 {izerinde bir metilol
olusumunu indiiklemektedir. Gergeklesen, protein capraz baglanma reaksiyonu
sonucunda olusan metilen kopriileri, proteinlerin baslangi¢c konformasyonlarint 6nemli
Olgiide degistirir ve bazi epitoplari maskeleyebilir. FFPE dokularda formalin
fiksasyonundan kaynaklanan metilen ¢apraz baglarinin ortadan kaldirilmasi, antijen
geri kazanimi yaklasimlar1 sayesinde metilen capraz baglarmin hidrolizi ile
gerceklesmekte ve epitoplarin  maskesi kaldirilabilmektedir. Is1, formalin
fiksasyonundan kaynaklanan bu protein kimyasal modifikasyonlarinin tersine
cevrilmesine neden olurken tripsin gibi enzimler kullanilarak yapilan proteolitik
sindirim de protein ¢apraz baglarin kirar (66). Is1 gibi kullanilan tampon tipi de antijen

geri kazaniminin basarisinda 6nemli bir faktordiir.

Bu faktorlerin, FFPE 6rneklerinin MALDI-Gdriintiileme yontemi gibi proteomik
analizlerden once dikkate alinmas1 gerekir. Bu nedenle diger degiskenler gibi antijen
geri kazaniminin siiresi, uygulandigi pH ve sicakligin da optimize edilmesi son derece
onemlidir (44,65). Literatiirde FFPE doku 6rneklerine uygulanan antijen geri kazanim
tamponlart siklikla Sitrat, Tris, Tris-HCI, Tris-EDTA, Tripsin/EDTA, EDTA ve
deiyonize sudur (19,20,44,67—71). Antijen geri kazanim tamponlarindan en yaygin
kullanim1 olan tampon Sitrat olmasi ile birlikte Ronci ve arkadaslari, EDTA tampon
cozeltisi ile FFPE doku kesitlerine antijen geri kazanimi uygulanmasinda ytiksek
peptit sinyalleri verdigini gosterirken Casadonte ve arkadaslari ise Tris tampon
cozeltisi ile antijen geri kazanimi uygulamasi ile FFPE dokularinda formalinden
kaynaklanan ¢apraz baglarin etkili bir sekilde ayrildigini belirtmislerdir (67,69). Bu
tamponlarin uygulanmis oldugu FFPE doku 6rnekleri meme, kalp, tiroid, yumurtalik,
bobrek, mesane, akciger, deri ve beyin dokusudur. Antijen geri kazanimi sonuglari
alinmis olan bu tampon ¢o6zeltilerin FFPE mide biyopsi 6rneklerine uygulandigi bir
caligma literatiirde bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda literatiirde yaygin
olarak kullanilan Sitrat, Tris-HCIl, Tris/EDTA ve EDTA tampon ¢ozeltileri ile
muamele edilmis 6rneklere immiinohistokimya analizi yapilarak biyopsi 6rneklerinin
boyama durumlari incelenmis ve diger ii¢c tampona kiyasla dokularda Sitrat tampon

cozeltisi ile en kuvvetli boyanma gosterilmistir.
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FFPE mide biyopsi ornekleri ile yapilan bu ¢aligmalar kapsaminda Guo ve
arkadaglarinin 2012 yilinda uyguladiklar1 protokole gore antijen geri kazanim
basamaginin optimizasyonu sonucunda uygulanan 4 farkli tampon ¢ozeltiye ait protein
konsantrasyonlar1 belirlenmis ve 10 mM Sitrat + %2 SDS tampon ¢0zeltisine ait
protein konsantrasyonlari en yiiksek bulunmustur (61). SDS eklendiginde membran
proteinleri de pargalandigindan daha fazla proteinin tampon c¢ozeltiye gegmesi
saglanir. Bu nedenle SDS’in eklenmesi beklenildigi gibi protein eldesinde fayda
saglamistir. Literatiirde, Gustafsson ve arkadaslar1 2010 yilinda 10 mM Sitrat ve 10
mM Tris antijen geri kazanimi ¢ozeltilerini karsilastirarak FFPE yumurtalik kanseri
dokularinda peptit analizi yapmislardir. Bu tez ¢alismasinin sonuglari ile benzer olarak
gorlintiileme kiitle spektrometresi sonucunda Sitrat tampon c¢ozeltisi ile daha iyi
spektrum elde ettiklerini belirtmislerdir (11). Bununla birlikte literatiirde Diehl ve
arkadaglar1 2014 yilinda Sitrat tamponu ile FFPE beyin dokusunda antijen geri
kazanimi uygulayarak MALDI-Goriintiileme yontemi ile peptit analizi yaparak
basarili sonuglar almistir ve taze dondurulmus doku orneklerinin analizi ile de
karsilastirilabilir kiitle spektrumu sonuglar1 veren analiz sonuglarini sunmuslardir (70).
Vos ve arkadaglar1 2018 yilinda in situ proteolitik sindirim sonucunda peptit diizeyi
hakkinda molekiiler bilgi elde etmek i¢in FFPE mesane kanseri dokularina sitrat
tamponu ile antijen geri kazanimi uygulayarak basarili sonular almislardir (72).
Hermann ve arkadaslar1 ise 2019 yilinda sitrat tampon kullanilarak antijen geri
kazanimi uygulamasinin optimal sonuglar verdigini belirten FFPE dokular ile
MALDI-Gériintiileme analizi i¢in 6rnek hazirligina yonelik SOP yaymlamiglardir
(73). Tez caligmasi kapsaminda yapilan MALDI-Goriintiileme analizlerinde de 10 mM
Sitrat (pH 6) ve 10 mM Tris-HCI (pH 9) tampon ¢ozeltileri karsilagtirildiginda Sitrat

tampon ¢ozeltisi ile daha yiiksek sinyal yogunlugunda peptitlerin varlig1 goriilmiistiir.

Tez ¢alismasindaki antijen geri kazanimi sonuglarina gére 10 mM Sitrat + %2
SDS tampon c¢ozeltisine protein gecip ge¢medigi kontrol edilmek {izere UPX
Universal Protein Extraction Kit (Expedeon) ile iiretici firmanin tavsiye ettigi
protokole gore LC-MS/MS analizi yapilmistir ve keratin basta olmak iizere yalnizca

37 adet protein antijen geri kazanimi tamponunda tespit edilmistir.
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Tespit edilen keratin proteininin sayica yliksek olmasi deneyde potansiyel bir
kontaminasyona isaret edebilir. Kiitle spektrometresi temelli proteomik c¢aligmalarda
protein  Orneklerinden  olmayan, istenmeyen kontaminantlar  ¢ogunlukla
laboratuvardan, kisilerin sa¢ ve deri gibi Orneklerinden ya da 6rnek analizi igin
kullanilan tripsin gibi reaktiflerden kaynaklanmaktadir. Derinin dig tabakasinda, sa¢
ve tirnaklarda bol miktarda bulunan keratin, genellikle kiitle spektrometrelerinde
kontaminasyon kaynagi olarak goriilmektedir (74). Doku kesitlerinin hazirlanmasi
asamasinda laboratuvarda kullanilan cihaz ve fir¢a gibi ekipmanlarin yapisi ya da
yeterince steril olmamasindan dolay1 6rneklerin keratine maruz kalmasini sinirlamak
zordur (74). Bircok sebepten kaynaklanabilen kontaminasyonu tamamen ortadan
kaldirilamasa da keratin etkilesimlerinden nasil kaginilacagina dair bir kilavuz

Biringer tarafindan gelistirilmistir (75).

Analiz sonucunda antijen geri kazanimi tamponunda keratin proteini disinda 23
farkli protein tespit edilmistir. Keratin sayica yiiksek oranda tespit edilen proteinlerden
olmasina karsin tanimlanan biitiin proteinler keratin ile ilgili degildir. Diger 23 protein
bagka proteinlere baglanan ve baglanma aktivitelerini modiile eden proteinlerden,
katalize edilen reaksiyonlarda gorev alan katalitik aktiviteye sahip proteinlerden,
transkripsiyon ve translasyon diizenleyici aktiviteye sahip proteinlerden olustugu
goriilmektedir. Bu nedenle genel olarak biitiin proteinler keratinli iliskilidir yorumu
yapilamamaktadir. Peptit sayisi acisindan tanimlanan proteinler incelendiginde ise,
keratin proteinini desmoplakin proteini takip etmektedir. Desmoplakin, kalp kas1 ve
epidermal hiicrelerdeki desmozom yapilarinin major yiliksek agirliga sahip bileseni
olup, insanlarda DSP geni tarafindan kodlanan bir protein olup iki baskin izoforma

sahiptir (76).

FFPE mide biyopsi ornekleri ile yapilan optimizasyon g¢aligsmalar1 kapsaminda
antijen geri kazanimi basamagindan sonra, tripsin miktar1 optimize edilmek {izere
farkli tripsin konsantrasyonlar1 karsilagtirllmigtir. Literatiirde bu tez c¢alismasina
benzer olarak FFPE dokularda farkli tripsin konsantrasyonlarinin uygulandigi ve

benzer/farkli sonuglar elde edilen yayinlar mevcuttur (19,20,68-70,72,77-80).
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Uygun konsantrasyonda tripsin ¢dzeltisinin belirlenebilmesi ic¢in 25 ng/ul, 50
ng/pl, 75 ng/ul ve 100 ng/pl olmak tizere dort farkl tripsin konsantrasyonu uygulanan
dokular iizerinden toplanan peptitlerden peptit konsantrasyonu tayin edilmis olup 75
ng/pul ve 100 ng/ul tripsin konsantrasyonu arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir.
Bununla birlikte ACN eklemenin peptit konsantrasyonuna etkisini gézlemlemek tizere
75 ng/ul ve 100 ng/pl tripsin konsantrasyonlarina ACN eklenmistir ve ACN eklenen
tripsinli dokularda peptit konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug pozitif
kontrol olarak kullanilan BSA iizerinde de gézlemlenmistir ancak literatiirde tripsin
solventinin i¢ine ACN eklenmesinin peptit konsantrasyonuna etkisinin incelendigi

FFPE dokular ile yapilan analiz sonuglar1 bulunmamaktadir.

Hermann ve arkadaglarinin 2019 yilinda FFPE doku kesitleri ile MALDI-
Gorilintiileme analizi i¢in 6rnek hazirligina yonelik yayinladiklari calismalarinda farkl
tripsin konsantrasyonu ve kompozisyonlarinin elde edilen kiitle spektrumlari tizerinde
etkili oldugu i¢in ilk olarak 50 mM hidroksimetil-aminometan hidrokloriir, 20 mM
amonyum bikarbonat ve %10 ACN ile 20 mM amonyum bikarbonat tripsin ¢oziiciileri
olarak karsilastirilarak elde edilen veriler incelenmistir. En yogun kiitle sinyalleri ve
S/N oranlarinin 20 mM amonyum bikarbonat i¢inde ¢6ziilmiis tripsin kullanilarak elde
edildigini bildirmislerdir. ikinci olarak 5 nM ile 50 nM tripsin konsantrasyonu sonucu
elde edilen veriler karsilagtirilmistir ve 5 nM tripsin konsantrasyonu diisiik S/N orani
ile sonuglanirken, 50 nM tripsin konsantrasyonu kullanilarak artan S/N oranlarina
ulagilmistir (73). Bu calismaya benzer olarak Judd ve arkadaslarinin, 2019 yilinda
FFPE dokular ile yaptiklar1 ¢alismada 0.64, 3.2, 24 ng/mm? olmak iizere doku alani
bagina diisen 3 farkli tripsin konsantrasyonu sonucunda elde edilen spektrumlar
karsilagtirilmigtir. 3.2 ng/mm? tripsin konsantrasyonu ile en yiiksek yogunlukta peptit
pikleri elde edilmis olup, LC-MS/MS analizi sonucunda da daha fazla sayida protein
ve o protein 0zgil peptitlerin tanimlandigini bildirmislerdir (80). Bu tez c¢aligmasi
kapsaminda da bu yayindaki sonuglara benzer olarak doku basina diisen tripsin miktari
hesaplanmistir ve 75 ng/ul tripsin piiskiirtiildiigiinde doku alan1 bagina diisen enzim
konsantrasyonu 13.86 ng olarak hesaplanmistir. Bu yayinda uygulanan 3.2 ng/mm?

tripsin ise tez ¢calismasinda elde edilen sonuglarlarda 25 ng/ul’ye tekabiil etmektedir.
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Ancak tez c¢alismasinda tripsin konsantrasyonu 25 ng/ul’den 75 ng/ul’e
arttirlldiginda daha optimum sonuglar elde edildigi gozlemlenmistir. Sonug olarak,
mesane, mide, yumurtalik, tiroid gibi farkli FFPE dokulara uygulanan farkli enzim
konsantrasyonlar1 ile birbirinden farkli sonuglar edilde edilmistir. Biitiin bu
caligmalara gore, kullanilan doku tipi uygulacak enzim miktari ile iliskili oldugundan

doku tipine gore tripsin miktar ile ilgili optimizasyonlarin yapilmasi gerekmektedir.

Tripsin miktar1 optimizasyonu deneyleri kapsaminda doku yiizeyinden toplanan
peptitlerin LC-MS/MS analizi sonuglar1 incelenmistir ve tripsin konsantrasyonu
arttirkga tanimlanan protein sayisinin da arttigi gozlemlenmistir. Farkli tripsin
konsantrasyonlar1 sonucu tespit proteinlerin ¢esitli fonksiyonlarini analiz edilmistir.
Yapilan venn diyagramlar1 sonucunda ise 25 ng/ul, 50 ng/ul, 75 ng/ul ve 100 ng/ul
konsantrasyonlar1 arasinda ortak 88 protein tespit edilmistir. Protein siniflandirmasi
acisindan bakildiginda temel olarak kiigiik molekiilleri doniistiiriicii enzimler ve hiicre
iskeletini olusturan proteinler disinda, HSP60, HSP 70, HSP 90 ve HSP100 ailelerine
ait saperon translasyonel proteinlere rastlanmistir. Buna karsilik her tripsin

konsantrasyonuna spesifik tanimlanan proteinler de incelenmistir.

Yalnizca 25 ng/ul tripsin konsantrasyonuna spesifik 16 protein tanimlanmis olup,
protein sinflandirmas1 baz alindiginda diger konsantrasyonlarda tanimlanmayan
ferritin ailesine ait depo proteinler tespit edilmistir. Yalnizca 50 ng/ul tripsin
konsantrasyonuna spesifik 8 protein tanimlanmistir ancak bu konsantrasyonda
tanimlanmamis olan 6zgiin bir protein mevcut degildir. Yalnizca 75 ng/ul tripsin
konsantrasyonuna spesifik 80 protein tanimlanmis olup, protein siniflandimasi baz
alindiginda diger konsantrasyonlarda tanimlanmayan bir dizi spesifik genin
transkripsiyonunu diizenleyen proteinler ve bagka proteinlere baglanip aktivitesini
modiile eden proteinler tespit edilmistir. Son olarak yalnizca 100 ng/pl tripsin
konsantrasyonuna spesifik 97 protein tanimlanmis olup, protein siniflandirmasina
bakildiginda diger konsantrasyonlarda tanimlanmayan hiicre diginda sinyal
molekiiliine baglanip sinyali sitoplazmaya ileten transmembran proteinleri tespit

edilmistir.
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FFPE mide biyopsi Ornekleri ile yapilan bu caligmalar kapsaminda, tripsin
optimizasyonu basamaklarindan sonra MALDI-matriks konsantrasyonu optimize
edilmek tizere 30 farkli a-CHCA matriks konsantrasyonu ve kompozisyonlarinin

peptit profillerine etkisi ilk olarak dried-droplet yontemi kullanilarak arastirilmistir.

Literatiirde bu tez calismasina benzer olarak FFPE dokularda farkli farkli o-
CHCA matriks konsantrasyonlari uygulanan basarili sonuglar alinan ¢esitli calismalar

mevcuttur (19,20,44,69,70,72,79-82).

Tez ¢aligmasinda farkli matriks konsantrasyonlarindan elde edilen spektrumlar
histogramlar ile birlikte degerlendirildiginde, 7 mg/ml matriks konsantrasyonunda en
yiiksek, 10 mg/ml matriks konsantrasyonunda en diisiik peptit sinyal yogunluklar: elde
edilmistir. Ancak literatiirde 10 mg/ml a-CHCA matriks konsantrasyonu ile de basarili
sonuclar alinan ¢alismalar mevcuttur (19,69,77,79). Bununla birlikte, spektruma gore
sinyal yogunlugu en yiiksek iki peptit piki secilerek farkli konsantrasyonlardaki
degisim incelendiginde her iki peptit piki i¢in 7 mg/ml matriks konsantrasyonunda en
yiiksek peptit sinyal yogunluklar1 elde edilmistir. Matriks kompozisyonu igerisindeki
ACN konsantrasyonu %50°den %70’e yiikseltildiginde kiitle spektrumunda
gdzlemlenen peptit sinyallerinin yogunlugu artarken en yiiksek sinyal yogunluklar1 %1
TFA konsantrasyonunda goriilmiistiir. Literatlirde Judd ve arkadaslar tarafindan o-
CHCA matriks solventi igerisine farkli konsantrasyonda ACN eklenmesinin sinyal
yogunluguna etkisinin arastirildigt MALDI-Goriintiileme ¢alismasinda, %50, %70 ve
%90 ACN konsantrasyonlarina ait spektrumlar ve iyon goriintiileri incelenmistir. %90
ACN ve %0.1 TFA igerisinde hazirlanan a-CHCA matriks ile daha yogun iyon
sinyalleri elde ettiklerini belirtilmislerdir. Bu tez ¢alismasinda de bulunan sonuglarla
parallel olarak artan ACN konsantrasyonu ile MALDI-Goriintlileme analizlerinde

daha yiiksek sinyal oldugu elde edilebildigi gosterilmistir (80).

Literatiirde Kim ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda yapilan, matriks solventi
icerisine farkli ¢oziiciilerin eklendigi ve farkli matriksler ile birlikte ilgili analitin
MALDI target tizerinde analiz edildigi bir ¢aligmada, %100 metanol, %100 aseton ve

100% asetonitril ¢oziiciilerine ait analizin sinyal yogunluklar1 karsilastirilmis ve 5
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teknik tekrar ile yapilan 3 bagimsiz deneyin ortalamasina gore %100 asetonitril ile en

yiiksek sinyal yogunluklar1 elde edilmistir (83).

Karsilagtirilan tiim matriks konsantrasyonu ve kompozisyonlar1 incelendiginde 5
mg/ml ve 7 mg/ml a-CHCA matriks arasinda 6nemli bir fark goriilmemekle birlikte
secilen her iki peptit piki i¢cin de 7 mg/ml a-CHCA, %70 ACN, %1 TFA matriks
kompozisyonunun en yiiksek peptit sinyal yogunlugunu verdigi gosterilmistir.
Dolayistyla, yalnizca matriks konsantrasyonu degil matriks kompozisyonun da

caligmalar 6ncesinde optimize edilmesi 6nem arz etmektedir.

Optimizasyon caligmalar1 sonucunda, FFPE mide biyopsi 6rneklerinin MALDI-
gorilintiileme analizi i¢in ¢esitli parametreler optimize edilmistir. Bu parametreler ile
yapilan MALDI-Gériintiileme analizleri kapsaminda ilk olarak kesit kalinlig1 optimize
edilmek tizere iki farkli doku kesit kalinligt (3 pum ve 5 pum) karsilagtirilmistir.
Biyomolekiillerin basarili profillendirilmesinin yapilabilmesi i¢in uygun ornek
hazirhgr ile birlikte doku kesitlerinin de uygun kalinlikta kesitlendirilmesi
gerekmektedir. Bu amacla literatiirde farkli doku kesit kalinliklari ile basarili sonuglar
allman MALDI-Goériintiileme  kiitle  spektrometresi  c¢alismalari  mevcuttur
(19,20,68,84). Tez c¢alismasinda doku kalinligmin kiitle spektrumu ve sinyal
yogunluklar1 iizerindeki etkilerine bakildiginda kiitle spektrumu ile goriintiileme
sonuglar1 birlikte degerlendirilmistir ve 3 um‘lik kesitler ile daha fazla sayida peptit
piki tespit edilmistir. 3 um ve 5 pm kesit kalinlig1 karsilastirildiginda, doku kesitleri
inceldikce elde edilen sinyal yogunluklari, literatiirdeki sonuglarla paralel olarak
artmistir. Sugiura ve arkadaglarinin 2016 yilinda 2 pm ile 40 pm arasindaki doku kesit
kalinliginin kiitle spektrumu iizerindeki etkilerini inceledikleri ¢aligmalar1 sonucunda
kesit kalinlig1 inceldik¢e (<10 pm) sinyal sayisi ve sinyal yogunluklarin arttigini
berlitmislerdir. Bununla birlikte yiiksek molekiiler agirliga sahip proteinlerin ince kesit
kalinliklarindan elde edildigini de belirtmislerdir. Boylece diger basamaklar gibi doku
kalinliginin da yiiksek kaliteli kiitle spektrumlari elde etmek i¢in énemli bir faktor
oldugu gosterilmistir. Ayrica kesit kalinliginin artmasi ile analit iyonizasyonunun
yetersiz kalmasinin, iletken olmayan 6zellikler ve kalin kesitlerdeki katigki olmak

iizere iki nedeni oldugu diisiiniilmektedir (84).
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Longuespee ve arkadaslarinin 2019 yilinda FFPE TMA dokular1 ile yaptiklar
MALDI-Gériintiileme analizinde, 1 pm, 3 um ve 5 um kalinligindaki doku kesitlerine
ait m/z degerlerinin yogunluklari karsilagtirilmistir ve spesifik olarak 5 pm kalinliga
kiyasla 1 pum doku kesitlerindeki piklerde daha yiiksek sinyal yogunlukluklar
gozlemlenmistir (78). Literatiirde FFPE dokular kullanilarak yapilan MALDI-
Gorilintiileme ¢aligmalarinda siklikla 3 pm doku kesitleri kullanilmast ile birlikte 5 um,
6 um ve 10 pm kesit kalinhiginda analiz edilen calismalar da mevcuttur
(19,20,44,67,68). Dolayisiyla, doku tipine bagli olarak kesit kalinliginin etkisinin
oldugu sodylenebilir. Bu nedenle c¢alisilan doku tipine ait kesit kalinliginin

optimizasyon ¢aligmalar1 ile belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
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6 SONUC

Sonug olarak, klinik degeri yliksek olan doku drneklerinin homojenizasyonuna
ihtiya¢ duyulmadan yapilan ve histolojik veriler ile yiiksek c¢oziintirliikli kiitle
spektrometresi verilerini birlestiren MALDI-Goriintiileme kiitle spektrometresi ile
protein profillerinin incelenmesi uzun vadede gesitli gastrointestinal hastaliklarin tani,

tedavi ya da prognoz siireclerine bilgilerin edinilmesi i¢in 6nem arz etmektedir.

MALDI kiitle spektrometresine ait temel bilesenlerinin de yillar igerisinde
gelistirilmesindeki ilerleme ile bu alandaki arastirmalar da ilerlemistir ve bilimsel
caligmalar artan bir etki kazanmistir (85-87). Bu teknolojideki gelismeler
incelendiginde, optimizasyon problemleri 6rnek hazirlama basamaklarindan daha
fazla ortaya ¢ikmaktadir. Ornek hazirlama basamaklarina ait literatiirde birtakim
protokoller mevcuttur ancak bu protokoller sistematik olarak heniliz optimize

edilmemistir (70,86,88).

Bilimsel literatiirde FFPE mide dokularinin MALDI-Goriintiileme  kiitle
sepktrometresi analizi ile peptit profilleri incelenmesinde optimize edilmis bir protokol

olmamasi nedeni ile optimizasyon calismalarinin yapilmasi dnem arz etmektedir.

Tez caligmasina ait optimizasyon adimlarmin ayrintili sunulmasi ile birlikte
optimize edilen parametreleri igeren deneysel basamaklar da sunulmustur. Bu tez
caligmasi sonucunda FFPE mide biyopsi 6rneklerinin MALDI-MSI analizi i¢in uygun
kesit kalinlig1, uygun tripsin konsantrasyonu ve matriks kompozisyonu belirlenmistir.
Optimize edilen mevcut protokol ile diger FFPE dokularin da MALDI-MSI analizi ile
birlikte standardize bir rehber gelistirilmesi i¢in arastirmalara devam edilmesi

planlanmaktadir.
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EK 2 Farkli Konsantrasyon ve Kompozisyonlarda Hazirlanan 30 Farkli a-CHCA
Matriksin Analizinden Elde Edilen Spektrumlar
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EK 2 Farkli Konsantrasyon ve Kompozisyonlarda Hazirlanan 30 Farkli a-CHCA
Matriksin Analizinden Elde Edilen Spektrumlar (Devami)
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EK 2 Farkli Konsantrasyon ve Kompozisyonlarda Hazirlanan 30 Farkli a-CHCA

Matriksin Analizinden Elde Edilen Spektrumlar (Devami)

= 06
=R
a2
£ a0
T ox
06
04
02
0
3 b
13
i
2
1o
0s
Y
7
ES
4
—
7 w0
o
2
4
-
3 wod
g
H

hitens.fp.u]

Tiens 1]

10 mg/ml a-CHCA in 50% ACN, 2% TFA

\ J.\L 1_lv_l.|l.:_1n [ .l L\. " ) el
o 10 mg/ml a-CHCA in 50% ACN, 1% TFA

'. l.xl‘ %(IL :an ,\JA L A A
aroat ‘ 10 mg/ml a-CHCA in 50% ACN, 0.5% TFA

T :n T T Y _\..\A i
P 10 mg/ml a-CHCA in 50% ACN, 0.2% TFA

JA N ult LlllM WYV lx IL L\A JL A fal
e | 10 mg/ml a-CHCA in 50% ACN, 0.1% TFA

,., I : .J, .‘T (ST li h:rl ,v..lt}\. IAl‘ A - . . .

bazp00 10 mg/ml o-CHCA in 70% ACN, 2% TFA

l l..\l uT| Jh hu ln N h L. nl ) /W)
ooy " 10 mg/ml o-CHCA in 70% ACN, 1% TFA

. %"\% |“A“‘LM Wb J‘m LL oA ’\ X A
oo 10 mg/ml 0-CHCA in 70% ACN, 0.5% TFA

l . % %:«_y wdaan l‘v\,A.xAM ..LA. .'L n
10 mg/ml 0-CHCA in 70% ACN, 0.2% TFA
tasage 10 mg/ml a-CHCA in 70% ACN, 0.1% TFA

vt ! A el P 1

89



9 (OZGECMIS

90






