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Malign Perikard Eflizyonunda Proteomiks Analizi
ve Malignite iligkili Protein Profilinin Belirlenmesi
Proteomics Analysis of Malignant Pericardial Effusion And
Determine The Profile Of Malignancy-Associated Protein
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Amag: Akciger kanserine bagl perikard eflizyonunda protein iceriginin proteomiks analizi,iliskili olabilecek yeni biyobelirteglerin arastiriimasi ve proteomiks
calismalarina genel bakis.

Yontemler: 5 hasta (4 adenokarsinom, 1 baytk hcreli), 5 kontrol (CABC uygulanan) perikard eflizyonu calismaya dahil edildi. Hasta grubu yas ortalamasi
47,4+7,92 olan 5 erkekten; kontrol grubu yas ortalamasi 63,4+7.7 olan 4 erkek, 1 bayandan olusmaktaydi. Ornekler -80°C’de saklandi. 2-D jel elektroforezinde
proteinler izoelektrik noktalarina ve molekiler agirliklarina gore ayrildi. Elde edilen jeller Coomasia boyasi ile boyanarak protein spotlari agiga gikarildi. Gérintt
analizi Melanie 7 Viewer programi ile yapildi. Protein spotlari dncelikle gorsel olarak degerlendirildi, upregilasyona veya downregulasyona ugrayan proteinler
saptandi. Proteinlerin tanimlanabilmesi icin data analiz metodu halihazirda bulunmadigindan proteinler tanimlanamadi. Ancak Melanie 7 programi ile her bir
jeldeki protein spotlarr isaretlendi, birbirleriyle ve normal insan plazmasinin 2-D jelindeki protein spotlari ile molekuler agirliklarina gore karsilastirildi.

Bulgular: Malign eflzyonlarda daha fazla proteinin salindigi, plazma ve serumda bulunan proteinlerle benzer oldugu goérildu. Saptanan proteinlerin yeni bir
biyobelirteg olma olasiiginin distk olmasina ragmen KAH grubunda olmamasi malin efizyonlarda hedef molekil olarak olasi ilag tedavisi icin yol gosterici
olabilirdi. Calismada proteinlerin isimlendirilmesi yapilamamis, fonksiyon ve varlidi ile ilgili net bir karar birligine varilamamis olsa da bu veriler malign perikardiyal
eflizyonlarda proteomiks analizinin genisletilerek devam edilmesini destekler.

Sonug: Tumér hicrelerinin salgiladigr proteinler timaér yukind, tedaviye verdigi cevabi gdsterebilir ve gelecekte gucli, Umit verici timaor belirteci olabilir. Tani,
tedavinin belirlenmesi ve prognoz tayininde kullunilabilinir. Proteomiks alaninda her gecen giin gelismeler artmaktadir, daha gugli data analiz programlari
gelistirilmektedir. Gelecekte sensitivitesi ve spesifisitesi artmis protein biyobelirtecleri bulunabilecektir.
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Objective: Wewant to analyse protein content by proteomics of pericardial effusion due to lung cancer, finding new biomarker and overview of proteomics
studlies.

Methods: 5 patients (4 adenocarcinoma, one large cell), 5 control (CABC applied) pericardial effusion were included in the study. The mean age of patients group
47.4 = 7.92 with 5 men, the mean age of the control group 63.4 + 7.7 with 4 men, consisted of one lady. Specimens were keeped at -80°C. 2-D gel electropho-
resis of proteins based on isoelectric points and molecular weights. Obtained gels were stained with Coomasia stain and protein spots displayed. Image analyses
were made by Melanie Viewer program. Protein spots were evaluated visually. Upregulation and downregulation proteins were evaluated. We don\'t have data
analyse method for protein description, proteins weren\'t identification. Ptotein spots were marked with Melanie 7 program, they were compared with each other
and normal human plasma protein spots according to the molecular weights.

Results: We found much more protein in malign pericardial effusion.These proteins were similar to serum plasma proteins. Identified proteins mayn’t be new
biomarker,also these proteins weren't founded in CAD. Because of this it can be guide for medication thearpy. We didn’t entitle proteins but these datas streng-
hten protein proteomics analyses in malign pericardial effusions.

Conclusion: Proteins secreted by tumor cells display tumor load, response to treatment and can be used for diagnosis, treatment modalities, prognosis analysis.
Developments increase in proteomics field and much more strong data analyse programs were improved. With these improvements more sensitive and specific
protein biomarkers can be discovered.
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Giris

Cesitli lokal ve sistemik hastaliklar perikardiyal efiizyona ne-
den olabilmektedir. Fazla miktarda sivi olusumu maligniteler,
tlberkUloz perikardit, Gremi, miksodem, vaskadilitler, konnektif
doku hastaliklari ve parazitozda gordldr. 2

Malign perikardiyal eflizyonlara genel otopsilerde %1-4, kan-
serli hasta otopsilerinde %15-30 oraninda rastlanmaktadir. 34
En sik olarak akciger kanseri (%30), meme kanseri (%23), len-
fomalar ve l6semilere rastlanmaktadir.®

Perikardiyal sivi analizleri etiyolojinin belirlenmesinde dnem-
lidir. YUksek protein iceren ekstudatif eflizyonlar transtda
eflizyonlarindan daha ciddi bir hastaliga isaret etmektedir. Al-
bumin ve antitripsin gibi plazmada bol bulunan proteinler ka-
pillerden ultrafiltrasyon ile transuda sivida bulunabilirken, alfa
2 mikrogolbilin, haptoglobilin, immunglobulin, fibrinojen,
komplemanlar, lipoprotein ve kollajen gibi yiuksek molekuler
agirlikl proteinler eksidatif perikardiyal eflizyonlarda sapta-
nir. &7

Proteomiks, 6zellikle postgenomik dénemde bir hiicre, doku
veya biyolojik sivilarin protein profillerinin tanimlanmasinda,
hastaligin mekanizmasinin proteine dayali arastiriimasinda,
taniicin yeni biyobelirtec kesfinde ve ilag tedavisi icin yeni he-
deflerin belirlenmesinde glclu bir aractir. 8 Ayrica genetik yat-
kinlik gosteren hastaliklarin tanimlanmasi dogru bir genetik
teste gereksinim duydugu kadar fenotipin de dogru saptan-
masini gerektirir. CinkU bir organizmadaki proteom genom-
dan farkl olarak daha dinamiktir ve organizmanin bulundugu
kosula (6rnegin patolojik durum) ve zamana bagl olarak de-
Gisebilir.®

Klinik proteomiksin diger hedefleri arasinda hastalik yinelen-
mesinin erken dénemde saptanmasini saglayacak biyolojik
belirteclerin belirlenmesi ve bunlarin diyagnostik gérintileme
ile nasil birlikte kullanilacaginin anlasiimasi, hastanin tedaviye
beklenen yaniti agisindan bireysel tedavi yontemlerinin uyar-
lanmasina yardimcr olmaktir. %"

Klinik biyobelirtecler malign eflizyonlarin saptanmasinda ol-
dugu kadar diger sistemik, inflamatuar hastaliklarin tani, te-
davi ve takibinde de dnemlidir

Geregler ve Yontem

Orneklerin Toplanmasi ve Hazirhk

2005-2009 vyillart arasinda kardiayak tamponat klinigi ile
KUTF Kardiyoloji Klinigine basvuran, ekokardiyografi esligin-
de perikardiyosentez islemi uygulanan hastalar alindi. Perikard
eflzyonunun etiyolojsi klinik degerlendirme, biyokimyasal,
mikrobiyolojik, patolojik analiz ve gorintileme yontemleri ile
belirlendi. Akciger kanseri saptanan hastalar calisma grubuna
dahil edildi.

Kontrol grubu herhangi bir ek hastaligi olmayan, KUTF Kalp
Damar Cerrahisi klinigine koroner arter bypass cerrahisi
(CABG) amaai ile basvuran kisilerden secildi. Kapak hastaligi,
semptomatik kalp yetersizligi olan hastalar dislandi. Perikard
sivisi drnekleri operasyon dncesinde perikard agildigr sirada
alindi. Hasta ve kontrol grubundaki katilimailarin 6zellikleri
Tablo 1" de belirtilmistir.

Protein c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Perikard sivilari antikoagulasyon uygulanmamis steril tlplerde
-80 C'de saklandi. Ornekler buz tzerinde ¢ozildikten sonra
santrifij edilerek coken hiicreler ve st faz sivi ayrildi. iki asa-
mali olarak hem coken htcrelerden hem de Ust faz sividan
proteomiks calisiimasina karar verildi. Ancak ilk asamada ¢o-
kelti kismin 2D jel elektroforezinden belirgin protein spotlari
elde edilemedi. Cokelti kisminda hicrelerin cesitliligi ve sek-
rete edilen proteinlerden ¢ok htcre ici ve hlcre yapisindaki
proteinlerin agirlikli olarak saptanabilecedi distnulerek Ust
faz kismindan calismasina karar verildi.

Sivi fazin analizinden dnce calisilan 6rneklerin icerisinde agir-
liklr olarak albdmin bulunmasi ve bulunan bu albtminin disik
seviyede bulunan proteinleri bloke etme ihtimaline karsilik &r-
neklerden albUmin uzaklastirmasi yapildi. Bu amacla aurum
serum mini kit (BioRad, USA) kullanildi. Elde edilen indirgen-
mis sividan tuzlari ve diger uygun olmayan maddeleri uzaklas-
tirmak icin 2D clean up kiti (BioRad, USA) kullanildi.

Albiminden indirgenmis, temizleme islemi yapilmis Ust faz or-
nekleri de, TCA aseton ¢oktirme islemi yapildiktan sonra 250
uL IEF rehidrasyon tamponu icerisinde ¢ozildi. Daha sonra
17 cm lik IPG (Ph 3-10) striplerine 300 uL érnek volim eklendi
ve emdirildi.
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Tablo 1: Hasta ve kontrol grubunun klinik karakteristik 6zellikleri ve laboratuar bulgulari (E: erkek, K: kadin, H: hemorajik, e:ekstida,
S: serdz, t: transtuda, EF: ejeksiyon fraksiyonu, Kre: Kreatinin, Trop: troponin, CRP: C reaktif protein (referans araligi: 0-0,8 ), Ca 125:

Karbonhidrat antijen 125 (referans arahgi: 1,9-35u/ml), Ca 15-3: Karbonhidrat antijen 15-3 (referans araligi: 0-25u/ml), Ca 19-9: Kar-
bonhidrat antijen 125 (referans araligi: 0-34u/ml), CEA: Karsinoembriyonik antijen (referans araligi: 0-6,2 ng/ml), AFP: Alfa feto protein

(referans araligi: 0,5-5 lu/ml).

Hasta Yas | Cins Tani Eftizyon CRP Trop Cal125 | Ca15-3 | Ga19-9 CEA AFP Kre EF
Hasta Grubu

1 34 E Adeno Ca H, e 512 - 71,8 42 80,7 18,5 1,35 0,9 65
2 48 E Adeno Ca H,e 3,64 - 200,4 47 3,08 229 3,04 0,9 62
3 50 E Adeno Ca He 7,30 - 301,7 31,98 2101 3,62 1,90 0,8 64
4 50 E BuyukHuc.Ca H, e 29,9 - 1434 183,3 4637 6,88 1,47 0,6 60
5 55 E Adeno Ca H, e 9,92 - 304 19,47 1,05 2,34 0,930 0,8 60
Kontrol Grubu

1 55 E KAHKararsiz S. e 1,2 - - - - - - 1.1 60
2 58 E KAHNSTEMI S, t 1,23 4,6 - - - - - 0,9 30
3 64 E KAHNSTEMI St - - - - - - - 1 35-40
4 65 E KAH S, t 3,35 - - - - - - 1,2 40-45
5 75 K KAH S, t - 2,1 - - - - - 0,9 50

iki Boyutlu Jel Elektroforezi (2D Gel Elektroforezi)

2D jel elektroforezinde 1. boyuttaki amag kompleks proteinle-
rin izoelektik noktalarina goére, 2. boyutta molekdler agirlikla-
rina gére odaklamaktr, 1214

Birinci Boyut: izoelektrik fokuslama (IEF):

Ust faz sivi drekleri 17 cm’ lik IPG striplere (Ph 3-10 ReadyS-
trip)emdirildi. 17 cm lik IPG stripleri -80 C'de saklandigr icin
rehidrasyon islemine gecilmeden énce her bir stripe denkles-
tirme islemi uygulandi. Stripler dnce 15 dk equilibration tam-
pon 1, daha sonra 15 dk equilibration tampon 2 ile muamele
edildi. Denklestirme isleminden sonra rehidrasyon tampon ile
muamele edilen her bir 6rnekten 300 pl’ lik protein ¢ozeltile-
ri PROTEAN [EF tabaksina koyuldu. IPG stripler ‘+ kutup sol
tarafa gelecek sekilde tabaka icindeki ¢rneklerin Gzerine yer-
lestirildi ve aktif rehidrasyon islemi yapildi. Rehidrasyon sira-
sinda 1. saat sonunda 6rnegin buharlagmasini énlemek igin
Uzerlerine 2-3 ml mineral yag ilave edildi ve yaklasik 16 saat
rehidrasyon islemine devam edildi.

Rehidrasyon isleminden sonra izoelektrik odaklamaya gegildi.
IPG strip artan voltaj programi ile 20 C'de adim adim yaratal-
dU (250 volt: 20 dakika, 10000 volt: 2,5 saat lineer, 10000
volt: hizli ve toplamda 40000 kilowatt/saat gliciinde ortalama
7 saat). (sekil 1 A)

ikinci Boyut: Protein Jel Elektroforezi (SDS-PAGE):
Mobilite, molekdllerin hem yiiklerine hem de boyutlarina bag-
lidir. Protein molekullerinin yikleri esit ise mobilite sadece bu-
yUkluge bagli olacaktir.

Sekil 1: 2D Gel Elektroforez sistemi. A: izoelektrik fokuslamada
(IEF) kullanilan rehidrasyon tabakasi, B: SDS-PAGE yurutme tanki

2D jel elektroforezin 2. boyutunda IPG stripler poliakrilamit jel
Uzerinde yUritulerek molekiler agirliklarina gére ayristirildilar.
17 cm’lik iki ucu acik dikdoértgen cam plakalar arasina yUkle-
me jeli Gstten 1 cm bosluk kalacak sekilde dékildi. Ust yiizeyi
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2 mm yukseklige kadar su ile doyurulmus izopropanol pipet
ile eklendi. Jel polimerize olduktan sonra n-batanol saf su ile
uzaklastinldi. Kurutma kagidi ile cam plakalar arasi temizlendi.
Polimerize olan jel rezervuar tanka yerlestirildi. IPG stripler yU-
ritlct solUsyonda 1-2 dakika bekletildikten sonra jel Uzerine
yerlestirildi ve arada bosluk kalmamasi igin agaroz solusyonu
eklendi. Tank ylrattct solisyon ile doldurularak 17 cm’ lik
IPG striplerdeki proteinler 48 voltta 7 saat yarataldu (Sekil B).
Yirdtme sonunda jel cam plakalardan gikarildi, 2 saat sabit-
lestirici solUsyonda yikandiktan sonra Coomassie mavisi iceren
boyama soltsyonunda 2 saat bekletildi ve daha sonra distile
su ile yikandi

Goruntuleme ve Analiz

Boyanan jeller image scanner ve labscan 3.00 yazilimi ile ta-
randi. Gorlntl analizi Melanie 7 Viewer programi ile yapildi.
2-D jel haritasindaki protein spotlar dncelikle gorsel olarak
degerlendirildi ve upregulasyona veya downregilasyona ug-
rayan proteinler saptandi. Proteinlerin tanimlanabilmesi icin
data analiz metodu halihazirda bulunmadigindan proteinler
tanimlanamadi. Ancak Melanie 7 programi ile her bir jeldeki
protein spotlari isaretlendi ve birbirleri ile karsilastirildi. Peri-
kardiyal eflzyonun plazmanin ultrafiltrasyonu sonucu olus-
tugu dasundlerek, yine gorsel olarak, perikardiyal eflzyon-
daki protein spotlari normal insan plazmasinin 2-D jelindeki
protein spotlari ile molekdler agirliklarina goére karsilastirildi.
(insan plazma protein profili, Swiss-Prot/TrEMBL website:

http:/lwww.expasy.chlswiss-2dpagelviewer&map=PLASMA _

HUMANR&ac=all adresinden elde edilmistir.) kontrol grubunda
bir hastanin jel goriintlisti Coomasia ile iyi boyanamadigindan
degerlendirilmeye alinmadi.

Bulgular

Hasta Ozellikleri ve Laboratuar Verileri

Galismaya 5 malign perikardiyal efizyonlu (Akc Ca: 4 adeno-
karsinom, 1 bayUk htcreli) ve 5 kontrol toplam 10 hasta dahil
edildi. Malign eflizyonlu hastalarin hepsi erkekti ve ortalama
yas 47,4+7,92 yil bulundu. Kontrol grubu hastalari 4 erkek, 1
bayandan olusmaktaydi ve yas ortalamasi 63,4+7.7 yil bulun-
du. Malign perikardiyal sivilar hemorajik ve ekstida karakterin-
de iken, kontrol grubu swvilar seréz vasiftayd.

Malign perikardiyal eflzyonlu hastalarin ejeksiyon fraksiyo-

nu korunmus ve koroner arter hastaligi risk faktorleri olarak
yalnizca sigara mevcuttu. Kontrol grubunda 4 hastanin sol
ventrikdl sistolik fonksiyonlari hafif derecede azalmisken bir
hastanin sistolik fonksiyonlari korunmustu, ancak hicbir has-
tada kalp yetersizligi semptomlar bulunmamaktaydi. Kontrol
grubu hastalarindan ikisinin éykistnde ST elevasyonsuz M,
birinde kararsiz angina pektoris ve ikisinde kararli angina pek-
toris tanilari vardi. DM, HT, sigara gibi koroner arter hastalig
risk faktorleri bulunan bu grupta baska bir sistemik hastalik
yoktu. Her iki grubun da renal fonksiyonlari korunmustu.

Hasta ve kontrol grubunun klinik karakteristik 6zellikleri ve la-
boratuar bulgulari Tablo 1'de gdsterilmistir.

Malign perikardiyal eflizyonlarin laboratuar verileri retrospek-
tif tarandi. CA 125" in (4624551 u/mL) tim hastalarda be-
lirgin alarak artmis oldugu goruldd. CA 15-3 (64467 ulml)
bes hastanin dordunde iliml bir artis gosterirken, CA 19-9
(1364+2037 ulmL) ve CEA (52499 u/mL) bes hastanin Ggin-
de artmis saptandi. Bu timor belirteclerindeki artislar blytk
hucreli akciger kanserli hastada adenokarsinomlu hastalardan
daha belirgindi. AFP tUm hastalarda normal bulundu. CRP
degerleri tim malign eflzyonlarda artmis olarak bulundu
(11,17£10,7 mgldl). Kontrol grubu hastalarinin 3 tanesinde
CRP seviyesi bakilmisti ve CRP seviyesindeki artis daha ilimliydi
(1,9+1,2 maqldl). Bu veriler 1s1g1 altinda &zellikle CA 125 ol-
mak Uzere CA 19-9 ve CEA' nin akciger kanseri nedenli malign
perikardiyal eflizyonlarda tani ve prognozda kullanilabilecek
tUmor belirteci olarak dusiintlebilse de hasta sayisinin ¢ok az
olmasi ve bu gibi timér belirteclerinin spesifik olmayip baska
inflamatuar olaylarda da artis gosterebilecedi unutulmamali-
dir.

Hasta ve kontrol grubunun 2-D jel gorUntileri ve elde
edilen protein spotlari

Elde edilen 2-D jeller gorsel olarak degerlendirildiginde malign
eflizyonlarda daha ok sayida protein spotu goérilda. Protein
spotlari birbirlerine benzerdi ve belli bélgelerde yogunluk art-
misti (Sekil 2-3).

Protein spotlari yine gorsel olarak molekuler agirliklarina gére
siniflandirildiginda protein sayilarinin ayni molekdler agirlikta
yaklasik benzer oldugu goruldu. (Tablo 2-3).
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Sekil 3: Kontrol grubunda
2-D jel elektroforezin-
de elde edilen protein
spotlari
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Tablo 2: Malign perikard sivilarinda protein spotlarinin mole-
kaler agirliklarina goére gruplandirilmasi

Molekiller agirlik Hasta 1 | Hasta2 | Hasta3 | Hasta4 | Hasta 5
(Kd) spot spot spot spot spot
saylsl sayIsi sayisl sayIsi sayisl
10-15 bin 8 4 9 4 4
15-25 bin 14 9 19 10 16
25-35 bin 1 11 16 12 13
35-40 bin 9 5 12 4 7
40-55 bin 12 19 15 15 14
55-70 bin 17 29 12 15 28
70-100 bin 12 19 15 28 14
100-130 bin 4 1 2 14 2
Toplam 87 101 100 92 98

Tablo 3: Kontrol perikard sivilarinda protein spotlarinin
molekuler agirhklarina gére gruplandiriimasi.

Molekuler agirlik | Kontrol 1 Kontrol 3 | Kontrol 4 | Kontrol 5
(Kd) spot sayisi | spot sayisi | spotsayisi | spot sayisi
10-15 bin 1

15-25 bin 7 4 7 6
25-35 bin 3 3 5 6
35-40 bin 3 9 2 2
40-55 bin 9 4 17 16
55-70 bin 9 4 15 18
70-100 bin 5 3 19 8
100-130 bin 2 3 14 6
Toplam 39 30 75 62

Protein spotlarinin karsilastiriimasi

Gorsel olarak ayni bolgelerde sinyal artisi olmasina ragmen o
bolgelerdeki protein yapilari daha farkliydi. Tim hasta gru-
bunda yalnizca 3 protein spotu bire bir benzerdi ancak biz
bu proteinleri analiz programi olmadigindan tanimlayamadik.
Kontrol grubunda da gorsel olarak protein spotlarinin benzer
olmasina ragmen tanimlanan proteinlerde farkliliklar vardi,
yalnizca 3 protein spotu bire bir benzerdi. Kontrol grubu ara-
sinda ST elevasyonsuz Ml tanisi ile CABG uygulanan iki has-
tanin protein sayr ve yapisi birbirlerine daha fazla benzerlik
gosteriyordu. KAH grubunda kalp yetersizligi semptomlari ol-
mamasina ragmen 4 hastanin EF dusikken (%43) bir hastanin
EF'si korunmustu. Ancak EF'si disik ve korunmus hasta ara-
sinda gdrsel olarak protein spotlari arasinda fark yoktu.
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Tam hastalarin karsilastirilmasinda ortak bir protein spotu sap-
tanamadigindan hasta ve kontrol grubunun birer Gyesi kar-
silastirildi (Hasta 1 ve Kontrol 4) (Sekil 4). Her iki hastada 23
tane protein spotu ortak bulundu

il i

Sekil 4: Hasta ve kontrol grubundan iki hastanin birbiri ile karsilas-
tirilmasi

Tanimlanmis olan insan plazma protein haritasi data ve-
rileri ile elde edilen protein spotlarinin karsilastiriimasi
Tanimlanmis olan insan plazma protein haritasi data verile-
rinde 626 spot ve 69 protein girdisi belirtilmistir (Swiss-Prot/
TrEMBL website: http:/lwww.expasy.chich2dothergifs/ publif
plasma-acidic.gif ve plasma-basic.gif) (Sekil 5 A-B).
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Sekil 5 A-B Tanimlanmis insan plazma protein spotlari, A: asidik, B:
bazik (Swiss Prot/TrEMBL website)

Perikard sivisininda plazma ultrafiltrasyonundan olustugu du-
stnulerek perikard sivilarindan elde edilen protein spotlari ile
insan plazma protein haritasi gorsel olarak karsilastirldi. Tdm
hastalarda agirlikli olarak saptanan protein spotlarinin kabaca

albmin 1, fibrinojen gama zincir ve fragmanlari, Ig agir zin-
cir, lg orta zincir, Ig G, plazminojen, kompleman 3 alfa, C3,
komplemen prekirsorleri, apolipoproteinler, anjiyotensinojen,
CRP, transtretin, haptogloblin, antitrombin 3, globllin bol-
gelerine denk geldigi goraldu. (sekil 6)
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Sekil 6: Gorsel olarak malign perikard sivisinin insan plazma pro-
teini ile karsilastirildiginda saptanan proteinler (1-albumin, 2- Ig D
gama chain, 3- fibrinojen B zincir, 4- fibrinojen alfa zincir, 5- IgM
hafif zincir, 6- IgG agir zincir, 7- serotransferrin, 8- NA3, 9- CRP,
10- g J zincir, 11- Apo A1, 12- antitrombin 3, 13- glikoprotein ,14-
haptoglobtlin, 15- Ig agir zincir, 16- transtretin, 17- Ig agir zincir
gama, 18- C3, 19- Apo A2, 20- plazminojen, 21- fibrinojen gama
zincir).

Malign eflzyonlardaki protein spotlari kendi aralarinda ve
hasta grubu ile gorsel olarak karsilastirildiginda tim malign
perikard sivilarinda yaklasik 25 bin Kd molektler agirhgindaki
protein spotunda anlamli sinyal artisi mevcuttu (Sekil 2,3,7).
Bu protein spotu insan plazma protein haritasi data verileri ile
gorsel olarak karsilastirildiginda CRP bolgesine denk gelmek-
teydi (Sekil 5)

Tartisma

Elde ettigimiz 2-D jel goérintilerinden malign perikardiyal
eflizyonlarda daha fazla sayida protein salindigi ve bu pro-
teinlerin plazma ve serumda tanimlanan proteinlere benzer
oldugu goruldd. Bu spotlar insan plazma protein data verileri
ile yine gorsel olarak karsilastinldiginda ekspresyonu artmis
proteinlerin adirlikli olarak akut faz reaktani proteinleri oldugu
saptandi.
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Sekil 7: Hasta 5 ve kontrol 4 nolu kisilerin 2-D jel protein haritasi
ve ekspresyonu artmis olan protein spotu gértulmektedir.

Ozellikle yaklasik 25 bin Kd molekiler agirigindaki protein
spotunun yogunlugunun daha fazla artis oldugu ve bu bolge-
ninde gorsel olarak karsilastirldiginda CRP bolgesine karsilik
geldigi dustnaldi.

Kontrol grubu olarak aldigimiz koroner arter hastalarindan ST
elevasyonsuz Ml gegiren iki kisinin 2-D jel elektroforez goriin-
tllerinden elde edilen protein spot sayisi diger kontrol grubu
hastalarina gére daha fazlaydi. Spot géruntileri gorsel olarak
malign perikardiyal efiizyonlardan elde edilen protein spotla-
rina daha qok benzemekteydi. Bu hastalarda da iskemi ve re-
perflizyonun yarattigi oksidatif stres ile inflamatuar belirtecler
ve akut faz reaktanlarr artmis olabilir.

Proteomiks analizinin plevral, peritoneal, perikardiyal sivilar

gibi biyolojik sivilarda cesitli hastaliklar ile calisiimis birkag ca-
lisma vardir. Ornegin; plevral eflizyonun protein analizinde
matriks metalloprotein-9 pronenzimin (proMMP-9) intrap-
levral enflamasyon ve hasarlanmada yeni, sensitif ve erken
belirlenen bir belirteg olarak faydali olabilecegi bildirilmistir.'
Komplemen seviyelerinin (C3, C4) romatoid arttritte diisikken
tiberkuloz ve malign eflizyonlarda yiksektir.'®

Akciger kanserlerinde perikardiyal efiizyon ile calisilmis pro-
teomiks calismasi yoktur ancak plevral efiizyonlarla calisilmis
ve birkag biyobelirteg gosterilmistir. CYFRA 21-1 kiguk hicre
disi akciger kanserinde &zellikle skuamoz hucreli karsinomda
tani ve takipte dnemli bir serum belirteci olarak bulunmus-
tur. CYFRA 21-1'in spesifitesi CEA'den daha fazladir.'” CYFRA
21-1 tanida givenilir bir belirte¢ olmasina ragmen onkogen
tarafindan sentezlenen HER-2/neu protein adenokarsinomlar-
la iliskili plevral efiizyonlarda daha yiksek sensiviteye sahiptir.
Hsieh ve arkadaslari hiicre proliferasyonu, bytime ve farklilas-
mada rol oynayan pigment epitelyal-derived faktor (PEDF) ve
fibrinojen prekirsorlerinin akciger adenokarsinomlarda tran-
suda sivilardan daha fazla salindigini géstermislerdir.’® Bard
ve arkadaslari birkag yeni protein tanimlamislardir; sorting-
nexin, trombospondin 2, B-cell translocation gene 1, PEDF.
19C6zUNUr Fasl (sFasl) apoptoziste énemli rol oynar ve Thc
perikarditte artmistir. Son calismalar sFasL nin akciger adeno-
karsinomunda da arttigini gdstermistir.2® Akciger sirfaktan
protein-A(SP-A), CEA malign plevral efizyonlarda siklikla kul-
lanilan tUmor belirtecleridir.?" Solubl Reseptér-binding kanser
antijen (RCAST) konsantrasyonu adenokarsinoma ait plevral
eflizyonlarda malign olmayan plevral eflizyonlardan belirgin
olarak yiksektir.

Literatirde su ana kadar perikardiyal efiizyonun proteomiks
profili ile ilgili yapilmis bir calisma mevcuttu. Bu calismada 3
tlberklloz hastasi 3 KAH'sI ile karsilastirilmisti. Thc perikar-
diyal efiizyonda 11 adet farkli protein ekspresyonu saptan-
misti ve bunlarin 7 tanesi upregilasyona ugrarken, 4 tanesi
downregllasyona ugramis. Bu proteinler iginde fibrin beta,
fibrinojen prekdrsor, fibrinojen gama zinciri, PEDF, beta ak-
tin varyant, haptoglobulin prekirsér, complement C3, alfa-
1-mikroglobilin, GSHPx3 prekilrsér olarak tanimlanan pro-
teinlerdi. PEDF en etkili dogal antianjiyogenik faktordir. Thc
perikardiyal eflizyonlarda azalmis olarak saptanmis. 222
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Klinik biyobelirtecler malign eflizyonlarin saptanmasinda ol-
dugu kadar diger sistemik, inflamatuar hastaliklarin tani, te-
davi ve takibinde de dnemlidir.

Yeni calismalar ile cesitli kalp hastaliklarinda bazi maddelerin
perikardiyal sividaki konsantrasyonlar pek cok patofizyolojik
mekanizmalarin anlasiimasina katki saglamaktadir. Kalp yeter-
sizliginde atriyal natritiretik peptit (ANP) ve brain natritiretik
peptit (BNP) perikardiyal sivida yaklasik 12 kat fazla bulunmasi
bu faktorlerin kalp yetersizliginde otokrin ya da parakrin bir
faktor olarak patofizyolojik bir rol oynadigini disindirmekte-
dir. 242> BNP diyastol sonu basing ve hacim artisina bagl olarak
ventrikUlden salinir. KKY tanisi; ciddiyeti, tedavinin etkinligi,
prognoz 6ngordirictdir ve NYHA ile paraleldir. N terminal
pro B-tip Natritretik peptitin (NT pro BNP), Ml sonrasi ve DKY
nedeni ile hastaneye yatan hastalarda prognostik degeri gos-
terilmistir. ¢ Kararsiz anginada ICAM-I, VCAM-I, e-selektin
gibi adezyon molekdllerinin ve interldkin 6 ve 8 gibi proinfla-
matuar sitokinlerin perikard sivisindaki ytksek dizeyleri koro-
ner arter hastaliklari ile inflamasyon iliskisini desteklemektedir.
Noradrenalin yuksekligi iskemik kalp kasinda hasarlanma ve
aritmilerin gelisiminden norepinefrinin sorumlu oldugu savini
desteklemektedir. Sol ventrikdl hipertrofisi ve remodeling olu-
sumundan sorumlu oldugu dustndlen angiotensin-Il dizey-
lerinin bu hastalarin perikard sivisinda dustk duzeyde bulun-
masi kardiyomiyosit hipertrofisinden angiotensin-II'nin direkt
sorumlu olmadigini distindtrmektedir. iskemik kalp hastalik-
larinda asit ve basic fibroblast growth faktorler, vaskuler en-
dotelial growth faktdr, hepatositik growth faktor gibi cesitli
anjiojenik faktorlerin perikardiyal konsantrasyonlari anlamli
dizeyde artmistir. Bu faktorlerin kollateral damar gelisimini
uyardiklari bilinmektedir. Perkiitan veya cerrahi revaskilarizas-
yonun yapilamadigi hasta gruplarinda tikali damarlarda kolla-
teral gelisimini uyarmak icin intraperikardiyal "basic fibroblast
growth’” faktodr uygulamalar perikardi yeni terapotik girisim-
lerin adresi haline getirmektedir. 2426

Ege ve arkadaslari, miyokardiyal infarkt sonrasi perikard eflz-
yonunda CRP ve LDH seviyelerinin arttigini gostermislerdir.
Saglikh kisilerde ve kararli angina pektorise sahip kisilerde
bazal CRP seviyeleri kardiyovaskiler olaylar icin bagimsiz risk
faktoru olarak gosterilmistir. Akut Ml sonrasi CRP seviyeleri
artmaktadir ve olumsuz sonuclarla iliskilidir. 2’

Heart-tip sitoplazmik fatty asit binding protein (H-FABP),
AMI'nin erken teshisinde sensitif ve spesifik bir belirteg olarak
rapor edilmistir H-FABP yalnizca MlI'da degil myokardiyal za-
rarlanma ile iliskili ciddi myokard iskemilerinde de artmis sap-
tanmistir. Ancak hala H-FABP'nin myokardiyal iskeminin erken
tanisinda kullanimi ile ilgili klinik calismaya ihtiyag vardir.%®

Ca125 yuksek sensivitesine karsin, dustk spesifitesi nedeniyle
tUmor belirteci olarak kullanimini sinirlar. Altta yatan etiyo-
lojiden bagimsiz malign-benign etiyolojili serozal sivi artisi ile
serum Ca125 duzeyleri arasinda iliski oldugu gosterilmistir.
Ca125'in jinekolojik malignensiler, kolorektal Ca, meme Ca,
Akc Ca, hepatoseliler karsinom, pankreas Ca, intrakraniyal
cerrahilerde artmis oldugu gosterilmistir. Ayrica Ca125 nef-
rotik sendrom, KBY, KKY'nde de artar. Nagele ve arkadaslari
kalp transplantasyonu icin degerlendirdikleri hastalarda Ca
125 diUzeyinin artmis oldugunu ve Ca125 dizeyinin NYHA
fonksiyonel sinif ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Trans-
plantasyon sonrasi Ca125 normale ddnmustir. Ayrica medi-
kal tedavi ile de klinik tablolari stabilize olan hastalarda Ca125
dlzeyleri azalmis, klinik durumu kottlesen hastalarda Ca125
artmistir.?®

Biyolojik sivilardan elde edilen proteinlerin artmis sekresyonu
kadar salinimi azalmis protein spotunuda tanimlamak énemli
olabilir. Veri tabanlari Gzerinden kimligi belirlenmis olan pro-
teinler degerlendirilerek farkl tedavi dozlarina yanit, tedavi
edilen ve edilmeyen bireylerdeki protein haritalari veya farkli
hastaliklari tasiyan vakalar ile kontrol gruplari arasinda fark
dogrudan ve en guvenilir sekilde ortaya koyulmaktadir. 12-14
Bizim calismamizda da saptanan proteinlerin yeni bir biyobe-
lirteg olma olasiliginin distik olmasina ragmen bu proteinlerin
KAH grubunda olmamasi belki de olasi ilag tedavisi icin yol
gosterici olabilir.

Calisma kisitlamalari:

Calismada bu proteinlerin isimlendiriimesi yapilamamis, fonk-
siyon ve varlidi ile ilgili net bir karara varilamamis olsa da bu
veriler malign perikardiyal efiizyonlarda proteomiks analizinin
genisletilerek devam edilmesini destekler.

Sonuc:
Bu calisma malign perikardiyal eflizyonlarda proteomiks anali-
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zinden yararlanarak protein profilinin calisilabilecegini kanitla-
mistir. Bu proteinler, proteomiks veri tabanindaki proteinler-
den farkli salinan proteinlerin belirlenebilmesi icin degerlidir ve
gelecekte malign eflizyonlardan yeni bir biyobelirteg tarama-
sinda kullanilabilinirler.

Literatiirde perikardiyal efiizyonun proteomiks analizini ice-
ren birkag calisma vardir. Proteomiks alanindaki son ilerleme-
ler bariz olsa da, su anki calismalarla hastaliklarin tanisinda
yeni, spesifik bir belirtec ve tedavinin bireysellestiriimesinde
yeni molekller bir hedef bulma amacina heniz ulasilama-
mistir. Proteomiks calismalarinda saptanan hedef molekilin

Sakaryamj 2015;5(1):43-52

klinik kullanimda yeterli salinabilmesi lazimdir. Ayrica sivilarda
protein konsantrasyonlarindaki dinamik degiskenlik, swvilarin
analizinde devam eden bir problemdir.

Ayrica proteomix calismalarini sadece malinitelerde degil diger
kardiyak ve sistemik hastaliklarin erken tani, tedavi, prognoz
tayininde kullanilabilinir.

Tesekkir: Kontrol grubunun perikard sivilarinin toplanmasin-
da bana yardimcr olan Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi Kalp
Damar Cerrahisi Anabilim Dali hocalarina ve asistan arkadasla-
rima saygilarimi sunarim.
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