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vi

ONSOZ

Son yillarda proteomik teknolojisindeki geligsmeler ile kanserin tan1 ve tedavisinde,
ilag uygulamalarinin etkilerinin izlenmesi ve etkin ilag gelistirilmesinde
kullanilabilecek kansere 0zgii tiimor belirteci olarak da adlandirilan proteinlerin
kesfedilmesi hiz kazanmistir. Kansere 6zgli bu proteinlerin identifikasyonu ve
kanserin gelisimi ile ilgisi bu calismalarin hedefini olusturmaktadir. Kanserin
molekiiler mekanizmasinin ortaya konmasi da amaglanan bir diger hedeftir. Bu
hedeflerin gerceklestirilmesi amaciyla siklikla normal durum ile hastalik durumu
arasindaki protein ekspresyon farkliliklarinin ortaya konmasi ve ekspresyonu
farklilik gosteren proteinlerin identifiye edilmesi gerekmektedir. Normal durum ile
hastalik durumu karsilastirilirken serum/plazma 6rneklerinde albumin gibi yiiksek
miktarda bulunan proteinlerin sonucu maskelemesi gibi olumsuz faktorler nedeniyle
son yillarda bu karsilastirmali proteomik analizlerde hiicre hatlarinin kullanimi

yayginlagmustir.

Iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ile kiitle spektrometresi (MS) tabanli
proteomik analizler klasik ve istikrarli bir proteomik yaklagimdir. Proteomik
teknolojisi ile ilk hedef Orneklerdeki proteinlerin ayrilmasi ve sonra ekspresyon
farkliliklar1 gosteren proteinlerin kiitle spektrometresi ile identifiye edilmesi esasina
dayanmaktadir. Son yillarda birgok kanser hiicre hattinda biyolojik belirte¢ aranmasi
ve kanserin molekiiler mekanizmasinin ortaya konmasi amaciyla karsilagtirmali
proteomik analizler gergeklestirilmistir. Yaptigimiz ¢calismanin bu anlamda literatiire

katkida bulunacag diisiiniilmektedir.

Calismada fibrosarkoma igin potansiyel timor belirteglerinin belirlenmesi ve
fibrosarkomanin molekiiler mekanizmasimin aydinlatilmas1 amaglanmaktadir. Bu
amacla deri fibroblast ve fibrosarkoma hiicre hatlarinin karsilastirmali proteomik
analizleri gergeklestirilmistir. Hiicre ici proteinlerin karsilastirilmasi amaciyla hiicre
lizatinda, hiicre disina salgilanan proteinlerin karsilastirilmasi amaciyla sekretom

orneklerinde analizler gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda hiicre lizati



Vii

orneklerinde fibrosarkomada ekspresyonu artan 13, azalan 1 protein kiitle
spektrometresi ile identifiye edilmistir. Sekretom Orneklerinde fibrosarkoma
sekretom Orneklerinde goriilen, fibroblast sekretom orneklerinde goriilmeyen 13
protein kiitle spektrometresi ile identifiye edilmistir. Identifiye edilen proteinlerin
kanserde hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi, invazyon, metastaz ve apoptozis
ile ilgili fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Hem hiicre lizat1 rneklerinde hem de
sekretom Orneklerinde identifikasyonu yapilan bu proteinlerin fibrosarkoma igin
potansiyel tiimor belirteci olduklart ve fibrosarkomanin molekiiler mekanizmasinin

aydinlatilmasina katkida bulunacaklar diistiniilmektedir.
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Anabilim Dali 6gretim iiyelerine, tez izleme komitesi tiyeleri Prof. Dr. Tevhide Sel
ve Prof. Dr. Serpil Nalbantoglu’na, Biyolog Siikran Yilmaz’a, kiitle spektrometresi
analizlerinde yardimci olan Dr. Tarik Baykal’a, tez calismalarinda yardimlarim
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Organizmadaki hiicrelerin amagsiz, siirsiz ve kontrolsiiz bir bigimde tiremesiyle
meydana gelen olusumlara tiimor adi verilmektedir. Timorler iyi huylu (benign)
veya kotii huylu (malign) olabilmektedir. Iyi huylu tiimérler invazyon ve metastaz
gibi oOzellikler gostermezken kotii huylu tiimorler bu ozellikleri sergilerler. Koti

huylu tiimérler genel anlamda kanser olarak adlandirilirlar (Pecorino, 2012).

Kanserde hiicrelerin asir1 miktarda artisinin normal hiicre kaybi ile
dengelenememesi sonucu hiicrelerin siirekli olarak birikimi s6z konusudur. Olusan
bu asir1 birikim organizmadaki doku ve organlarda hasarlara sebep olmaktadir.
Kanser hiicrelerinin 6liim oranlari koken aldiklart normal hiicrelere gore daha fazla
olmasina ragmen, yeni hiicre olusumunun ¢ok daha hizli ger¢eklesmesinden dolayi
hiicreler devamli olarak bulunduklar1 dokuda birikir. Bu dengesizligin sebebi hem
kanser hiicrelerinde meydana gelmis olan genetik anormalliklerden hem de
organizmanin bu hiicreleri tanimadaki ve yok etmedeki yetersizliklerinden

kaynaklanmaktadir (Casciato ve Territo, 2009).

Biitiin kanser tiirleri DNA dizisindeki birtakim anormallikler sonucu
olugmaktadir. Kanser olgularinin % 5-10’unun kalitimsal oldugu, kalan % 90-95°1ik
kisminin ise yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin mutajenlere maruz kalmast,
DNA’da meydana gelen progresif degisiklikler ve replikasyondaki hatalar sonucu
olustugu bilinmektedir. Kanser; bakteriler, viruslar, radyasyon, kalitim, ¢evresel
faktorler, beslenme aligkanligi ve kimyasallar gibi bir¢cok etken sonucu olusabilen

cok faktorlii bir hastaliktir (Anand ve ark., 2008).

Kanser koken aldig1 dokuya gore farkli karakteristik 6zellikler gosterir. Kanser

olgularmin yaklasik % 85’1 epitel dokuda meydana gelir ve bu tiir kanserler



karsinoma olarak adlandirilir. Kemik, kas ve bag doku gibi mezoderm kdkenli

dokularda meydana gelen kanser tiirlerine ise sarkoma adi verilir (Pecorino, 2012).

Kanser olusumuna neden olan etmenler sebebi her ne olursa olsun nihai olarak
canli hiicrenin genetik materyalinde bozulma meydana getirir. Hiicre sayisinin
artmast yoniinde c¢alisan genler olan onkogenler, timdr Onleyici genler ve DNA
onarim genleri gibi bir veya birka¢ gende olusan bu hasarlar kanser olusumunda rol

oynamaktadir (Corn ve El-Deiry, 2002).

1.1.1. Kanser Olusumunda Etkili Olan Genler

Hiicrelerde normal iireme kontroliinii saglayan iki tip gen vardir. Bunlar proto-

onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir (Aslan, 2010).

Proto-onkogenler hiicrelerin biiylimesinde, ¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve
apoptozisin diizenlenmesinde rol alan proteinleri kodlayan genlerdir (McKinnel ve
ark., 2006). Onkogenler ise hiicre biiyiimesini kontrol eden proto-onkogenlerin ¢esitli
nedenlerle mutasyona ugramis sekillerdir (Burtis ve ark., 2008). Gliniimiizde proto-
onkogenlerin tireme faktorlerini, hiicre yiizey reseptorleri ve onlarin ligandlarini,
liremeyi uyarici sinyalleri tasiyan sinyal molekiillerini, transkripsiyon faktorlerini,
hiicre proliferasyonuna, hiicre farklilasmasina ve apoptotik hiicre o6liimiiniin
molekiiler kontroliine katilan molekiilleri ve normal hiicre liremesinin regiilasyonu
icin gerekli olan proteinleri kodladiklari bilinmektedir (Aslan, 2010). Proto-
onkogenlerin c¢esitli nedenlerle mutasyona ugramalar1 sonucunda biiyliime faktorleri
gibi proteinlerin asir1 liretimi, hiicre membranm1 ve ¢ekirdek arasindaki ara yollarin
kontrolsliz uyarilmasi, transkripsiyon faktorlerinin sentezinin artmasi gibi sonuglar

ortaya ¢ikmaktadir (Scriver ve ark., 2001).

Tiimor baskilayici genler hiicre proliferasyonunu inhibe eden veya geciktiren
genlerdir. Bu genler inaktive olduklari zaman kansere neden olmaktadirlar. Kanserde

onkogenlerde meydana gelen mutasyonlarin fonksiyon kazandirmasi veya timor



baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlarin fonksiyon kaybettirmesi normal

hiicre proliferasyonundaki dengenin bozulmasina neden olmaktadir (Aslan, 2010).

1.1.2. Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Kanserde genetik kararsizlik DNA onarimindaki ve DNA ipliklerinin birbirlerini
tanimasindaki hatalardan dolayr olusur. Kanser hiicreleri proliferasyon kontrol
mekanizmalarina gittik¢e daha az duyarlh koloniler olusturarak bu kopyalarin yabanci

ortamlarda yasama kapasitesinin artmasini saglarlar (Casciato ve Territo, 2009).

Normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasinda bir takim farkliliklar mevcuttur.
Dokularda artan hiicre sayisit ile hiicre kaybi bir denge halindedir ve bu nedenle
normal hiicrelerin boliinmeleri kontrol altindadir. Kanser hiicreleri ise kontrolsiiz bir
sekilde boliiniirler (Aslan, 2010). Normal hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in mitojenik
sinyallere ihtiya¢ vardir. Kanserde ise hiicrede meydana gelen mutasyonlar digaridan
gelen cogalma sinyallerine bagimli olmadan hiicrelere kontrolsiiz bdliinme
potansiyeli kazandirirlar. Kanser hiicrelerinde goriilen bir diger 6zellik ¢ogalma
sinyallerinin inhibisyonunu saglayan molekiillerde olusan bozukluklar ile ¢cogalma
sinyallerinin kesintisiz devam etmesi ve bunun sonucu hiicrelerin siirekli olarak

bolinmesidir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser hiicrelerine oliimsiizliikk kazandiran mekanizma kromozom uclarinda
bulunan telomerlerdir. Cogu normal hiicre tipinde telomerler hiicre farklilastikca
zamanla giderek kisalir. Fakat kanser ve kok hiicrelerinde telomerler telomeraz
enziminin vasitasiyla yenilenirler. Telomeraz enzimi normalde hiicreler farklilagirken
bir taraftan programli bir sekilde azalir ve tamamen farklilagmis hiicre sonunda
cogalma kapasitesini kaybederek oliir. Aksine bir¢cok kanser tiirlinde telomeraz
enzimi etkinligini silirdiirir ve bunun sonucu telomerlerin uzunlugu sabit kalarak

hiicre sinirsiz sayida ¢ogalir (Casciato ve Territo, 2009).



Kanser hiicrelerinin bir diger karakteristik 6zellikleri programli hiicre 6limi
yani apoptozis mekanizmasinda yer alan molekiillerde meydana gelen bozukluklar
ile apoptotik sinyallere kars1 duyarsizlasarak apoptozisten kacabilmeleridir (Hanahan

ve Weinberg, 2011).

Cogalma Sinyallerinin
Devamhhg

Biiyiime Basklayic1
Sinyallerden Kagma

Hiicre Oliimiine Direng

Anjiyogenez Metastaz

Sekil 1.1. Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Kanser hiicrelerinde goriilen bir diger o6zellik anjiyogenezdir. Normal
dokularda yeni kan damarlar1 olusumu i¢in bazi maddeler gereklidir. Fakat hemen
hemen biitiin kanser tiirlerinde bu maddelerden yalnizca vaskiiler endotelyal iireme
faktorii (VEGF) iiretilir. Bu madde kanserde anjiyogenezi yani yeni kan damarlarinin
olusumunu indiikler. Anjiyogenez kanser hiicrelerinin canliliklarini siirdiirebilmeleri
icin gerekli olan besin maddelerini alabilmesi i¢in biiyiik 6nem tasir (Casciato ve
Territo, 2009).



Metastaz kanser hiicrelerinde goriilen en 6nemli 6zelliklerden biridir. Metastaz
kanser hiicrelerinin dogrudan ya da kan veya lenf yoluyla bulunduklar1 dokudan
baska dokulara go¢ etmesi olarak tanimlanabilir. Metastaz iyi huylu tiimorlerde ve
normal hiicrelerde bulunmayan bir 6zelliktir. Hiicrelerin metastaz yapma yetenekleri
ekstraselliiler matrikste adhezyondan sorumlu hiicresel proteinlerin kaybi ya da
anormallikleri, hiicreler arasi etkilesimdeki anormallikler, hiicrelerin bazal membrana
tutunmalarindaki anormallikler, anormal bazal membran iiretimi ve metalloproteaz
gibi bazi enzimlerin bazal membrani yikimlamasi sonucu olusur (Casciato ve Territo,

2009). Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri Sekil 1.1.”de yer almaktadir.

1.2. Bag Doku

Canlida en bol bulunan doku tipi olan bag doku diger doku ve organlara destek
gorevi goren, doku onariminda ve organizmanin savunmasinda gorev alan mezoderm
kokenli bir dokudur. Bag doku genel olarak bag doku hiicrelerinden ve ekstraselliiler
matriksi olusturan fibriller ve sekilsiz temel maddeden olusur (Ross ve Pawlina,
2011). Fibroblastlar, fibrositler, mezenkim hiicreleri, mast hiicreleri, plazma
hiicreleri, makrofajlar, yag hiicreleri, pigment hiicreleri ve retikulum hiicreleri bag
dokunun yapisinda bulunan hiicrelerdir. Bag dokusunda bulunan fibriller ise kollojen
fibriller, retikulum fibrilleri ve elastik fibrillerdir. Fibrillerin arasin1 dolduran madde
sekilsiz temel madde olup glikozaminoglikanlardan ve proteoglikanlardan olusur
(Eurell, 2004). Fibrillerden ve sekilsiz temel maddeden olusan ekstraselliiler matriks
fibroz proteinleri, proteoglikanlar1 ve birgok glikoproteini igeren karmasik bir yapidir

(Ross ve Pawlina, 2011).

Bag doku fibrilleri dokunun yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore degisen
miktarlarda bulunurlar. Bag dokuda bulunan biitiin fibril tipleri protein yapisinda
olup fibroblastlar tarafindan iiretilirler. Kollojen fibriller bag dokuda en ¢ok bulunan
fibril tiiri olup bunlardan tip I kollojen bag doku yapisinda en fazla bulunan kollojen
tipidir (Mescher, 2013). Retikulum fibrilleri tip 111 kollojenden meydana gelirler ve

yapilarinda proteoglikanlar ve glikoproteinler bulunur. Elastik fibriller elastin adi



verilen bir tiir proteinden olusurlar. Organizmada en az bulunan bag dokusu

fibrillerinden olup yiiksek derecede esneme ozellikleri vardir (Eurell, 2004).

Bag dokusunun yapisinda fagositoz yapan makrofajlar, antikor iiretiminde
gorevli plazma hiicreleri, heparin ve histamin salgilanmasinda gorev alan mast
hiicreleri ve melanin iireten melanositler gibi ¢esitli fonksiyonlara sahip hiicreler
bulunmaktadir. Ancak bag dokusunun yapisinda en ¢ok bulunan hiicreler dokuda
fibrillerin ve sekilsiz temel maddenin biiyiik bir kismmin sentezlenmesi gibi birgok

onemli goérevi bulunan fibroblastlardir (Mescher, 2013).

1.2.1. Fibroblast

Fibroblastlar bag dokuda sayica en fazla bulunan hiicrelerdir. Fibroblastlar ig
seklinde hiicreler olup ekstraselliiler matriks molekiilleri ile birlikte viicutta bulunan
doku ve organlarin biiyiik kisminda bulunurlar. Fibroblastlarin karakteristik
ozellikleri alfa-diiz kas aktin ve desmin eksikliginde vimentin eksprese etmeleridir.
Fibroblastlar aktive olduklarinda protein sentezi yapan hiicrelere 6zgii olan gelismis
graniillii endoplazmik retikulum ve belirgin golgi kompleksi tipik 6zellikleridir.
Fibroblastlar fibronektin, kollojenler ve proteoglikanlar gibi ekstraselliiler matriks
molekiillerini sentezler ve salgilarlar (McAnulty, 2007). Fibroblast hiicrelerinin

karakteristik gorintimleri Sekil 1.2.’de yer almaktadir.

Fibrilerin ve sekilsiz temel maddenin olusumdan sorumlu olan fibroblastlarin
daha gen¢ ve daha az aktif olan sekillerine fibrosit ad1 verilmektedir. Fibroblastlarin
aksine fibrositlerin sitoplazmalar1 daha az olup sadece g¢ekirdekten ibaretlermis gibi

bir goriiniim sergilerler (Eurell, 2004).

Fibroblastlarin en oOnemli fonksiyonlar1 doku ve organlarda bulunan
ekstraselliiler matriks molekiillerinin liretimi ve hemostatik dengenin saglanmasidir.

Fibroblastlar metabolik olarak olduk¢a aktif hiicreler olup kollojenler,



proteoglikanlar, tenasin, laminin ve fibronektin gibi baslica ekstraselliiler matriks

molekiillerinin sentezi ve salgilanmasinda gorev alirlar (McAnulty, 2007).

Sekil 1.2. Fibroblast, igsi goriiniim sergileyen hiicreler (Keira ve ark., 2004).

Ekstraselliiler matriks bilesenleri hiicrelerin sekillerini belirler. Deri fibroblast
ve kondrosit gibi bag doku hiicreleri tamamen ekstraselliiler matriks ile gevrilidirler.
Fibronektin fibroblast gibi birgok hiicrenin yayilmasini laminin ise hiicrelerin
tutunmasini tegvik eder. Ayrica hem fibronektin hem de laminin hiicrelerin kollojene

adhezyonunda gorev alirlar (Watt, 1986).

Fibroblastlarin hiicreler arasi sivi hacminin ve basincinin ayarlanmasinda
onemli rolleri vardir (Wiig ve ark., 2003). Bunun yaninda fibroblastlarin yara

iyilesmesinde kritik rolleri mevcuttur (Desmouliere ve ark., 2003).

1.2.2. Fibrosarkoma

Fibrosarkoma bag dokusunun kétii huylu bir tiimérii olup erigkin tip fibrosarkoma

2002 yilinda diinya saglik orgiiti (WHO) tarafindan; balik sirti dizilimi gosteren



degisik tip kollojenler ile fibroblastlar tarafindan olusan ve yetiskinlerde rastlanilan

kot huylu yumusak doku tiimorii olarak tanimlanmustir (Bahrami ve Folpe 2010).

1936 yilinda biitin yumusak doku kanserlerinin % 65’1 fibrosarkoma olarak
tanimlanmis, bu oran 1974 yilinda % 12 ve 1989 yilinda % 12’den de az olarak
revize edilmistir. Son yillarda fibrosarkomanin goriiliis sikiliginin azalmasina ragmen
fibrosarkomanin farkli tiirlerinin belirlenmesine yonelik yeni ¢aligmalar mevcuttur.
Bununla birlikte biyolojik olarak bu farkli tiirlerin birbirlerinden ayrilmasinda
Ol¢iiniin ne olacagi hala acik degildir ama bu farkli tiirlerin belirgin histolojik

ozellikleri farkl tiirlerin tanimlanmasina olanak saglar (Weiss ve Goldblum 2008).

1.2.2.1. Fibrosarkomanin Klinik Goriiniimii

Fibrosarkoma diger ¢ogu sarkomada oldugu gibi karakteristik bir semptom
gostermez ve teshis edilmesi oldukca giictiir. Fibrosakoma her yasta insanda
goriilebilir fakat en ¢ok 30 ila 50 yas arasinda goriiliir. Arastirmalar fibrosarkomanin
erkeklerde kadinlara oranla daha sik rastlanilan bir kanser tiirii oldugunu gostermistir

(Weiss ve Goldblum 2008).

Fibrosarkoma herhangi bir yumusak dokuda olusabildigi gibi daha ¢ok derin
yumusak dokularda ortaya ¢ikmaktadir (Fisher ve ark., 2002). Ayrica nadir olmakla
birlikte tiroid, kalp, karaciger ve merkezi sinir sisteminde de goriilebilmektedir

(Weiss ve Goldblum 2008).

Fibrosarkomada metastaz daha ¢ok kan dolasimi yoluyla meydana gelmektedir.
Akciger baslica metastatik bolge olup iskelet sistemi ve 6zellikle omurga ve kafatasi
akcigeri takip etmektedir. Metastazlarin biiyiik bir kismi teshis konulduktan sonraki 2
yil icerisinde meydana gelmektedir (Weiss ve Goldblum 2008). 5 yillik hayatta
kalma oran1 % 39-54 olarak bildirilmistir (Fisher ve ark., 2002).



Fibrosarkomanin teshisi olduk¢a zordur ve dermatofibrosarkom protiiberans,
miksofibrosarkom gibi diger igsi hiicreli sarkomalardan ayirt edilmesi oldukca

onemlidir (Klijanienko ve Lagace, 2011).

1.2.2.2. Fibrosarkomanin Histopatolojisi

Fibrosarkoma igsi goriintimlii hiicrelerden olugsmus olup karakteristik olarak balik
sirt1 goriiniimii mevcuttur. Hiicreler konik sekilde ve koyu boyanmis g¢ekirdeklere,
belirgin ¢ekirdekciklere ve sinirli sitoplazmaya sahiptir. Yiiksek mitotik aktivite
gosterirler (Fisher ve ark., 2002). Fibrosarkoma hiicrelerinin gériiniimii Sekil 1.3.’de

yer almaktadir.

Sekil 1.3. Fibrosarkoma, polimorfik hiicreler (Klijanienko ve Lagace, 2011).

Fibrosarkomada fibroblastlar, ¢ekirdekleri ve sitoplazmalar1 uzamis, igsi
goriinlim sergilerler. Fibrosarkomada fibroblastlar ve bunlarin fibrilleri birbirleri
icine gecmis diizenli bantlar seklindedirler (Hajdu, 1998). lyi belirlenmis
fibrosarkomalar olgun kollojenler bakimindan zengindirler (Wong, 2008). Bunun
yaninda immunohistokimyasal incelemede vimentin pozitif, CD34 nadiren pozitiftir.
Simdiye kadar ayirt edilebilir bir sitogenetik veya molekiiler karakterizasyonu

yapilamamistir (Klijanienko ve Lagace, 2011).
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1.3. Proteomik

Proteom terimi ilk olarak Wilkins ve ark. (1995) tarafindan, bir organizmanin
genomu tarafindan eksprese edilen proteinlerin tiimii olarak tanimlanmistir. Proteom
terimi, bir organizma, doku veya hiicrede herhangi bir zamanda bulunan proteinlerin
timiini ifade eder (Karatayli ve Bozdayi, 2008). Proteom analizi denildigi zaman ise
bir genom, doku veya hiicre tarafindan eksprese edilen biitiin proteinlerin analizi
anlasilmaktadir. Proteom analizinin ardinda yatan teknolojiler iki boyutlu jel
elektroforezi ve protein identifikasyonunu miimkiin kilan kiitle spektrometresidir
(Westermeier ve ark., 2008). Kisaca proteomun analiz edilmesi olarak da
tanimlanabilen proteomik ifadesi ise pratikte, genis capli protein ayirma ve
tanimlama tekniklerinin kullanilmasi ile yapilan proteom ¢alismasi olarak
tanimlanmaktadir. Proteomik, biyoloji, biyoinformatik ve protein biyokimyasini

iceren multidisipliner bir bilim dalidir (Karatayli ve Bozday1, 2008).

Proteinler biitiin biyolojik siireclerde yer alirlar ve bu nedenle fonsiyonel olarak
en Onemli biyolojik molekiiller olarak degerlendirilmektedirler. Proteinlerin
identifikasyonu ve karakterizasyonu olarak da adlandirilan proteomik son yillarda en
onemli multidisipliner c¢alisma alanlar1 igerisinde yer almaktadir. Genomik,
metabolomik ve biyoinformatik gibi diger multidisipliner caligma alanlari gibi
proteomik sistem biyolojisinin temel pargasidir. Bu multidisipliner c¢alisma
alanlarinin ortaya ¢ikigi yasayan organizmalarin anlasilmasi ve g¢oziimlenememis
biyolojik sorunlarin ¢éziimlenmesine olanak saglamistir. Proteinlerin neredeyse tiim
biyolojik aktivitelerle iliskili oldugu distiniildiigiinde proteomik bilimi biyolojik
bilgi i¢in oldukga zengin bir kaynaktir (Takahashi ve Isobe, 2007).

1.3.1. Proteomik Biliminin Tarihcesi:

Iki boyutlu jel elektroforezi’nin (2-DE) O’Farrell (1975) tarafindan tanimlanmasiyla
ilk defa kompleks protein karisimlarinin bilesenlerine ayrilmasi saglanmistir. Fakat

protein identifikasyonundaki zorluklar nedeniyle o zamanlarda 2-DE yaygin olarak
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kullanilamamistir (Klein ve Thongboonkerd, 2004). Sonraki yillarda matriks ile
desteklenmis lazer desorpsiyon iyonizasyon kiitle spektrometresi (MALDI-MS)
Karas ve Hillenkamp (1988) tarafindan ve Elektrospray iyonizasyon Kkiitle
spektrometresi (ESI-MS) Fenn ve ark. (1989) tarafindan gelistirilmistir. Bu
gelismelerin sonucu ilk defa veri tabanlari kullanilarak ve peptid kiitle haritalanmas1

ile proteinlerin identifikasyonu Henzel ve ark. (1989) tarafindan gergeklestirilmistir.

Bilimin en 6nemli doéniim noktalarindan biri olan insan genom projesinin
(Human Genom Project) 2003 yilinda tamamlanmasindan sonra yasamin molekiiler
temelinin anlasilmasi igin yiiriitillen arastirmalarin sayist artmistir. Bu projeden elde
edilen bilgilerin klinik g¢aligmalara uygulanmasi ve yeni tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi ihtiyaci ile proteomik kavrami hizla gelismeye baslamistir (Karatayli ve

Bozday1, 2008).

Kiitle Spektrometresi Co Tomeli ¥akluymbar

LC-MS(MS) \

2D Jel Elektroforezi

L

I

1975 0 [/ 1994 1996 % 2002
|"’ - )

Algoritmalar
Kiitle Spektrometresi
Genetik Yaklagimlar

Sekil 1.4. Zamana bagl olarak farkli teknik ve yaklasimlarin proteomik siirece katilimlar1 (Patterson
ve Aebersold, 2003).
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Bunun yaninda son yillarda genomik analizlerdeki basarili sonuglara paralel
gelisen kiitle spektrometresindeki (MS) gelismeler, 2-DE ile ayrilan proteinlerin
identifiye edilmesini olanakli hale getirmistir. Proteinlerin 2-DE ile ayrilmasi sonrasi
yiksek verimli analiz Ozelligine sahip kiitle spektrometresi ile proteinlerin
identifikasyonu proteomik analizleri pratik hale getirmistir (Klein ve
Thongboonkerd, 2004). Proteomik bilimi baslangicindan bugiine kadar farkh
tekniklerin siirece katilimi ile oldukga ilerlemis durumdadir (Patterson ve Aebersold,
2003). Zamana bagli olarak farkli teknik ve yaklagimlarin proteomik siirece
katilimlar1 Sekil 1.4.’de yer almaktadir.

1.3.2. Proteomik Biliminin Onemi

Insan genom projesinin tamamlanmasindan énce biyolojik arastirmalar siirl sayida
gen ve proteinler {izerine odaklanmis durumdayd: (Link ve Labaer, 2009). insan
genomunun haritalanmasinin biyiik bir boliimii tamamlandiktan sonra arastirmalar
gen iriinlerinin normal biyolojik fonksiyonlarinin ve hastaliklarin gelisimindeki
fonksiyonel rollerinin belirlenmesine yonelmistir. Bu nedenle proteomik post-
genomik siirecte genlerin fonksiyonlarinin anlagilmasi i¢in 6nemli uygulama

alanlarindan birisi haline gelmistir (Atabey, 2002).

Molekiiler biyoloji tekniklerindeki gelismeler insan hastaliklarinin genetik ve
molekiiler mekanizmalarmin daha 1iyi anlasilmasina olanak saglamigtir. Son
zamanlarda farkli kosullardaki gen ekspresyonu degisimi analizlerini tanimlayan
fonksiyonel genomik terimi ortaya ¢ikmistir. Fakat genomik analizlerdeki sinirlama
yiizlinden hiicresel diizeyde proteinlerin 6n planda oldugu fonksiyonlar hakkinda tam
bir bilgi elde edilememektedir. Proteinlerin hiicresel fonksiyonlar tizerine direk etkisi
diisiiniildiglinde, genomik analizler proteomik analizlere gore hiicresel
fonksiyonlarin anlagilmasinda smirli kalmaktadirlar. Canlilardaki farkli gelisim
stiregleri genom sabit iken proteomdaki degisime baglidir (Sekil 1.5). Bu durum

proteomun dnemini vurgulamaktadir (Klein ve Thongboonkerd, 2004).
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Proteomik alaninda yapilan c¢alismalarin gen calismalarina ek olarak sundugu
avantajlardan en Onemlileri viicut sivilarinda, hiicrelerde ve doku biyopsilerinde
diagnostik ve prognostik hastalik belirteglerinin tanimlanmasina ve yeni tedavi
stratejilerinin belirlenmesine olanak saglamasidir (Karatayli ve Bozdayi, 2008).
Proteomik son yillarda biyolojik siiregler ile hiicre ve dokulardaki protein profil
degisikliklerinin incelendigi etkili bir yaklasim olmustur. Saglik bilimlerinde
proteomik bilimi, hastaliklarda yeni hastalik belirteglerinin  aranmasinda
kullanilmaktadir. Bununla beraber ¢ogu ilag tedavisinde ilaglarin hedef proteinler
tizerinden hastaliklar1 tedavi ettikleri goz oniine alindiginda proteomik; ilag tedavileri

icin yeni hedefler belirlenmesi igin yeni bir ara¢ olmustur (Link ve Labaer, 2009).

Sekil 1.5. Bir bocegin farkli yasam dongiilerinde ayni gene sahip olmasina ragmen farkli proteom
sergilemesinden dolay farkli morfolojik 6zellikler gostermesi (Klein ve Thongboonkerd, 2004).

Hiicrelerin fonksiyonlar1 genler ve mRNA’lardan ziyade direk olarak proteinler
ile diizenlenir. Proteinlerin fonksiyonlarinda ise hiicredeki lokalizasyonlari,
fizyolojik uyaran sonucu lokalizasyonlarinda meydana gelen degisiklikler ve post-
translasyonel modifikasyonlart 6nemlidir. Bu degisiklikler ancak proteomik
caligmalar1 ile belirlenebilir. Proteomik, spesifik hastaliklar, toksik ajanlar veya
enfeksiyonlar gibi pek ¢ok dis faktor uyarisi sonucu degisen protein profillerinin ve
proteinlerin yapisal o6zelliklerinin belirlenmesi, islevlerinin aydinlatilmas1 ve
interaksiyonlar1 tizerinde ¢alisan multidisipliner, teknoloji gerektiren bir bilimdir
(Kurban ve Mehmetoglu, 2010).
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1.3.3. Proteomik Stratejileri

Kiitle spektrometresinin dahil oldugu proteomik ¢alismalari; protein identifikasyonu,
protein-protein etkilesimleri, kantitatif ve diferansiyel protein analizleri, post-
translasyonel modifikasyonlar ve yapisal proteomik olmak {izere bes kategoride
siiflandirilabilir (Stults ve Arnott, 2005). Fakat genel bakis agisi ile proteomik
stratejiler; klasik proteomik, fonksiyonel proteomik ve yapisal proteomik olmak
tizere 1¢ ana kategoride smiflandirilir. Fonksiyonel ¢alismalar proteomik
calismalarda 6nemli bir bolim olmakla birlikte klasik proteomik c¢ogu zaman
fonksiyonel proteomik ¢alismalariin baslangi¢ asamasini  olusturmaktadir.
Glinlimiize kadar ¢ogu proteomik calisma normal ve hastalikli hiicre veya dokularin
protein  ekspresyonlarinin  karsilastirilmast ~ seklinde  olmustur  (Klein  ve

Thongboonkerd, 2004). Proteomik stratejileri Sekil 1.6.’da goriilmektedir.

1.3.3.1. Klasik Proteomik

Klasik proteomik veya ekspresyon proteomik hedef proteinlerin identifiye edildigi,
karakterize edildigi ve biyokimyasal yollarla iliskilendirildigi proteomik gesididir
(Westermeier ve ark., 2008). Ekspresyon proteomik spesifik hiicre veya dokulardan
eksprese edilen proteinlerin identifiye edilmesini ifade edilmektedir. Bununla birlikte
iki veya daha fazla farkli deneysel durum i¢in protein ekspresyonlarini karsilagtirmak
fizyolojik ve patojenik mekanizmanin anlagilmasinda daha fazla bilgi sunmaktadir
(Klein ve Thongboonkerd, 2004).

Klasik proteomikte baslangi¢ asamasi jel bazli yontem olsun veya olmasin
orneklerin proteomik analizlere hazir hale getirilmesidir. Proteinlerin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerindeki farkliliklar sonucu farkli ekstraksiyon protokolleri farkli
kompartmanlardaki proteinlerin lehine sonu¢ dogurabilmektedir. Hiicrelerden veya
dokulardan proteinlerin izolasyonu veya ekstraksiyonu sonrasinda proteinler 2-DE
veya sivi kromatografisi (LC) kullanilarak separasyona ugratilirlar. Daha sonra

proteinler MS kullanilarak identifiye edilirler (Klein ve Thongboonkerd, 2004).
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Sekil 1.6. Proteomik stratejileri (Graves ve Haystead, 2002).

Hastalikl1 ile saglikli materyal veya tedavi gormiis ile kontrol arasinda yapilan
karsilastirmali analizler anlamli protein ekspresyon degisiklerini belirleyen giiclii bir
yaklagimdir. Cogu durumda artan veya azalan proteinler gozlenmekte iken pratikte,
bir durumda goriilmekte iken diger durumda goriilmeyen proteinler daha degerlidir

(Westermeier ve ark., 2008).

1.3.3.1.1. Kantitatif Proteomik

Kantitatif proteomik calismalar1 iki veya daha fazla 6rnekteki protein profillerinin
karsilastirilmas1 seklinde gercgeklestirilmektedir. Bu ¢alismalar ila¢ tedavisi sonucu
veya hastalilk durumundaki protein farkliliklarinin  ortaya konulmasinda
kullanilmaktadir. Caligmada kullanilan 6rnekler plazma, serum, idrar gibi biyolojik
stivilar oldugu gibi hiicre veya doku kiiltiirleri olabilmektedir. Orneklerdeki
proteinlerin ayristirilmasi genellikle 2-DE ile olmakta ve kantitatif analiz i¢in uygun
boyama yontemleri kullanilmaktadir. Proteomik c¢alismalarinin bu alanina
ekspresyon proteomik adi da verilmektedir. Kantitatif proteomik siklikla hastaliklara

spesifik belirteglerin bulunmasi i¢in kullanilmaktadir (Stults ve Arnott, 2005).
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1.3.3.1.2. Biyoinformatik Analiz

Proteinler identifiye edildikten sonra biyoinformatik analiz ile proteinler hakkinda
bilgi elde edilir. Buna ek olarak biyoinformatik analiz ileride yapilacak olan
fonksiyonel proteomik c¢alismalarina yol gosterici olmaktadir (Klein ve
Thongboonkerd, 2004).

1.3.3.2. Fonksiyonel Proteomik

Fonksiyonel proteomik protein-protein etkilesimlerinin incelendigi proteomik
stratejisidir (Westermeier ve ark.,, 2008). Hedeflenmis proteinlerin hiicresel
fonksiyonlarm1  anlamak  igin  protein-protein  etkilesimlerinin,  protein
komplekslerinin  ve post-translasyonel modifikasyonlarinin kapsamli analizi
gerekmektedir ~ (Klein  ve  Thongboonkerd,  2004).  Post-translasyonel
modifikasyonlarin analizi istenilen proteindeki modifikasyonun yerinin ve tipinin
identifiye edilmesi islemidir. Proteinlerdeki fosforilasyon bdlgelerinin belirlenmesi
fosforilasyonun hiicresel diizenleyici mekanizmalardaki 6nemi dolayisiyla en ¢ok
gerceklestirilen caligmalardir. Glikozilasyon bdlgelerinin ve glikan yapilarinin
belirlenmesi de ¢okca gerceklestirilen calismalar arasindadir (Stults ve Arnott, 2005).
Protein etkilesimleri ve protein kompleksleri 2-DE, afinite kromatografisi, protein
cipleri, TAP (tandem sequential affinity tag purification), BIA-MS (biomolecular
interaction analysis-mass spectrometry) gibi tekniklerle analiz edilebilmektedir
(Klein ve Thongboonkerd, 2004).

1.3.3.3. Yapisal Proteomik

Proteinlerin iigiinciil ve dordiinciil yapilarmin belirlenmesi ¢alismalar1 protein
fonksiyonunun ve protein-protein etkilesimlerinin belirlenmesinde 6nemli yer

tutmaktadir. Yapisal proteomikte NMR (Nuclear Magnetic Resonance), X-Isinlari
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kristalografisi gibi teknikler kullanilmakta olup kiitle spektrometresininde bu alanda

gittikge artan bir Gnemi mevcuttur (Stults ve Arnott, 2005).

1.3.4. Proteomik Calismalarindaki Zorluklar

Proteinler degisik biiyliklik ve sekilllerde, degisik izoelektrik noktalarina sahip,
degisken hidrofobiklik ve biyolojik ilgi gosteren molekiillerdir. Proteinlerdeki amino
asit yan dallarindaki degiskenlik ve proteinlerin kendilerine 6zel ii¢ boyutlu yapisi
her proteine farkli fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel 6zellikler kazandirmaktadir. Bu
ozellikler proteinlere hiicrede birgok ayri fonksiyon sergileme yetenegi vermektedir.
Proteomikte en biiylik zorluk bu degisik fiziksel 6zelliklere sahip ve ¢ok degisken

miktarlarda bulunan proteinler tizerinde ¢alismaktir (Link ve Labaer, 2009).

Bir organizmanin genomu sabit iken ayni organizmanin proteomu dinamiklik
gostermektedir. Genom ile karsilastirildiginda proteom olduk¢a karmasiktir.
Proteolitik siireg¢ ve post-translasyonel modifikasyonlar gibi faktorler hiicrenin
proteomunun karmasikligini arttirmaktadir. Bunun yaninda bir organizma farkli
hiicre tiplerinde, farkli siireclerde ve farkli kosullarda farkli protein ekspresyonlari
sergiler. Protein etkilesimleri, hiicreleraras1 yerlesim ve post-translasyonel
modifikasyonlar bu olaylar sirasinda devamli degisim gostermektedir. Proteomda
karsimiza c¢ikan zorluk hiicre veya doku proteomunda meydana gelen bu
degisikliklerin dogru olarak, etrafli bir sekilde belirlenmesi ve 6l¢iilmesidir (Link ve
Labaer, 2009).

Biyomedikal arasgtirmalar i¢in uygulanan proteom analizleri biyolojik
sistemlerdeki karmagiklik nedeniyle giictiir. Birka¢ nedenden dolay1 eksprese edilen
proteinlerin identifikasyonu ve karakterizasyonunda problemler yasanmaktadir.
Ozellikle kan gibi viicut sivilarinda gerceklestirilen proteom analizleri, yiiksek
miktarda bulunan albiimin gibi bilesenlerin sonucu maskelemesi sonucu zor

olmaktadir (Zwickl ve ark., 2005).



18

Proteomik calismalardaki bir diger zorluk membran proteinleri ilizerine yapilan
calismalarda ortaya ¢ikmaktadir. Membran proteinleri iizerine yapilan proteomik
calismalarda iki temel sorun ile karsilasilmaktadir. Bunlardan ilki toplam hiicre
protein kompozisyonu ile karsilagtirildiginda membran proteinlerinin miktarinin ¢ok
az olmasi, ikincisi ornek hazirlama asamasinda yiiksek hidrofobik 6zellik gosteren
membran proteinlerinin  ¢Oziiniirliiglinde karsilasilan sorunlardir. Biitiin bu
karsilagilan zorluklar membran proteinleri {izerine yapilan proteomik analizlerde
ornek hazirlama stratejilerinin  onemini ortaya ¢ikarmaktadir Bundan dolayi
membran proteini caligmalarinda protein ¢ozinirligi ve miktart ile ilgili yeni

stratejiler gelistirilmistir (Ahram ve Springer, 2004; Tan ve ark., 2008).

1.3.5. Proteomik ve Kanser

Kanserin biitlin diinyada yilda 6 milyondan fazla 6liimden sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Gelismekte olan {ilkelerde kanser oOliimle sonuglanan hastaliklar
arasinda ikinci sirada yer almaktadir ve 6liim oraninin % 23-25’ini olusturmaktadir.
Diagnostik goriintiileme teknolojilerine, cerrahi yontemlere ve terapotik modellere
ragmen c¢ogu kanser tiirinde hayatta kalma orani diisiiktir. Omegin akciger
kanserinde son 5 yilda hayatta kalma oran1 % 14 iken, bu oran pankreas kanserinde
% 4’diir (Xue ve ark., 2008).

Genomik devrim ve ardindan ortaya ¢ikan proteomik bilimi kanser
aragtirmalariin bi¢imini degistirmistir. Kanser uzun yillardir genetik kararsizlik ve
biiylime disregiilasyonu ile ilgili bir hastalik olarak bilinmektedir. Genlerin sonucta
fonksiyona donlismesi gibi kanserde meydana gelen genetik kararsizlik
disfonksiyona doniismekte ki bu durum proteinler ve proteom degisikligine sebep
olmaktadir. Kanserde bu protein degisiklikleri timdr spesifik hedefler ve hastaliklar
ile ilgili yiiksek derecede bilgi veren belirtegleri ortaya cikarmaktadir (Liebler,
2005).
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Kanser iizerine yapilan g¢alismalarda genomik yaklagim uzun yillardan beri
kullanilmaktadir (Guoqing ve ark., 2011). Bunun yaninda niikleik asitler hastaliklar
i¢in belirte¢ olarak ilgi ¢ekici molekiillerdir. Ancak kanserde meydana gelen mRNA
ekspresyon farkliligi ilgili proteinin ekspresyon farkliligina esit degildir. Bu durumun
nedeni mRNA miktarmin degisim diizeyinin ilgili proteinin degisim diizeyiyle zayif
iliskili olmasindan kaynaklanmaktadir. mRNA diizeyindeki degisiklik ilgili protein
diizeyindeki degisikligin en fazla % 40’11 temsil etmektedir. Ayrica elde edilen
mRNA verileri ile post-translasyonel modifikasyonlarin, proteinlerin hiicre ici
yerlerinin  belirlenmesinin  ve  protein-protein  etkilesimlerinin  belirlenmesi
olanaksizdir. Proteinler bir¢ok hiicresel siirecten sorumlu molekiillerdir. Bu nedenle
proteinlerin analiz edilmesi hastaliklarin mekanizmasinin ortaya konulmasinda ve
hastaliklarin altinda yatan nedenlerin ortaya ¢ikarilmasinda biiylik 6nem tagimaktadir

(Tan ve ark., 2012).

Heniiz baglangic doneminde olmasina ragmen proteomik calismalar1 klinik
caligmalarla oldukega iliskilidir. Klinik proteomikte temel amag¢ erken teshis igin
timor belirtecleri bulmak ve tedaviye miidahale edebilmek icin potansiyel hedefler
belirlemektir. Biyolojik belirte¢ iki ya da daha fazla biyolojik durum igin (6rnegin;
hastalik durumuna kars1 saglikli durum) miktara bagl olarak degisebilen madde veya
molekiil (6rnegin; peptid veya protein) olarak tanimlanabilir. Bir biyolojik belirteg
fizyolojik veya patolojik bir durumu gdsteren biyolojik bir parametredir (Karatayl

ve Bozdayi, 2008).

Hiicrelerden eksprese edilen proteinler biiylime, boliinme, farklilasma, hiicresel
diizeyde apoptozis, gelisme, immun savunma, pihtilasma ve tiimér olusumu gibi
birgok biyolojik siireci belirleyen, kontrol ve koordine eden molekiillerdir (Zwickl ve
ark., 2005). Kanserli hiicrelerden eksprese edilen proteinler farklilasmada,
invazyonda, metastazda ve hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliler —matriks
etkilesimlerini diizenleyerek kanserin anjiyogenezinde rol alan temel molekiillerdir.
Daha 6nemlisi kanserli hiicrelerden salgilanan bu proteinler daima kan ve idrar gibi
viicut sivilarina girerler ve olgiilebilmektedirler (Xue ve ark., 2008). Proteinlerin

organizmadaki bu rolleri onlar1 kanser gibi hastaliklarin teshis ve tedavisinde ve ilag
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gelistirilmesinde iyi bir hedef ve kaynak yapmaktadir. Bu nedenle yeni tiimor
belirteclerinin identifiye edilmesi i¢in neoplastik hiicrelerden salgilanan proteinlerin
karakterizasyonu son zamanlarda 6nem kazanmustir (Zwickl ve ark., 2005). Son
zamanlardaki ¢aligmalar kanserli ve normal hiicreler arasindaki farkliliklar1 proteom
diizeyinde belirlemeye yonelik olup bu arastirmalar proteom farkliliginin kanser

olusumuyla ve siireciyle iligskili oldugunu ortaya koymaktadir (Guoqing ve ark.,
2011).

Erken teshis ve miidahale kanser hastalarini tedavi etmede en iyi yol olarak
kabul gormiistiir. Timor belirtecleri belirli kanser tiirlerinde diagnostik, prognostik
ve terapotik bilgiler saglamaktadir ve bu belirteclerin kanserin erken tanisindaki

onemleri gittikge artmaktadir (Xue ve ark., 2008).

Proteomik teknolojisi ile kanser tanisi i¢in yeni timor belirteglerin
tanimlanmasi ve bu tiimor belirteglerinin analizi ile erken kanser tanisinda 6nemli
adimlar atilmistir (Kurban ve Mehmetoglu, 2010). Karsinoembriyonik antijen
(CEA), prostat spesifik antijen (PSA), alfa-feto protein (AFP) gibi bir¢ok onemli
kanser belirteci kesfedilmistir. Bu kesfedilen kanser belitegleri genellikle klinik
teshislerde kullanilmaktadir. Birgok belirte¢ sinirli spesifiteleri ve hassasliklari
nedeniyle pek tatmin edici degildirler. Bu nedenle klinik uygulamalar i¢in yeni

belirteglerin kesfedilmesi biiyiik Gnem tagimaktadir (Xue ve ark., 2008).

Tiumor belirteglerinin kesfinde proteomik profillerin olusturulmas: en ¢ok
kullanilan stratejilerdendir. Kiitle spektrometresindeki etkili gelisim, biyoinformatik
ve analitik teknikler ile proteomik yaklasim kanserde salgilanan bu proteinlerin
analizlerinde ve belirtec kesiflerinde gelismeye yol agmustir. Iki boyutlu jel
elektroforezi ile baglantili kiitle spektrometresi klasik ve istikrarli bir proteomik
yaklasimdir. Bu yontem kompleks protein bilesimlerinin yiiksek kararlilikta
ayrilmasma olanak saglar. Iki boyutlu jel elektroforezi ile baglantili kiitle
spektrometresi ile proteomik analiz basta akciger kanseri olmak iizere bir¢ok kanser
tiirlinde kanser belirteci aranmasi amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Iki tiirlii

proteomik strateji mevcuttur. Bunlardan biri kanserli doku ile normal dokunun
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protein modellerinin  karsilastirilmas1  iken bir digeri kanser hastalarinin
serum/plazma o6rnekleri ile normal bireylerin serum/plazma Orneklerinin protein
modellerinin karsilagtirilmasi seklindedir. Kan proteomik caligmalarindaki biiyiik
siirlama bilim adamlarin1 timor belirtegleri kesfinde hiicre kiiltiirii ile baglantili

proteomik c¢aligmalar1 gibi yeni yontemler aramaya yoneltmistir (Xue ve ark., 2008).

Giliniimiizde tek belirte¢ analizleri ile yapilan kanser tanisinin 6zgillik ve
hassasiyeti yeterli degildir. Proteomik teknolojisi kullanilarak tek belirte¢ analizinde
karsilagilan bu problem c¢oklu belirte¢ analizi ile ortadan kaldirilmakta, yiliksek
Ozgilliik ve duyarlilikta erken donemde kanser tanist miimkiin olmaktadir. Ciinkii
proteomik teknolojisi ile birden fazla belirte¢ molekiiliin ekspresyon degisimleri
olduk¢a yiiksek bir 6zgiilliikk ve duyarlilikta degerlendirilebilmektedir. Bu amagla
kanser ve mnormal doku proteinleri karsilastirilarak farkli olan proteinler
belirlendikten sonra bu proteinlerden belirteg¢ olarak prediktif degeri en iyi olanlari

bulunur (Kurban ve Mehmetoglu, 2010).

Bu ¢alismada iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve sivi
kromatografi-ardisik  kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) yontemleri  birlikte
kullanilarak fibrosarkoma ve deri fibroblast hiicre hatlarinin karsilagtirmali
proteomik analizleri gergeklestirilmistir. Calismada kanser hiicre hatti olarak insan
fibrosarkoma hiicre hatt1 olan HT-1080, karsilig1 normal hiicre hatt1 (kontrol) olarak
da insan deri fibroblast hiicre hatti olan CCD-1135Sk hiicre hatti segilmistir.
Proteomik analizler hiicre i¢i proteinlerin analiz edilmesi amaciyla hiicre lizati, hiicre
dis1 (ekstraselliiller matriks) proteinlerin analiz edilmesi amaciyla sekretom
orneklerinde gergeklestirilmistir. Hiicre lizati 6rneklerinde her iki hiicre hattinin
protein profilleri karsilastirilirken fibrosarkoma hiicre hattinda fibroblast hiicre
hattina gore ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede artan veya azalan
protein spotlart 2D-PAGE ile tespit edilip bu proteinler LC-MS/MS yardimiyla
identifiye edilmistir. Boylece kanser durumunda hiicre i¢i ekspresyonu degisen
proteinler ortaya konulmustur. Sekretom oOrneklerinde ise fibrosarkoma
sekretomunda goriiliip fibroblast sekretomunda goriilmeyen protein spotlari 2D-

PAGE ile tespit edilip bu proteinler LC-MS/MS yardimiyla identifiye edilmistir.
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Boylece normal duruma gore sadece kanser hiicrelerinden hiicre disina salgilanan
proteinler tespit edilmistir. Hem hiicre lizatinda hem de sekretomda identifiye edilen
bu proteinlerin kanserdeki rolleri goz oniinde bulunduruldugunda elde edilen
sonuglar ile fibrosarkomanin molekiiler mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi
amaglanmistir. Bununla beraber Ozellikle sekretom oOrneklerinden elde edilen
sonuglar basta olmak iizere identifiye edilen biitiin proteinlerin fibrosarkoma hiicre
hattinda fibroblast hiicre hattina gore farkli ekspresyon sergilemesinden dolayi
fibrosarkoma i¢in potansiyel tiimor belirteglerinin  (biyomarker) bulunmasi

hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1.’de yer almaktadir.

Kimyasal Malzeme Ad1 Uretici Firma | Katalog Numarasi
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-F12) Lonza BE12-719F
Gentamisin Siilfat Lonza 17-5187
Fetal Dana Serumu (FBS) Lonza DE14-802E
Fosfat Tampon Solusyonu (PBS), Steril HyClone SH302258.01
Tripsin-EDTA Cézeltisi Lonza BE17-161E
Tripan Mavisi Cozeltisi HyClone SV30084.01
Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) Fisher BP118-500
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,POy) Merck K23823671-712
Disodyum Fosfat (Na,HPO,) Merck K42792580-141
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma 12636
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma S9888
Sakkaroz Difco 0176-17
Trikloroasetik Asit (TCA) Merck K42609607-145
Etanol J. T. Baker 8229
Ure Amresco 0568
Tiyotire Sigma T8656
Mixed Bed Ion Exchange Resin Sigma M8032
CHAPS Acros Organics 436550050
Amfolit pH 3-10 Sigma P1522
Dithiotreitol (DTT) Fisher BP172-5
Proteaz Inhibitdr Cozeltisi Cell Signaling 5871S




24

Cizelge 2.1. (Devam) Calismada kullamilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Malzeme Adi

Uretici Firma

Katalog Numarasi

Sigir Serum Albumini Sigma A2153
660 nm Protein Assay Reagent Thermo 22660
Gliserol Fisher BP229-1
Mineral Yag Fisher BP2629-1
Akrilamid Fisher BP170-500
N’N’-Metilenbisakrilamid Fisher BP171-100
Tris-Baz Fisher BP152-1
Hidroklorik Asit (HCI) J. T. Baker 6081
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Fisher BP166-500
Amonyum Persiilfat (APS) Fisher BP179-100
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) Fisher BP150-20
1-Butanol Sigma 537993
Bromofenol Mavisi Fisher BP114-25
Iyodoasetamid Sigma 11149
Glisin Fisher BP381-1
Agaroz Lonza 50002
Aluminyum Siilfat Fluka 06421
Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB G-250) Fisher BP100-25
Fosforik Asit Riedel-de Haen 04107

Asetik Asit Merck K37372756-720
Protein Standardi Thermo 26619
Immobilize pH Gradient (IPG) strip, pH 3-10, 13 cm | GE Healthcare 17.6001.14
Asetonitril Fisher A/0638/17
Amonyum Bikarbonat Fisher BP2413
Tripsin Promega V5111
Formik Asit Sigma 14265




2.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez caligmasinda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 2.2.’de yer almaktadir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler.

Sarf Malzeme Ad1 Uretici Firma | Katalog Numarasi
Hiicre Kiiltiirii Flaski, 175 cm? Starstedt 83.1812.002
Hiicre Kiiltiirii Flask1, 75 cm? Starstedt 83.1813.002
Hiicre Kiiltiiri Flaski, 25 cm? BD Falcon 353108
Santrifiij Tiipii, 50 ml Starstedt 62.547.254
Santrifiij Tiipi, 15 ml Starstedt 62.554.502
Santriflij Tipi, 2 ml Starstedt 72.694.006
Cryotube, 1.8 ml Sigma V7884
Elektrot Kagidi Amersham 18.1004.40
Steril Filtre (0.45 pm) ornge 1520014
Pipet ucu, 1000 pl, Steril Biohit 791003
Pipet ucu, 100 ul FL medical 28052
Pipet ucu, 10 ul, Steril Biohit 7910011F
96 kuyucuklu plaka BD Falcon 353072
Neubauer lam1 Isolab 075.03.001
Serolojik Pipet, Steril, 1 ml BD Falcon 357521
Serolojik Pipet, Steril, 5 ml BD Falcon 357543
Serolojik Pipet, Steril, 10 ml Starstedt 82.1254.001
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2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 2.3.’de yer almaktadir.

Cizelge 2.3. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Ad1 Uretici Firma Model
Su Banyosu, Isitmali Niive BM402
Steril Giivenlik Kabini (Laminar Flow) Holten 1,8
CO,’li Inkubator Sanyo MCO-18AIC
Mikroskop, Invert, Trinokiiler Olympus CKX41
Klasik Isik Mikroskobu Leica CME
Saf Su Cihazi Millipore Synergy 185
Kirik Buz Makinesi Frocchetti AF-100
Santrifiij, Yiiksek Hizli, Sogutmali Sigma 3K30
Hassas Terazi Shimadzu AUW320
Vorteks Biosan Biovortex V1
ELISA Okuyucu Tecan Sunrise
Otomatik Pipetler, 10 pl, 100 ul, 1000l Gilson Pipetman
Derin Dondurucu (-80 °C) Sanyo MDF-03386S
Izoelektrik Odaklama (IEF) Cihaz1 Amersham Ettan IPGphor 11
Elektroforez Tank1 Hoefer SE600
Gii¢ Kaynagi Consert E815
Elektroforez Sogutma Unitesi LKB 2219
Dansitometre Bio-Rad GS-800
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2.2. Yontem

2.2.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Calismada insan deri fibroblast hiicre hattt olan CCD-1135Sk hiicre hatt1 (ATCC:
CRL-2691) ve insan fibrosarkoma hiicre hatti olan HT-1080 (ATCC: CCL-121)
hiicre hatlar1 kullanildi. Calismada kullanilan her iki hiicre hatt1 icin DMEM/F12
(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) besiyeri kullanildi. Her
iki hiicre hatti da % 10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve 50 mg/l gentamisin igeren
besiyerleri icerisinde, 37 °C’de ve % 5 CO; igeren ortam saglayan hiicre kiiltliri
inkiibatoriinde iiretildi. Hiicrelerin besiyerleri her giin degistirildi. Uretilen hiicrelerin
canliliklari, cogalma hizlar1 ve morfolojik yapilart her giin invert mikroskop ile takip
edildi. Calismada kullanilan CCD-1135Sk insan deri fibroblast hiicre hatt1 ve HT-
1080 insan fibrosarkoma hiicre hattinin mikroskobik goriintiileri Sekil 2.1.’de yer

almaktadir.

Yeterli hiicre yogunluguna wulasan flasklarda bulunan besiyerleri
uzaklagtirilarak hiicreler bir kere Ca ve Mg tuzlari igermeyen steril PBS ile yikandi.
Yikanan hiicrelerin tizerine 1 : 250 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 8-10 dakika
hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi beklendi. Hiicrelerin
yiizeyden ayrildig1 gozlemlendikten sonra iizerlerine besiyerleri eklenerek tripsin
noétralize edildi. Daha sonra hiicreler santrijiif tiiplerine aktarilarak 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak yerine taze
besiyeri eklendi. Taze besiyerinde siispansiyon haline getirilen hiicreler yeni

flasklara boliinerek pasajlandi.

Hiicre hatlarinin iiretimi ve pasajlanmasi esnasinda kontaminasyonu onlemek
amaciyla tek kullanimlik steril pipetler ve filtre kapakli steril hiicre kiiltiirii flasklar
kullanildi. Biitiin islemler hiicre kiiltlirii laboratuvarinda ve steril giivenlik kabini

icerisinde gerceklestirildi.
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Sekil 2.1. Caligmada kullanilan CCD-1135Sk insan deri fibroblast hiicre hatt1 (A) ve HT-1080 insan
fibrosarkoma hiicre hattinin (B) 151k mikroskobik goriintiileri (100x biiyiitme).

2.2.2. Hiicre Lizat1 ve Sekretom Orneklerinin Olusturulmasi

Tez ¢alismasinda hem fibroblast hem de fibrosarkoma hiicre hatlarindan hiicre igi
proteinlerin analiz edilmesi amaciyla hiicre lizati drnekleri, hiicre disina salgilanan

proteinlerin analiz edilmesi amaciyla da sekretom 6rnekleri olusturuldu.

2.2.2.1. Hiicre Lizati Orneklerinin Olusturulmasi

Kullanilan Cozeltiler:

1. PBS Cézeltisi (pH 7,4): 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPO, ve 0,24 g KH,PO4
ultra saf suda (18,2 MQ) ¢oziilerek hacim 1000 m1’ye tamamlandi.

2. PBS-EDTA Cozeltisi (pH 7,4): 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO,4, 0,24 g
KH,PO4ve 0,2 g EDTA ultra saf suda ¢6ziilerek hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

3. Sukroz Cozeltisi: 1,44 g Na;HPO,4 0,24 g KH,PO,4 ve 85,57 g sukroz ultra saf suda

¢oziilerek hacim 1000 ml’ye tamamlandi.
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4. Lizis Tamponu (7 M Ure, 2 M Tiyoiire, % 4 CHAPS, % 2 DTT, % 2 Amfolit pH
3-10): 4,2 g Ure, 1,5 g Tiyoiire, 0,4 g CHAPS ve 0,2 g DTT ultra saf suda ¢oziilerek

tizerine 0,2 ml Amfolit pH 3-10 eklendi ve hacim 10 ml’ye tamamlandi.

Her iki hiicre hatti 75 cm®lik flasklarda tiretilip ~% 70 yogunluga ulastiklarinda
besiyerleri uzaklastirilarak Ca ve Mg tuzlar1 igermeyen PBS ile bir kere yikandi.
Yikanan hiicrelerin lizerine PBS-EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek 8-10 dakika hiicre
kiltlirii inkiibatoriinde hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 beklendi. Biitlin hiicrelerin
yiizeyden ayrildigi mikroskop altinda goézlemlendikten sonra hiicreler santrifiij
tiiplerine alinarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant
uzaklastirilarak dipte kalan hiicreler 2 kere PBS ¢ozeltisi ve son olarak bir kere
sukroz ¢ozeltisi ile yikandi. Son yikama sonrasi siipernatant uzaklastirilarak hiicreler
lizis tamponu ile lize edildi. Lize edilen drneklere proteaz inhibitor ¢ozeltisi eklendi.
15 dakika oda sicakliginda tutulan ornekler son olarak 15.000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant alinarak daha sonra 2-D PAGE

isleminde kullanilmak {izere - 80 °C’de saklandi.

2.2.2.2. Sekretom Orneklerinin Olusturulmasi

Sekretom &rnekleri icin her iki hiicre hatti da 175 cm?lik flasklarda iiretildi.
Yogunluklart ~% 70 ‘e ulasan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilarak Ca ve Mg
tuzlart igermeyen PBS ile li¢ kere yikandi. Yikanan hiicrelerin iizerine FBS
icermeyen besiyerleri ilave edilerek hiicre kiiltiirii inkiibatoriinde 24 saat muhafaza
edildi. Bu siire sonunda FBS icermeyen besiyerleri toplanarak olii hiicrelerin
uzaklastirllmasi i¢in 0.45 pm’luk filtrelerden gecirildi. Filtreden gecirilen FBS

icermeyen besiyerlerine TCA ile protein ¢oktlirme yontemi uygulandi.
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2.2.2.2.1. Trikloroasetik Asit (TCA) ile Protein Coktiirme Yontemi

Ornekler son konsantrasyonu % 20 TCA olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra + 4
°C’de bir gece muhafaza edildi. Ornekler daha sonra 15.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Coken protein peleti TCA’nin tamamen
uzaklagtirllmasi i¢in soguk etanol ile ii¢ kere yikandi. Son yikamadan sonra
stipernatant atildi ve oda sicakliginda 5-10 dakika kalan etanolun u¢masi saglandi.
Etanolun ugmasimi takiben pelet lizis tamponu ile lize edildi. Olusturulan sekretom
ornekleri daha sonra iki boyutlu jel elektroforezi isleminde kullanilmak tizere - 80
°C’de saklanda.

2.2.3. Hiicre Canlihginin Kontrolii (Tripan Mavisi Testi)

Hiicre canliliginin kontrolii i¢in hem hiicre lizati orneklerinin hem de sekretom
orneklerinin olusturulma asamasindan Once tripan mavisi ile hiicre canlilik testi
uygulandi. Hiicre canlilii kontrolii hiicre lizat1 6rneklerinde hiicreler lize edilmeden
once gergeklestirildi. Sekretom orneklerinde ise hiicreler 24 saat FBS igcermeyen
besiyerinde muhafaza edildikten sonra hiicrelere canlilik testi uygulandi. Bunun igin
her iki Ornek grubu i¢in de mevcut besiyerleri ve tripsinize edilerek kaldirilan
hiicreler beraber 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve
yerine % 10 FBS iceren besiyerleri ilave edilerek hiicreler silispansiyon haline
getirildi. Daha sonra siispansiyondan 100 pl ve tripan mavisinden 100 pl alinarak
ayr1 bir ependorf tiipte karistirildi ve 5 dakika boyunca 6lii hiicrelerin boyanmasi igin
beklendi. Bu siire sonunda 151k mikroskobu altinda boya alan 6lii hiicreler ve boya
almayan canl hiicreler Neubauer Lami yardimiyla sayilarak hiicre canliligi yiizde

olarak hesapland.
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2.2.4. Protein Miktar Tayini

Olusturulan hiicre lizatt ve sekretom Orneklerinin protein miktar tayinleri
Antharavally ve ark. (2009) bildirdikleri sekilde gerceklestirildi. Ydntem 96
kuyucuklu mikroplakalarda gerceklestirildi. Kuyucuklara 150 pl 660 nm protein
assay ¢ozeltisi ile 10 pl 6rnek ve standartlar koyuldu. Ornek ve standartlarin ¢zelti
ile reaksiyona girmesi i¢in oda sicakliginda 5 dakika bekletilmesinin ardindan
mikroplakanin 6l¢iimii 660 nm’de ELISA okuyucuda gergeklestirildi. Protein miktar
tayininde standart olarak 125, 250, 500, 1000 ve 2000 ng/ml konsantrasyonlarinda
s1g1r serum albiimini (BSA) kullanildi. Ornekler ve standartlar ii¢ tekrarli ¢alisilarak

ortalamalar1 alinda.

2.2.5. 2D-PAGE ile Proteinlerin Ayrilmasi

2D-PAGE gergeklestirilirken ilk olarak birinci boyut elektroforez islemi olan
izoelektrik odaklama (IEF) ardindan ikinci boyut elektroforez islemi olan Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) gerceklestirildi.

2.2.5.1. IEF ile Proteinlerin izoelektrik Noktalarina Gére Ayrilmasi

Kullanilan Cozeltiler:

1. Rehidrasyon tamponu (7 M Ure, 2 M Tiyoiire, % 4 CHAPS, % 1 DTT, % 0,5
Amfolit pH 3-10, % 10 Gliserol): 42 g Ure, 15,2 g Tiyoiire, 4 g CHAPS, 1 g DTT
ultra saf suda ¢oziilerek tizerine 0,5 ml Amfolit pH 3-10 ve 10 ml Gliserol eklendi ve

100 mI’ye tamamlandi.

Protein miktarlart hiicre lizat1 6rnekleri igin 250 pg ve sekretom 6rnekleri i¢in 75 pg

olacak sekilde ornekler rehidrasyon tamponuyla karistirilarak son hacmi 250 pl
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olacak sekilde ayarlandi. Izoelektrik odaklama islemine hazir hale gelen ornekler
pasif rehidrasyon tepsisinin kanallarina otomatik pipet yardimi ile dikkatlice yayildi.
13 cm uzunlugunda ve pH 3-10 araligindaki Immobilize pH Gradient (IPG) striplerin
jel kismi iizerinde bulunan koruyucu bant ¢ikarilarak tepsi kanallarinda bulunan
Ornegin lizerine yerlestirildi. Striplerin bulundugu her kanala hava ile temas1 kesmek
igin stribin {izerini ortecek kadar mineral yag eklendi. Pasif rehidrasyon tepsisinin
kapag1 kapatilarak oda sicakliginda 15 saat boyunca bekletildi. Pasif rehidrasyon
islemi sonunda 6rnekleri emen stripler + ve — uglarina gore izoelektrik odaklama
tablasina yerlestirildi. Striplerin u¢ kisimlarina distile su ile islatilmis elektrot
kagitlart yerlestirildi. izoelektrik odaklama tablasina elektrotlar yerlestirildikten
sonra striplerin iizerini tamamen kaplayacak sekilde mineral yag eklendi. Izoelektrik
odaklama islemi 4 basamakta yapilarak proteinlerin izoelektrik noktalarina gore
ayrimlar1 yapildi. Izoelektrik odaklama protokolii Cizelge 2.4.’de ve izoelektrik
odaklama grafigi Sekil 2.2.’de yer almaktadir.

Cizelge 2.4. izoelektrik odaklama protokolii.

Uygulanan Volt | Uygulanan Siire | Uygulama Sekli
(Saat)
1.Basamak 50 4 Gradient
2.Basamak 500 6 Gradient
3.Basamak 1000 1 Gradient
4.Basamak 6000 5 Gradient

Birinci boyut elektroforez islemi biten stripler izoelektrik odaklama tablasindan

alinarak SDS-PAGE islemine kadar - 80 °C’de muhafaza edildi.
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Sekil 2.2. izoelektrik odaklama grafigi.

2.2.5.2. SDS-PAGE ile Proteinlerin Molekiil Agirhiklarina Gore Ayrilmasi

Kullanilan Cozeltiler:

1. Dengeleme Tamponu I (6 M Ure, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, % 30 Gliserol, % 2
SDS, % 1 DTT): 36 g Ure, 0,6 g Tris, 2 g SDS ultra saf suda ¢oziildii ve iizerine 30
ml gliserol eklenerek ultra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti

kullanilmadan 6nce her 20 ml i¢in 0,2 g DTT ilave edildi.

2. Dengeleme Tamponu II (6 M Ure, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, % 30 Gliserol, % 2
SDS, % 2,5 Iyodoasetamid): 36 g Ure, 0,6 g Tris, 2 g SDS ultra saf suda ¢oziildii ve
tizerine 30 ml gliserol eklenerek ultra saf su ile hacim 100 mI’ye tamamlandi. Cozelti

kullanilmadan 6nce her 20 ml igin 0,5 g Iyodoasetamid ilave edildi.

3. 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 18,1 g Tris ultra saf suda ¢oziildii. HCI ile pH 8,8’¢

ayarlandiktan sonra ultra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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4.  Akrilamid-bisakrilamid = Cozeltisi (% 30 Akrilamid, % 0,8 N’N’-
metilenbisakrilamid): 120 g Akrilamid, 4 g N’N’-metilenbisakrilamid ultra saf suda

¢Oziildii ve hacim 500 ml’ye tamamlandi.

5. SDS Yiiriitme Tamponu (25 mM Tris baz, 0.192 M Glisin, % 0.1 SDS): 6 g Tris,
28,8 g Glisin, 2 g SDS ultra saf suda ¢oziildii ve hacim 2000 ml’ye tamamlandi.

6. Agaroz Cozeltisi (% 0,5 Agaroz, % 0,002 Bromofenol Mavisi): 0,5 g Agaroz, 2
mg Bromofenol Mavisi SDS yiirlitme tamponunda ¢oziildic ve hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

7. % 12,5’1luk Ayirma Jeli: 33,6 ml Akrilamid-bisakrilamid Cozeltisi, 20 ml 1,5 M
Tris-HCI (pH 8,8), 25 ml ultra saf su, 0,8 ml % 10 SDS, 0,6 ml % 10 APS, 0,04 ml
TEMED karistirilarak hazirlandi.

Ikinci boyut jel elektroforezi i¢in % 12,5’luk SDS-PAGE ayirma jeli hazirlandi.
Ayirma jeli ¢Ozeltisi hazirlandiktan sonra onceden etanol ile temizlenmis cam
plakalar arasina dokiildii. Cozelti tizerine ortecek kadar distile su ile doyurulmus n-
butanol eklendi. Cozelti polimerize olana kadar beklendi. Ayirma jeli hazir hale
gelince tizerindeki n-butanolun uzaklastirilmasi igin birkag kere distile su ile yikandi.
Onceden - 80 °C’de saklanan izoelektrik odaklama islemi gerceklestirilen 6rnekleri
iceren stripler ilk olarak dengeleme tamponu I’de 15 dakika ve son olarak dengeleme
tamponu II’de 15 dakika muhafaza edildi. Daha sonra stripler donan jelin iizerine
dikkatlice yerlestirildi. Bir elektrot kagidina protein standardi emdirilerek iizerine
sicak agaroz dokiildii. Agarozun donmasi beklendikten sonra protein standardi stribin
uc kismina dogru jele yerlestirildi. Onceden 60 °C’lik su banyosunda 1sitilan agaroz
¢ozeltisi stribin {izerine dokiilerek stribin ve protein standardinin jele iyice yapismasi
saglandi. Agarozun donmasi beklendikten sonra jeller -elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin igerisi SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Jel
basina ilk 30 dakika 10 mA daha sonra izleme boyasi jelin altina ulasincaya kadar jel

basma 20 mA sabit akimda islem gerceklestirildi. Islem yaklasik 6 saat siirdii.
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Elektroforez islemi tamamlanan jeller cam plakalar arasindan dikkatlice

cikartildiktan sonra jellerin boyama islemlerine gecildi.

2.2.6. Jellerin Kolloidal Coomassie Mavisi ile Boyanmasi

Kullanilan Cozeltiler:

1. Kolloidal Coomassie Mavisi Cozeltisi ( % 0,02 CBB G-250, % 5 aluminyum
stilfat-16-hidrat, % 10 etanol, % 2 ortofosforik asit): 25 g aluminyum siilfat-16-hidrat
ultra saf suda ¢o6ziildii ve iizerine 50 ml etanol eklendi. Daha sonra iizerine 0,1 g
CBB G-250 eklenerek karistirildi. 10 ml ortofosforik asit eklendikten sonra ultra saf

su ile 500 ml’ye tamamlandi.

2. Boya Cikarma Cozeltisi ( % 10 etanol, % 2 ortofosforik asit): 50 ml etanol ve 10

ml ortofosforik asit alinarak ultra saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

Elektroforez islemi biten jellerin boyama islemi Dyballa ve Metzger (2009)
bildirdikleri sekilde gergeklestirildi. Bunun igin oOncelikle kolloidal Coomassie
mavisi ¢ozeltisi hazirlandi. Elektroforez sonrasi cam plakalar arasindan ¢ikarilan
jeller distile su ile 10’ar dakika olmak tizere 3 kere yikandi. Yikama islemi sonunda
jeller kolloidal Coomassie mavisi ¢ozeltisine koyularak gece boyunca bekletildi.
Boyanan jeller tekrar 10’ar dakika 3 kere distile su ile yikandi. Yikama sonrasinda
jeller boya cikarma c¢ozeltisinde 4 saat bekletildi. Jellerdeki fazla boyalarin
temizlenmesi saglanarak protein spotlar1 goriiniir hale getirildi. Protein spotlar
gortiniir hale gelen jeller 3 kere 10’ar dakika distile su ile yikandiktan sonra

goriintiilendi ve % 10’luk asetik asit icerisinde +4 °C’de saklandi.
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2.2.7. Jellerin Goriintiilenmesi ve Analizi

Jeller dansitometre yardimi ile goriintiilendikten sonra jellerin analizi PDQuest (Bio-
Rad) programi ile gergeklestirildi. Her bir 6rnek igin 3 tekrar yapilan ¢alismada
biitiin jeller programa tanitilarak fibrosarkoma ve fibroblast hiicre lizati 6rnek
tekrarlar1 kendi aralarinda, fibrosarkoma ve fibroblast sekretom oOrnek tekrarlari
kendi aralarinda olmak iizere eslestirilmeleri yapildi. Eslestirilen jel goriintiilerinden
hiicre lizat1 ve sekretom gruplarinda yer alan ornek tekrarlarinin analizleri kendi
aralarinda gergeklestirildi. Bu analiz sekretom grubu igin kalitatif, hiicre lizati1 grubu

icin ise kantitatif olarak degerlendirildi.

2.2.8. istatistiksel Analiz

Hiicre canlilik testi ii¢ tekrarli ¢alisilan her bir 6rnek grubuna uygulanarak sonunda
elde edilen veriler yiizde olarak hesaplandi ve standart sapmalar1 belirlendi.
Sekretom grubunun karsilagtirmali analizi PDQuest programi vasitasiyla kalitatif
olarak gerceklestirildi. Kalitatif degerlendirme i¢in jel arka plan1 dansitesine gore 30
kat ve iustiindeki farka sahip olan spotlar secildi. Hiicre lizatt grubunun
karsilastirmali analizi PDQuest programi vasitasiyla kantitatif olarak gergeklestirildi
ve elde edilen spotlarin yogunluk degerleri % 95 giiven araliginda (p<0,05) student t-
test ile analiz edildi (Siimbiiloglu ve Stimbiiloglu, 2002).

2.2.9. Protein Spotlarmin Se¢cimi

Sekretom grubunun karsilastirmali analizi kalitatif olarak gergeklestirilirken,
fibrosarkoma sekretom Ornek tekrarlarinda gozlemlenip fibroblast sekretom Ornek
tekrarlarinda gozlemlenmeyen ve yogunluklari en yiiksek olan spotlar segildi.
Fibrosarkoma sekretom 6rnek tekrarlarinda bulunan fakat fibroblast sekretom 6rnek
tekrarlarinda bulunmayan protein spotlar1 kesilip ependorf tiiplere aktarildi. Hiicre

lizatt grubunun karsilagtirmali  analizi  kantitatif degerlendirme yapilarak
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gerceklestirilirken, fibrosarkoma hiicre lizati 6rnek tekrarlarinda fibroblast hiicre
lizat1 6rnek tekrarlarina gore istatistiksel olarak ekspresyonu artan veya azalan
protein spotlar1 kesilip ependorf tiiplere aktarildi. Protein spotlarinin kesimi ve
ependorf tliplere aktarimi keratin kontaminasyonunu en aza indirmek amaciyla steril
giivenlik kabini icerisinde steril ekipmanlar ile gergeklestirildi. Ependorf tiiplere
aktarilan protein spotlar1 triptik pargalanma ve sivi kromatografi-ardisik kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) ile protein identifikasyonu islemlerine kadar - 80 °C’de

saklandi.

2.2.10. Protein Spotlarinin Triptik Parcalanmasi ve LC-MS/MS ile Protein
identifikasyonu

Segilen protein spotlarmin triptik parcalanmasi ve LC-MS/MS ile protein
identifikasyonu TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii’nde gerceklestirildi.

2.2.10.1. Protein Spotlarimin Triptik Parcalanmasi

Kullanilan Cozeltiler:

1. 50 mM Amonyum Bikarbonat Cozeltisi: 40 mg amonyum bikarbonat ultra saf
suda (LC-MS grade) ¢oziildii ve hacim 10 m1’ye tamamlandi.

2. 100 mM Amonyum Bikarbonat Cozeltisi: 80 mg amonyum bikarbonat ultra saf
suda (LC-MS grade) ¢oziildii ve hacim 10 ml’ye tamamlandi.

3. Temizleme Cozeltisi: Asetonitril ve 100mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi 1:1

oraninda karistirilarak hazirlandi.

4. DTT Cozeltisi (10 mM DTT, 50 mM Amonyum Bikarbonat): 15,4 mg DTT 10 ml

50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi i¢erisinde ¢oziildii.
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5. Iyodoasetamit Cozeltisi (55 mM Iyodoasetamit, 50 mM Amonyum Bikarbonat):
102 mg Iyodoasetamit 10 ml 50 mM amonyum bikarbonat ¢dzeltisi icerisinde

¢Ozildii.

6. Tripsin Cozeltisi: 50 mM Amonyum bikarbonat ¢6zeltisi igerisinde 20 ng/ul

tripsin olacak sekilde hazirlandu.

7. Ekstraksiyon Cozeltisi (% 1 Formik Asit, % 2 Asetonitril): 1 ml formik asit ve 2

ml asetonitril alinarak ultra saf su (LC-MS grade) ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Protein spotlarmin triptik pargalanmasi Wilm ve ark. (1996) bildirdikleri sekilde
gerceklestirildi. Analizi gergeklestirilecek olan jel parcalari cam yiizey iizerinde
bistiiri yardimi ile kiigiik pargalara ayrildi. Parcalanmis jeller ependorf tiiplere
aktarilarak 200-500 ul temizleme ¢ozeltisi ile karistirici kullanilarak 15-30 dakika
boya temizleme iglemine tabi tutuldu. Temizleme islemine boya tamamen
temizlenene kadar devam edildi. Temizleme islemi sonunda temizleme ¢o6zeltisi
uzaklagtirilarak jel parcalarina asetonitril ile ¢ektirme islemi uygulandi. Asetonitril
ilavesi ile jel pargalar1 birbirlerine yapisarak beyaz renk aldi. Fazla asetonitril
uzaklastirilarak jeller 50 °C’de kurutuldu. Kurutulan jellerin lizerine 100 pul DTT
cozeltisi ilave edilerek 80 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan iizerlerine 100 pl
Iyodoasetamit ¢dzeltisi eklenerek oda sicakhiginda ve karanlikta 20 dakika inkube
edildi. DTT ve Iyodoasetamit ¢dzeltileri uzaklastirilarak jel parcalari iki defa 500 ul
50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile yikandi. Yikama ¢ozeltisi uzaklastirilarak
jel parcalarina 200 pl asetonitril ilave edilerek ¢ektirme islemi uygulandi. Daha sonra
asetonitril uzaklastirilarak ve 200 ul 50 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi eklenerek
gevsetme islemi uygulandi. Amonyum bikarbonat ¢ozeltisi uzaklastirildi ve ¢ektirme
ve gevsetme asamasi tekrarlandi. Son olarak jel pargalarina 200 pl asetonitril ile
cektirme islemi uygulandi ve asetonitril uzaklastirilarak jel pargalart 50 °C’de kisa
bir siire kurutuldu. Jel pargalarinin lizerine yeterli miktarda tripsin ¢ozeltisi eklenerek

37 °C’de 16-18 saat inkube edilerek tripsinizasyon islemi gergeklestirildi.
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Tripsinizasyon isleminin ardindan ependorf tiipler santrijiif edilerek {izerlerine
ekstraksiyon ¢0Ozeltisi eklendi. Daha sonra ornekler c¢alkalayicida 30 dakika
calkalandi. Tripsinizasyon islemi biten Orneklerin LC-MS/MS ile protein
identifikasyonu islemlerine gegildi.

2.2.10.2. LC-MS/MS ile Protein Identifikasyonu

Kullanilan Cozeltiler:

1. Mobil Faz A (Ultra saf su igerisinde % 0,1 Formik Asit): 1 ml formik asit alinarak
ultra saf su (LC-MS grade) ile hacim 1000 m1’ye tamamlandi.

2. Mobil Faz B (Asetonitril igerisinde % 0,1 Formik Asit): 1 ml formik asit alinarak

asetonitril ile hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

Triptik peptitleri iceren 1 ul 6rnek LC-ESI-qTOF sistemine (nanoACQUITY ultra
presssure liquid chromatography (UPLC) and SYNAPT high definition mass
spectrometer with nanolockspray ion source, Waters) yiiklendi. Kolonlar % 97
mobil faz A ve % 3 mobil faz B ile dengelendi. Kolonlarin sicakligi 35 °C’ye
ayarlandi. Peptitler ilk 6nce 5 pl/dakika akis hizinda 5 dakika nanoACQUITY UPLC
Symmetry C18 Trap kolonunda tutulduktan sonra 300 nl/dakika akis hizinda
nanoACQUITY UPLC BEH C18 analitik kolonunda % 5’ten baslayan ve % 35’lik
asetonitril konsantrasyonu ile sonlandirilan dogrusal gradient teknigi kullanilarak
ayristirildi. CID (Collusion Induced Dissociation) teknigi; pozitif iyon V modunda
1,5 saniyelik siirelerde doniisiimlii olarak MS ile 6 V diisiik ve 15-40 V yiiksek
enerjili carpigmalarin olusturuldugu MS/MS fonksiyonu gergeklestirildi. Kiitle
diizeltmesi her 45 saniyede bir glu-fibrinopeptid (500 pmol/ul) ile yapildi. Analizde
50-1600 m/z araligindaki peptid sinyalleri degerlendirmeye alindi.
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Peptid kiitle olg¢iimleri diisiik enerjili garpismalarda, peptid dizi verilerinin
toplanmasi yiiksek enerjili ¢carpigsmalarda gerceklestirildi. Tandem kiitle spektrumu,
ProteinLynx Global Server v2.4 (PLGS) (Waters Corp., Milford, MA) ile analiz

edildi. Protein dizi veritaban1 olarak Uniprot kullanildu.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Canlilik Testi Sonuc¢lari

Fibroblast ve fibrosarkoma hiicre lizati 6rneklerinde hiicreler lize edilmeden 6nce
hiicrelere canlilik testi uygulandi ve hiicre canlilik oranlar sirasiyla % 98,5 ve %
98,6 olarak bulundu. Boylece hiicre lizat1 6rneklerinin olusturulma asamasinda lize
edilen hiicrelerin lize edilmeden 6nceki hiicre canlilik oranlar1 tespit edildi. Sekretom
orneklerinde ise hiicrelere 24 saat FBS icermeyen besiyerinde muhafaza edildikten
sonra hiicre canlilik testi uygulandi ve hiicre canlilik oranlari fibroblast 6rnekleri i¢in
% 95,7 fibrosarkoma Ornekleri i¢in % 94,7 bulundu. Bdylece FBS igcermeyen
besiyerine proteinlerini salgilayan hiicrelerin canlilik oranlari tespit edildi. Hiicre
lizat1 6rneklerinin hiicre canlilik oranlari birbirleri arasinda benzerlik gostermektedir.
Sekretom orneklerinde hiicre canlilik oranlart birbirleriyle benzerlik gostermekle
birlikte hiicre lizati 6rneklerine gore daha diisiik bulundu. Hiicre lizati ve sekretom
orneklerinin  olusturulma asamasinda gergeklestirilen hiicre canlilik testleri
sonucunda elde edilen % hiicre canlilik oranlari ve standart sapmalart Sekil 3.1.’de

yer almaktadir.

100

90

80

70

60

50

40

30

Hiicre Canlihk Oram (%)

20

10

+ - + - % 10 ¥BS

Sekil 3.1. Hiicre lizat1 ve sekretom orneklerinin hiicre canlilik oranlari.
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3.2. Hiicre Lizat1 ve Sekretom Orneklerinin 2D-PAGE Sonuclari

Fibrosarkoma ve fibroblast hiicre hatlarindan olusturulan hem hiicre lizat1 hem de
sekretom oOrneklerinde 3 tekrarli olarak gerceklestirilen 2D-PAGE protein ayirma
yontemini takiben elde edilen jel goriintiileri PDQuest programi ile karsilastirmali

olarak analiz edilmistir.

3.2.1. Hiicre Lizati Orneklerinin 2D-PAGE Sonuclari

Fibrosarkoma ve fibroblast hiicre lizati 6rnek tekrarlart PDQuest programi ile
eslestirilerek gruplandirildi. Bdylece fibrosarkoma ve fibroblast 6rnek tekrarlarini
iceren hiicre lizati grubu olusturuldu. Fibrosarkoma hiicre lizati 6rnek tekrarlarinin
iki boyutlu jel elektroforez goriintilleri Ek-1°de, fibroblast hiicre lizati 6rnek
tekrarlariin iki boyutlu jel elektroforez goriintiileri Ek-2’de yer almaktadir. Hiicre
lizat: grubunun iki boyutlu jel elektroforezi sonucunda PDQuest programi ile yapilan
analizlerinde fibrosarkoma hiicre lizati 6rnek tekrarlarinda sirasiyla toplam spot
sayilar1 489, 448 ve 430, toplam dansiteleri 4610, 4523 ve 4367, master jele gore
eslesen spot sayilar1 489, 419 ve 386, master jele gore eslesmeyen spot sayilar1 0, 29
ve 44 ve master jele gore eslesme yiizdeleri 100, 93 ve 89 olarak bulundu. Fibroblast
hiicre lizat1 6rnek tekrarlarinda sirasiyla toplam spot sayilar1 210, 212 ve 243, toplam
dansiteleri 4548, 4416 ve 4477, master jele gore eslesen spot sayilar1 163, 173 ve
178, master jele gore eslesmeyen spot sayilar1 47, 39 ve 65, master jele gore eslesme

yiizdeleri 77, 81 ve 73 olarak bulundu.

Fibrosarkoma ve fibroblast hiicre lizati 6rnek tekrarlarmmn iki boyutlu jel
elektroforezi isleminden 6nce protein miktar tayinlerinin yapilmasi ve esit miktarda
protein igeren c¢ozeltilerine iki boyutlu jel elektroforezi islemi uygulanmasi
sonucunda gruplarin tekrarlarinin toplam dansiteleri beklendigi gibi birbirlerine
yakin bulundu. Hiicre lizat1 grubu 6rnek tekrarlariin toplam spot sayilart ayn1 6rnek
tekrarlarinda benzerlik gostermekle birlikte fibrosarkoma hiicre lizatt Srnek

tekrarlarinda fibroblast hiicre lizat1 6rnek tekrarlarina gore fazla bulundu. 2D-PAGE
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ve boyama islemi biten fibroblast ve fibrosarkoma hiicre lizat1 6rneklerine ait jel

goriintiileri Sekil 3.2.’de yer almaktadir.

kDa

130[ -~ . = V 3 A

100 - - =

Sekil 3.2. Fibroblast hiicre lizat1 (A) ve fibrosarkoma hiicre lizati (B) 6rneklerinin 2D-PAGE analizi
sonrast kolloidal Coomassie mavisi ile boyanmasi sonucu elde edilen protein spotlarina ait jel
goriintiileri.
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Hicre lizatt 6rnek tekrarlarmin iki boyutlu jel elektroforezleri sonucunda

master jel olarak en fazla spot sayisimi igeren 1. tekrar fibrosarkoma hiicre lizati

ornegi secildi. Master jele gore spotlarin eslesme yiizdeleri fibrosarkoma hiicre lizati

ornek tekrarlarinda fibroblast hiicre lizat1 6rnek tekrarlarina gore yiiksek bulundu.

Hiicre lizati grubu 6rnek tekrarlariin toplam spot sayilari, toplam dansiteleri,

master jele gore eslesen spot sayilari, master jele gore eslesmeyen spot sayilari ve

master jele gore eslesme yiizdeleri Cizelge 3.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Hiicre lizat1 grubu tekrarlarinin 2D-PAGE ve PDQuest analiz sonuglari.

Master Master Jele Master
Toplam Jele Gore - Jele
- Toplam Gore -
Ornek Spot . Eslesen Gore
Dansite Eslesmeyen
Sayisi Spot Spot Savisi Eslesme
Sayisi pot >ay Yiizdesi
1. tekrar 489 4610 489 0 100
(master jel)
Fibrosarkoma
Hiicre Lizati 2. tekrar 448 4523 419 29 93
3. tekrar 430 4367 386 44 89
1. tekrar 210 4548 163 47 77
Fibroblast 2. tekrar 212 4416 173 39 81
Hiicre Lizat
3. tekrar 243 4477 178 65 73

Fibrosarkoma hiicre lizat1 ornek tekrarlar1 ile fibroblast hiicre lizati 6rnek

tekrarlart karsilastirmali olarak kantitatif degerlendirildi. Kantitatif degerlendirilme

yapilirken fibrosarkoma hiicre lizat1 6rnek tekrarlarinda fibroblast hiicre lizati 6rnek

tekrarlarma gore ekspresyonu artan veya azalan protein spotlar1 degerlendirilmeye

alindi. Onemli diizeyde degisimin ortaya konmasi amaciyla istatistiksel analiz olarak

t-testi kullanildi ve bunun sonucunda 14 spot i¢in énemli fark belirlendi (p<0,05).
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Istatistiksel olarak anlamli ¢ikan ve identifikasyonu yapilan protein spotlarmin
goriintiileri ve dansite grafikleri EK-3’de yer almaktadir. Belirlenen 14 protein
spotunun 13’liniin ekspresyonunun fibrosarkomada arttig1 ve 1’inin ekspresyonunun
azaldig1 tespit edildi. Ekspresyonu artan 13 protein spotunun sample spot protein
(SSP) numaralar sirastyla 1506, 1903, 2605, 3413, 3602, 3707, 4505, 4601, 5706,
6002, 7001, 7006 ve 8209 olarak program araciligiyla belirlendi. Ekspresyonu azalan
tek spotun SSP numarasi ise 3902 olarak belirlendi. Analiz edilen protein spotlarinin

jel tizerindeki goriintiileri Sekil 3.3.’de yer almaktadir.

kDa 7 <€ pH 3-10 >
130 & 3902
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Sekil 3.3. Hiicre lizat1 grubunda identifiye edilen protein spotlarmin jel (fibrosarkoma hiicre lizatt
ornegine ait) lizerindeki goriintiileri.
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3.2.2. Sekretom Orneklerinin 2D-PAGE Sonuglar

Fibrosarkoma ve fibroblast sekretom Ornek tekrarlart PDQuest programi ile
eslestirilerek gruplandirildi. Boylece fibrosarkoma ve fibroblast 6rnek tekrarlarini
iceren sekretom grubu olusturuldu. Fibrosarkoma sekretom ornek tekrarlarinin iki
boyutlu jel elektroforez goriintiileri Ek-4’de, fibroblast sekretom ornek tekrarlarinin
iki boyutlu jel elektroforez goriintiileri Ek-5’de yer almaktadir. Sekretom grubunun
iki boyutlu jel elektroforezi sonucunda PDQuest programi ile yapilan analizlerinde
fibrosarkoma sekretom ornek tekrarlarinda sirasiyla toplam spot sayilar1 123, 113 ve
119, toplam dansiteleri 1298, 1278 ve 1293, master jele gore eslesen spot sayilari
123, 107 ve 115, master jele gore eslesmeyen spot sayilar1 0, 6 ve 4 ve master jele
gore eslesme yiizdeleri 100, 94 ve 96 olarak bulundu. Fibroblast sekretom 6rnek
tekrarlarinda sirasiyla toplam spot sayilar1 92, 89 ve 103, toplam dansiteleri 1253,
1249 ve 1278, master jele gore eslesen spot sayilar1 35, 35 ve 38, master jele gore
eslesmeyen spot sayilar1 57, 54 ve 65, master jele gore eslesme yiizdeleri 38, 39 ve
36 olarak bulundu.

Fibrosarkoma ve fibroblast sekretom Ornek tekrarlarinin iki boyutlu jel
elektroforezi isleminden 6nce protein miktar tayinlerinin yapilmasi ve esit miktarda
protein igeren ¢ozeltilerine iki boyutlu jel elektroforezi islemi uygulanmasi
sonucunda ornek tekrarlarmin toplam dansiteleri beklendigi gibi birbirlerine yakin
bulundu. Sekretom &rnek tekrarlarinin toplam spot sayilari ayni grubun tekrarlarinda
benzerlik gostermekle birlikte fibrosarkoma sekretom ornek tekrarlarinda fibroblast
sekretom Ornek tekrarlarina gore fazla bulundu. 2D-PAGE ve boyama islemi biten
fibroblast sekretom ve fibrosarkoma sekretom orneklerinin jel goriintileri Sekil

3.4.’de yer almaktadir.
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Sekil 3.4. Fibroblast sekretom (A) ve fibrosarkoma sekretom (B) o6rneklerinin 2D-PAGE analizi
sonras1 Kolloidal Coomassie mavisi ile boyanmasi sonucu elde edilen protein spotlarina ait jel

goriintiileri.
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Sekretom grubu tekrarlarinin iki boyutlu jel elektroforezleri sonucunda master
jel olarak en fazla spot sayisini igeren 1. tekrar fibrosarkoma sekretom 6rnegi segildi.
Master jele gore spotlarin eslesme yiizdeleri master jelin kendi kendine eslesme orani
g6z ard1 edildiginde fibrosarkoma sekretom Ornek tekrarlarinda fibroblast sekretom

ornek tekrarlarina gore yiiksek bulundu.

Sekretom grubu tekrarlarinin toplam spot sayilari, toplam dansiteleri, master
jele gore eslesen spot sayilari, master jele gore eslesmeyen spot sayilar1 ve master

jele gore eslesme yiizdeleri Cizelge 3.2.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.2. Sekretom grubu tekrarlarinin 2D-PAGE ve PDQuest analiz sonuglari.

Master
Toplam Jele Master Jele | Master Jele
- b Toplam Gore Gore Gore
Ornek Spot .
Sayisi Dansite Eslesen | Eslesmeyen Eslesme
Spot Spot Sayisi Yiizdesi
Sayisi
1. tekrar 123 1298 123 0 100
(master jel)
Fibrosarkoma
Sekretom 2. tekrar 113 1278 107 6 94
3. tekrar 119 1293 115 4 96
1. tekrar 92 1253 35 57 38
Fibroblast 2. tekrar 89 1249 35 54 39
Sekretom
3. tekrar 103 1278 38 65 36

Fibrosarkoma sekretom 6rnek tekrarlar ile fibroblast sekretom 6rnek tekrarlar
karsilagtirmali olarak kalitatif degerlendirildi. Kalitatif degerlendirme i¢in jel arka
plan1 dansitesine gore 30 kat ve tistiindeki farka sahip olan spotlar se¢ildi. Kalitatif
degerlendirme fibrosarkoma sekretom Ornek tekrarlarinda yer alan fakat fibroblast

sekretom Ornek tekrarlarinda yer almayan spotlar arasinda gergeklestirildi.
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Degerlendirme sonucunda 13 adet spot belirlendi. Protein spotlarinin goriintiileri ve
dansite grafikleri Ek-6’da yer almaktadir. Degerlendirme sonucunda belirlenen spot
SSP numaralan sirasiyla 0203, 0403, 0902, 1704, 2002, 2602, 6202, 7204, 8001,
9002, 9106, 9306, 9307 olarak program araciligiyla verilmistir. Analiz edilen

spotlarin jel tizerindeki goriintiileri Sekil 3.5.’de yer almaktadir.

kDa € pH 3-10 >
130 <«— 0902
100 - 2602
70 1704 v
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Sekil 3.5. Sekretom grubunda identifiye edilen protein spotlarmin jel (fibrosarkoma sekretom
ornegine ait) tizerindeki goriintiileri.
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3.3. Hiicre Lizat1 ve Sekretom Orneklerinin LC-MS/MS Sonuclari

Hiicre lizati ve sekretom oOrneklerinde segilen protein spotlarinin LC-MS/MS ile
protein identifikasyonlar1 sonucunda PLGS skorlar1 en yiiksek olan proteinler

degerlendirmeye alindi.

3.3.1. Hiicre Lizat1 Orneklerinin LC-MS/MS Sonuglar

Hiicre lizat1 6rneklerinde secilen spotlarin LC-MS/MS ile protein identifikasyonlari
sonucunda PLGS skorlar1 en yiiksek olan proteinler degerlendirmeye alindu.
Fibrosarkoma hiicre lizati 6rnek tekrarlarinda fibroblast hiicre lizati 6rnek
tekrarlarina gore ekspresyonu azalan tek spot olan 3902 numarali spot MVP (Major
Vault Protein) olarak belirlendi. Fibrosarkoma hiicre lizati 6rnek tekrarlarinda
fibroblast hiicre lizat1 6rnek tekrarlarina gore ekspresyonu artan diger 13 spot; 1506
numarali spot protein disiilfit izomeraz A6, 1903 numarali spot endoplazmin, 2605
numarali spot HSP-60 (Heat Shock Protein 60), 3413 numarali spot protein NDRG1,
3602 numarali spot TCP-1-¢ (T Complex Protein 1 subunit epsilon), 3707 numarali
spot GRP-75 (Mortalin), 4505 numarali spot TCP-1-f (T Complex Protein 1 subunit
beta), 4601 numarali spot protein disiilfit izomeraz A3, 5706 numarali spot STII
(Stress Induced Phosphoprotein 1), 6002 numarali spot peptidil prolil cis-trans
izomeraz A, 7001 numarali spot peptidil prolil cis-trans izomeraz A, 7006 numaral
spot transgelin-2 ve 8209 numatali spot heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1
olarak belirlendi. Secilen spotlarin protein identifikasyon sonuclari, PLGS skorlar1 ve
protein fonksiyonlar1 Cizelge 3.3.’de yer almaktadir. 8209 numarali spota ait temsili

MS/MS spektrumlar: Sekil 3.6.’da goriilmektedir.
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Cizelge 3.3. Hiicre lizat1 grubunda segilen spotlarin LC-MS/MS sonuglari.

Molekiil

izoelektrik

Spot . o PLGS Protein
Protein Ad1 Agirhg Noktasi -
Numarasi Skoru Fonksiyonu
(Da) (PH) Y
1506 | [CroteinDisilfit | gaaqy 5,0 27342 izomeraz
Izomeraz A6
1903 Endoplazmin 92411 4,6 15993 Saperon
HSP-60
2605 (Heat Shock 61016 5,6 30952 Saperon
Protein 60)
3413 Protein NDRG1 | 42807 5,4 5928 Stres Yanit
Proteini
TCP-1-¢
(T complex
3602 protein 1 subunit 59632 53 14835 Saperon
epsilon)
GRP-75
3707 (Mortalin) 73634 5,8 14715 Saperon
MVP
3902 (Major Vault 99266 5,2 5029 Riboniikleoprotein
Protein)
TCP-1-B
(T complex
4505 protein 1 subunit 57452 6,0 18799 Saperon
beta)
ago1 | FProteinDisilfit | ggg/q 5,9 23115 izomeraz
Izomeraz A3
STI1
5706 (Stress induced 62599 6,4 5942 Ko-Saperon
phosphoprotein 1)
gooz | -epudil Prolilcis- | g5, 7.9 10210 izomeraz
trans Izomeraz A
7001 | Feptidil Prolilcis- | g5, 7.9 8605 izomeraz
trans Izomeraz A
7006 Transgelin2 | 22377 84 | 27775 | 1umor Baskilayi
Protein
Heterojen Niikleer
8209 Riboniikleoprotein | 37406 9,2 14281 | Riboniikleoprotein

A2/B1
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Sekil 3.6. 8209 numaral1 spota ait temsili MS/MS spektrumlari.
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3.3.2. Sekretom Orneklerinin LC-MS/MS Sonuclar1

Sekretom oOrneklerinde segilen spotlarin LC-MS/MS ile protein identifikasyonlari
sonucunda PLGS skorlar1 en yiiksek olan proteinler degerlendirmeye alindi. Segilen
13 adet spottan 0203 numarali spot SPARC, 0403 numarali spot kalretikulin, 0902
numarali spot amiloid p A4 (APP751 Izoformu), 1704 numarali spot endoplazmin,
2002 numaral1 spot galektin-1, 2602 numarali spot GRP-78, 6202 numarali spot alfa-
enolaz, 7204 numarali spot alfa-enolaz, 8001 numarali spot peptidil prolil cis-trans
izomeraz A, 9002 numarali spot peptidil prolil cis-trans izomeraz B, 9106 numarali
spot gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz, 9306 numarali spot EF-1 (Putative
elongation factor 1 alpha like 3) ve 9307 numarali spot tirokinaz tip plazminojen
aktivatori olarak belirlendi. Segilen spotlarin protein identifikasyon sonuglari, PLGS
skorlar1 ve protein fonksiyonlar1 Cizelge 3.4.’de yer almaktadir. 9307 numarali spota
ait temsili MS/MS spektrumlar1 Sekil 3.7.’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.4. Sekretom grubunda segilen spotlarin LC-MS/MS sonuglari.

Molekiil

izoelektrik

Spot . o PLGS Protein
Protein Ad1 Agirhg Noktasi -
Numarasi Skoru Fonksiyonu
(Da) (PH) Y
Ekstraselliiler
0203 SPARC 34609 4,5 4886 Matriks
Proteini
0403 Kalretikulin 48111 4,1 5534 Saperon
Amiloid BA4 Serin Proteaz
0902 (APP751 84764 4,5 1520 A
. Inhibitoru
Izoformu)
GRP-94
1704 (Endoplazmin) 92411 4.6 7611 Saperon
Galaktozid
2002 Galektin-1 14706 51 2855 Baglayici
Protein
2602 GRP-78 72288 4,9 gge7 | Saperon/Stres
Proteini
6202 Alfa-Enolaz 47139 7.2 3430 Liyaz
7204 Alfa-Enolaz 47139 7,2 3083 Liyaz
Peptidil Prolil
8001 cis-trans 18000 7.9 1652 [zomeraz
[zomeraz A
Peptidil Prolil
9002 cis-trans 23727 9,9 7594 [zomeraz
[zomeraz B
Gliseraldehit 3
9106 fosfat 36030 8,7 13439 | Oksidorediiktaz
dehidrogenaz
EF-1 (Putative
elongation o
9306 factor 1 alpha 50153 9,4 3961 Uzama Faktorii
like 3)
Urokinaz Tip
9307 Plazminojen 48475 8,3 5618 Serin Proteaz

Aktivatori
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Sekil 3.7. 9307 numarali spota ait temsili MS/MS spektrumlart.
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4. TARTISMA

Kanser hiicrelerinin yapilar1 ve fonksiyonlar1 normal hiicrelere gore oldukga
farklidir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin protein ekspresyonu kanser hiicrelerinin
karsiligit olan normal hiicrelerin protein ekspresyonuyla oldukga farklilik
gostermektedir (Deng ve ark., 2006). Protein ekspresyonunda meydana gelen bu
degisimler tiimorogenezle iliskilidir. Bununla birlikte proteomik caligmalarda en
onemli hedef bu ekspresyon farkliliklari sonucu ortaya konan ve kanserin

diagnozunda biiyiik 6neme sahip tiimor belirteglerinin kesfidir (Zang ve ark., 2008).

Giiniimiize kadar Iki boyutlu jel elektroforezi ile baglantili kiitle
spektrometresini igeren karsilagtirmali proteomik analizler karaciger, akciger, prostat
ve ovaryum kanseri gibi birgok kanser tiirlinde uygulanmistir (Guo ve ark., 2007).
Proteinlerin organizmadaki rollerinin 6nemi goz Oniinde bulunduruldugunda
proteomik analizler, kanserin molekiiler mekanizmasinin anlagilmasinda ve tiimor

belirteclerinin kesfinde etkili bir yontemdir (Rubporn ve ark., 2009).

Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore daha fazla stres igeren ortamlarda
canliliklarmi  stirdiiriirler.  Bu  stresi yaratan durumlar kanser hiicrelerinin
sayilarindaki fazlalik ile birlikte besin miktarindaki yetersizliktir. Buna ilaveten
DNA hasar1 ve ultraviyole radyasyon gibi stres olusturucu faktorler kanser

hiicrelerinde stres olusumunu tetikler (Ando ve ark., 2013).

Is1 soku proteinleri (HSP) molekiiler saperonlar olup, protein katlanmasi,
taginmasi ve strese karsi hiicrenin canliligini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan protein
yapilarinin olusturulmasinda gorev alirlar (Rubporn ve ark., 2009). Katlanmamis
polipeptidlere baglanan 1s1 soku proteinleri protein yapimimna yardimci olmak
amaciyla iki yolda gorev alirlar. Birincisi nonprodiiktif protein-protein etkilesimlerini
bloke ederler, ikincisi proteinlerin normal olarak katlanmalarina aracilik ederler
(Johansson ve ark., 2006). Is1 soku proteinleri protein katlanmasi, protein yapilarinin

diizenlenmesi ve istenmeyen protein kiimelenmesinden korunma gibi protein-protein



57

etkilesimlerinde gorev alan fonksiyonel protein smifidir. Ist soku proteinlerinin
ekspresyonu sicakligin artmasi ve oksidatif stres gibi fizyolojik ve patofizyolojik

uyarilarla indiiklenir (Shen ve ark. 2013).

Mortalin mitokondriyal proteinlerin katlanmasinda goérev alan bir proteindir
(Rozenberg ve ark., 2013). Mortalin 1s1 soku protein ailesinin bir {iyesi olup stres
yaniti, glikoz regiilasyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve
tiimorogenezde 6nemli rolleri mevcuttur (Yi ve ark., 2008). Bir¢ok tiimor hiicresinde
mortalin ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir. Mortalin  kanser hiicrelerini
sitotoksisiteden korur, kanser hiicrelerinin yaslanmasini engeller ve hiicreleri

apoptozise karsi korur (Rozenberg ve ark., 2013).

Mortalinin ekspresyonu stres kosullari altinda artar. Mortalin p53’iin hiicre
cekirdegine girmesini inhibe ederek p53 fonksiyonunu engeller. Bunun sonucunda
stres kosullarinda bir timor baskilayict olan p53’iin fonksiyonu ve dolayisiyla
apoptozis engellenir. Bu durum kanser hiicresinin kendisini stresten korumasi i¢in

mortalin ekspresyonunu arttirmasina sebep olur (Ando ve ark., 2013).

Dundas ve ark. (2005) yaptiklar1 bir ¢calismada kolorektal adenokarsinomada
mortalin ekspresyonunun arttigini ve bu durumun diisiik hayatta kalma orani ile
iligkili oldugunu bildirmislerdir. Yi ve ark. (2008) mortalin ekspresyonunun
hepatoselliiler karsinoma metastazi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir. Takano

ve ark. (1997) ise mortalin ekspresyonunun beyin tiimoriinde arttigini bildirmislerdir.

Bir diger 1s1 soku proteini olan endoplazminin timér olusumu ile baglantili
cesitli biyolojik siireglerde onemli rolleri mevcutur. Endoplazmin stres sonrasi
denatiire olan proteinlerin tekrar katlanmalarini saglayarak tiimor hiicrelerinin
canliliklarini siirdiirmelerini kolaylastirir. Endoplazmin HSP-90 protein ailesinin bir
tiyesidir. HSP-90 glikokortikoid reseptorleri ve AKT sinyal yolagina dahil olarak
glikoz metabolizmasini, hiicre proliferasyonunu ve hiicre goclinii arttirirken,
apoptozisi azaltir. Bununla beraber endoplazmin ekspresyonunun meme kanseri

metastazi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Cawthorn ve ark., 2012).
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HSP-60 1s1 soku proteini normal sartlarda birgcok farkli organizmada, dokuda
ve memeli hiicrelerinde bol miktarda bulunur. HSP-60’mm normal olmayan
ekspresyon diizeylerinin otoimmun hastaliklarla iligkili oldugu ve malign
hastaliklardaki antijen varliginda rolii oldugu diigiiniilmektedir. HSP-60’1n biyolojik
rolii ve karsinogenezde belirteg olarak potansiyel kullanimi birkag calisma ile
arastirtlmistir. Ayrica HSP-60’1n monosit-makrofaj sisteminde sitokinlerin tiretimini
indiikleme yoniinde kabiliyeti oldugu gosterilmistir (Johansson ve ark., 2006).
Kolorektal karsinogenez sirasinda HSP-60 ekspresyonunun arttigi tespit edilmis ve
bu durumun tiimoral farklilasma, patofizyolojik karakteristik ve kolorektal kanser
metastaziyla iligkili oldugu saptanmistir (Shen ve ark. 2013). Johansson ve ark.
(2006) yaptiklar1 bir g¢alismada HSP-60’1n prostat kanser hiicre hatlarindaki
ekspresyon diizeylerine bakarak bu proteinin prostat kanseri malignansisiyle
baglantili olabilecegini bildirmislerdir. Zang ve ark. (2008) ¢aligmalarinda HSP-60
ekspresyonunun mide kanseri hiicre hattinda mide epitel hiicre hattina gore arttigin
bildirmislerdir. Yang ve ark. (2013) yaptiklari bir galismada HSP-60 ekspresyonunun
adrenokortikal karsinoma dokusunda normal adrenokortikal dokuya gore arttigini
bildirmislerdir. Rubporn ve ark. (2009) ise HSP-60 ekspresyonunun akciger kanser

hiicre hattinda akciger fibroblast hiicre hattina gére arttigini bildirmislerdir.

Saperonlar proteinlerin fonksiyonel yapilarinin olusturulmasi igin gerekli
protein katlanmasi i¢in vazgeg¢ilmez molekiiler yapilardir. Saperonlarin bir iiyesi olan
TCP-1’in tiimorlerdeki rolii iizerine sinirl bilgi mevcuttur. TCP-1 hiicre canliligi i¢in
vazgecilmez bir saperon olup proteinlerin dogru katlanmasinda gorev alir. Aktin gibi
bir dizi proteinin fonksiyonu 6zellikle TCP-1 {izerine kuruludur ve diger saperonlar
bu fonksiyonu yerine getiremezler. Onemli hiicresel fonksiyonlarma ragmen TCP-
1’in tiimorlerdeki ekspresyonu ve fonksiyonu iizerine fazla bilgi yer almamaktadir

(Coghlin ve ark., 2006).

TCP-1-¢, aktin ve tubulin proteinlerinin katlanmasina aracilik eder. Kolorektal
kanserde TCP-1-¢ ekspresyonunda artis gozlemlenmis ve bu durumun kanserin
progresyonu ile iligkili oldugu saptanmistir (Shen ve ark. 2013). Coghlin ve ark.
(2006) yaptiklar: bir ¢alismada TCP-1-f ve TCP-1-g¢ ekspresyonunun kolorektal
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kanserde arttigini bildirmislerdir. Li ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢calismada TCP-1
ekspresyonunun akciger skuaméz hiicreli karsinom dokusunda normal brons epitel
dokusuna gore arttigini bildirmislerdir. Yang ve ark. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada
TCP-1 ekspresyonunun adrenokortikal karsinoma dokusunda normal adrenokortikal

dokuya gore arttigini bildirmislerdir.

Kalretikulin kalsiyum baglayici protein olarak tanimlanmakla birlikte hiicre
adhezyonu, otoimmunite ve 1s1 soku gibi bir¢ok hiicresel fonksiyon ve patofizyolojik
stirecte gorev almaktadir. Birgok kanser tlirlinde kalretikulin ekspesyonunda artig
tespit edilmis ve bu ekspresyon artisinin kanserde hiicresel strese bagli olarak
gelistigi  diisliniilmektedir. Ayrica kalretikulin ekspresyonunun adrenokortikal
karsinoma dokusunda normal adrenokortikal dokuya gore arttig1 bildirilmistir (Yang
ve ark., 2013).

Tez calismasinda saperon proteinleri olan mortalin, endoplazmin, HSP-60,
TCP-1-¢ ve TCP-1-p ekspresyonlari fibrosarkoma hiicre lizati1 6rneklerinde fibroblast
hiicre lizati 6rneklerine gore anlamli artis gostermistir. Bunun yaninda fibrosarkoma
sekretom Orneklerinde kalretikulin ekspresyonuna rastlanmis olup fibroblast
sekretom Orneklerinde rastlanmamistir. Bu saperon protein ekspresyonlarinin kanser

hiicrelerinde goriilen strese baglh olarak fibrosarkomada arttig1 diigiiniilmektedir.

STI1 (Stress-induced-phosphoprotein 1) 1s1 soku proteini diizenleyici protein
olarak da adlandirilir. STI1 HSP-70 ve HSP-90’in protein katlanmasindaki
fonksiyonlarimi koordine eden bir adaptor proteindir. STI1 ekspresyonunun meme
kanserinde arttig1 bildirilmistir (Wang ve ark., 2010). Tez g¢alismasinda STI1
ekspresyonunun fibrosarkoma hiicre lizati o6rneklerinde fibroblast hiicre lizati
orneklerine gore anlamli derecede arttigi  goriilmistiir.  Fibrosarkomada
ekspresyonlarinda artis tespit edilen 1s1 soku proteinleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda bir 1s1 soku proteini diizenleyicisi olan STII proteininin artiginin

bu durumla baglantili oldugu diisiiniilmektedir.
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Galektin-1, B-galaktozid baglayici proteinler ailesinin bir tiyesi olup hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinde gorev alir (Ge ve ark., 2012). Galektin-1’in
ekspresyonunun melanom, ovaryum, akciger, tiroid ve kolorektal kanser gibi birgok
kanser tiiriinde normal dokuya kiyasla arttig1 bilinmektedir. Bu ekspresyon artiginin
kanserin metastazi ve kotii prognozu ile iligkili oldugu ortaya konulmustur. Galektin-
1’in kanserde temel gorevi tiimor progresyonunu tesvik etmesidir (Ito ve ark., 2012).
Yapilan arastirmalar Galektin-1’in hiicre adhezyonunda ve gelisiminde, apoptoziste,
metastazda ve inflamasyonda rol aldigimni gostermistir. Timor hiicreleri tarafindan
eksprese edilen galektin-1’in ekstraselliiler matriks’de yer alan laminin ve
fibronektinin ¢apraz baglanmasini etkileyerek tiimér hiicrelerinin adhezyonunu
arttirdig1 bilinmektedir (Ergetin ve ark., 2011). Bununla birlikte galektin-1’in timor
anjiyogenezinde rolii oldugu bilinmektedir. Galektin-1 vaskiiler endotelyal hiicre
biiylimesini uyararak ve yeni olusan kapiller damarlara fiziksel destek saglayarak
anjiyogenezde rol oynar (Ito ve ark., 2012). Ge ve ark. (2012) yaptiklar1 bir
caligmada galektin-1 ekspresyonunun nazofaringeal karsinoma (Nasopharyngeal
carcinoma-associated stromal fibroblast) sekretomunda normal fibroblast
sekretomuna gore arttigin1  bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda fibrosarkoma
sekretomunda galektin-1 ekspresyonuna rastlanmis olup fibroblast sekretomunda
rastlanmamustir. Bu durumun galektin-1’in tiimér gelisimindeki 6nemli roliinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 kanser hiicresinin canliligimi
stirdiirebilmesi igin biiyiilk 6nem arz eden bir proteindir. Heterojen niikleer
riboniikleoprotein A2/B1 telomer baglayici bir protein olup kanserli hiicrenin
yaslanmasini engeller ve telomer uzunlugunun korunmasinda gorevli telomeraz
enzimi Uzerine fonksiyonunu gosterir. Heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1
bunun yaninda hiicre proliferasyonunda da rol almaktadir (Chang ve ark., 2013).
Pino ve ark. (2003) yaptiklar1 bir ¢caligmada akciger kanserinde heterojen niikleer
riboniikleoprotein A2/B1’in ekspresyonunun arttigini bildirmiglerdir. Chang ve ark.
(2013) yaptiklar1 bir ¢alismada heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/BI
ekspresyonunun agiz kanseri hiicre hatti sekretomunda normal primer hiicre hatti

sekretomuna gore arttigini bildirmislerdir. Zang ve ark. (2008) yaptiklart bir
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caligmada heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 ekspresyonunun mide kanseri
hiicre hattinda mide epitel hiicre hattina gore arttigim1 bildirmislerdir. Tez
calismasinda heterojen niikleer riboniikleoprotein  A2/B1  ekspresyonunun
fibrosarkoma hiicre lizati 6rneklerinde fibroblast hiicre lizat1 6rneklerine gore anlaml
derecede arttigr gorilmistir. Bu artisin  heterojen niikleer riboniikleoprotein
A2/Bl’in kanser hiicrelerinin canliliklarii siirdiirebilmelerindeki 6nemli rollerine

bagl oldugu diistiniilmektedir.

Transgelin-2 aktin baglayict proteinlerin kalponin ailesinin bir iiyesidir.
Transgelin’in homologu olan transgelin-2 ekspresyonunun hepatoselliiler karsinoma,
akciger adenokarsinomu ve pankreas kanserinde arttigi goézlemlenmistir. Bunun
yaninda kolorektal kanserde transgelin-2 ekspresyonunun artmasinin lenf nodiili
metastaziyla, uzak metastazla ve tiimor nod metastaz (TNM) derecelendirilmesiyle
iliskili oldugu gosterilmistir (Nohata ve ark., 2011). Deng ve ark. (2006) yaptiklari
bir ¢calismada transgelin-2 ekspresyonunun meme kanseri dokusunda normal meme
dokusuna gore arttigini1 bildirmislerdir. Yang ve ark. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada
transgelin-2  ekspresyonunun adrenokortikal ~karsinoma dokusunda normal
adrenokortikal dokuya gore arttigini bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda transgelin-2
ekspresyonunun fibrosarkoma hiicre lizati oOrneklerinde fibroblast hiicre lizati
orneklerine gore anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir. Bu artis transgelin-2’nin

fibrosarkomanin gelisiminde potansiyel roliiniin oldugunu diistindiirmektedir.

Osteonektin olarak da isimlendirilen SPARC (secreted protein and rich in
cysteine) matriselliiler protein ailesinin bir {yesidir. SPARC hiicre-matriks
etkilesimlerini ve ekstraselliiller matriks in yapisina katilmadan hiicre fonksiyonunu
diizenler. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma SPARC’1n hiicreleri stres kaynakli
apoptozisten korudugunu ortaya koymustur. Bir diger yandan bazi calismalarda
SPARC’m kanser hiicrelerinde apoptozisi tesvik ettigi gosterilmistir (Yin ve ark.,
2010).

SPARC’1n ¢esitli kanser tiirlerinde 6nemli rolleri oldugu iizerine c¢alismalar

mevcut olmasina karsin kanser progresyonuna ve gelisimine yaptigi katki ve
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fonksiyonu hala netlik kazanmamistir. SPARC’in ekspresyon diizeyinin g¢esitli
kanser tiirlerinde normal dokulara gore farklilik gosterdigine dair ¢alismalar
mevcuttur. Ekspresyon diizeyindeki degisim kanser tipine gore farklilik
gostermektedir. Meme kanseri, glioblastoma ve melanoma da SPARC
ekspresyonunun arttigi bildirilmistir. Ekspresyon diizeylerindeki bu artis SPARC’in
tiimor gelisimi iizerine potansiyel rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsin
ovaryum, kolorektal ve pankreas kanserlerinde SPARC’1n ekspresyonunun azaldigi
bildirilmigtir. Bu diistis SPARC’1in tiimor olusumunda kisitlayict etkisi oldugunu
disiindiirmektedir (Tai ve Tang, 2008). Bu arastirmalar sonucunda SPARC’1n timor
olusumundaki roliiniin hiicre tipi spesifik oldugu ve tiimor hiicrelerini ¢evreleyen
ortamin etkisine gore degisebilecegi disiiniilmektedir (Yin ve ark., 2010). Tez
caligmasinda fibrosarkoma sekretomunda SPARC ekspresyonuna rastlanmis olup
fibroblast sekretomunda rastlanmamistir. SPARC ekspresyonunun kanser tiiriine
gore degiskenlik gosterdigi diisiiniildiigiinde fibrosarkoma sekretomunda SPARC
ekspresyonu gozlenmesinin 6nemli oldugu ve SPARC’n fibrosarkomanin geligimi

lizerine potansiyel rolii oldugu diistintilmektedir.

Protein disiilfit izomeraz okaryotik endoplazmik retikulumda bulunan bir
enzim olup protein katlanmasi sirasinda sistein kalintilar1 arasindaki disiilfit baglarin
olusumunu ve kirilmasin1 Katalizler. Mide kanserinde protein disiilfit izomeraz
ekspresyonunda artis tespit edilmistir. Bunun yaninda protein disiilfit izomeraz’in
malign gliomanin invaziv 6zellikleri ile iligkili oldugu saptanmistir. Ayrica protein
disiilfit izomeraz’in kolorektal kanser hiicre hatti olan caco-2 hiicre hattinin
proliferasyonu ve farklilasmasi tizerine etkisi oldugu bildirilmistir (Shen ve ark.
2013). Tez caligmasinda protein disiilfit izomeraz A3 ve A6 ekspresyonlar
fibrosarkoma hiicre lizati 6rneklerinde fibroblast hiicre lizat: 6rneklerine gore anlaml
artis gostermistir. Bu artis protein distilfit izomeraz A3 ve A6’nin fibrosarkomanin

gelisiminde potansiyel rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

Alfa-enolaz, glikolizdeki roliiniin disinda, biliylimenin kontroldi, hipoksi
toleransi, alerjik yanmit gibi birgok siirecte rol aldigi gibi bircok tiimér tipinde

diagnostik belirte¢ olarak dikkate alinmasi gerektigi diisiiniilen ¢cok fonksiyonlu bir
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enzimdir. Yakin zamanda enolazin memeli hiicrelerinde 3 izoformunun oldugu
saptanmistir.  Bunlar  alfa-enolaz, beta-enolaz ve gama-enolaz  olarak

isimlendirilmistir (Rubporn ve ark., 2009).

Tiimor gelisimi sirasinda tiimor hiicrelerinde glikoz metabolizmasinda artig
meydana gelir. Buna bagli olarak glikolitik bir enzim olan alfa-enolaz’in
ekspresyonu tiimor hiicrelerinde artar. Ayrica alfa-enolaz’in kanser hiicrelerinin
invazyonunda etkili olduklar1 bilinmektedir (Ramos ve ark., 2012). Alfa-enolazin
kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde tiimoér malignansisinin belirlenmesinde
rolii oldugu gosterilmistir (Rubporn ve ark., 2009). Huang ve ark. (2006) yaptiklar
bir ¢alismada kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri sekretomunda alfa-enolaz
ekspresyonunun arttigini  bildirmiglerdir. Rubporn ve ark. (2009) yaptiklar1 bir
calismada alfa-enolaz ekspresyonunun akciger kanser hiicre hattinda akciger
fibroblast hiicre hattina gore arttigini bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda fibrosarkoma
sekretomunda alfa-enolaz ekspresyonuna rastlanmis olup fibroblast sekretomunda
rastlanmamustir.  Fibroblast — sekretomuyla  karsilagtirildiginda  fibrosarkoma
sekretomunda alfa-enolaz ekspresyonuna rastlanilmasinin bu proteinin kanserdeki

rolii ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Peptidil prolil cis-trans izomeraz, apoptozis, yangi, protein katlanmasi gibi
birgok biyolojik siiregte rol almaktadir. Peptidil prolil cis-trans izomeraz A
ekspresyonunun akciger kanser hiicre hattinda akciger fibroblast hiicre hattina gore
arttig1 bildirilmistir (Rubporn ve ark., 2009). Tez ¢alismasinda peptidil prolil cis-
trans izomeraz A ekspresyonunun fibrosarkoma hiicre lizat1 6rneklerinde fibroblast
hiicre lizati 6rneklerine gore anlamli artis gosterdigi goriiliirken fibrosarkoma
sekretomunda peptidil prolil cis-trans izomeraz A ve B ekspresyonuna rastlanilmistir.
Bu durum peptidil prolil cis-trans izomeraz A ve B’nin fibrosarkomanin geligimi

lizerine potansiyel rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Ekstraselliiler matriks ve bazal membranin yikimi timdr invazyonu ve
metastaz i¢in biliylk O6nem tasir. Ekstraselliller matriks’in  yikimlanmasi

metalloproteazlar ve serin proteazlari gibi ekstraselliiler proteolitik enzimler
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vasitasiyla gerceklesir. Plazminojen aktivatorleri inaktif bir pro-enzim olan
plazminojenin plazmine doniisimiinii katalizler. Plazmin ekstraselliiler matriksin
yikiminda rol oynadigi gibi tip-IV kollogenaz gibi enzimleri aktive eder.
Plazminojen aktivatorleri iginde yer alan iirokinaz tip plazminojen aktivatorii ve
reseptoriiniin tiimor gelisiminde énemli roller iistlendigi bilinmektedir. Urokinaz tip
plazminojen aktivatorii hem normal hem de kotii huylu hiicrelerde tiretilir. Normal
hiicrelerde dokunun yeniden yapilandirilmasinda rolii mevcuttur. Ko6tii huylu
hiicrelerde ise metastaz i¢in biiyilk 6nem teskil eden ekstraselliiller matriks’in ve
bazal membranin yikiminda gorev alir (Kaneko ve ark., 2003). Sardana ve ark.
(2007) yaptiklar1 bir calismada prostat kanseri i¢in aday timor belirteglerini
arastirmiglar ve arastirma sonucunda prostat kanseri hiicre hatti sekretomunda
irokinaz tip plazminojen aktivatorii ekspresyonunu bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda
fibrosarkoma sekretomunda iirokinaz tip plazminojen aktivatorii ekspresyonuna
rastlanmis olup fibroblast sekretomunda rastlanmamuistir. Bu durumun trokinaz tip
plazminojen aktivatoriiniin timor gelisiminde tistlendigi 6nemli rollere bagli oldugu

distiniilmektedir.

NDRG1 (human N-myc downstream-regulated gene 1) geni metastaz
baskilayic1 gen olup hiicre farklilagmasi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve stres
yanit1 gibi birkag fonksiyondan sorumludur. NDRG1 geni NDRGL1 proteinini kodlar.
NDRG1 proteininin hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda rolii olduguna dair
bircok ¢aligma mevcuttur. NDRGI1 proteini hiicresel farklilagsmada rol aldig1 gibi bazi
metaller ve hormonlar ile etkilesim gosterir. NDRGI ayrica karsinogenez,
anjiyogenez, timor invazyonu, metastaz ve ilag direngliliginde rol oynar. Bunun
yaninda NDRG1 ve NDRG2’nin tiimor baskilayici olduklarina iliskin potansiyel
rolleri oldugu bilinmektedir (Wang ve ark., 2012; Dos Santos ve ark., 2012).

NDRGI1 daha cok epitelyal hiicreler tarafindan eksprese edilir. Bunun
yaninda kalp, beyin, plasenta, karaciger, kas, bobrek, bagirsak ve pankreasta
mevcuttur. Immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik calismalar NDRG1’in
dokulara gore degismekle birlikte sitoplazmik veya niikleer lokalizasyon gosterdigini

ortaya koymustur (Wang ve ark., 2012; Dos Santos ve ark., 2012).
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Anormal NDRG1 ekspresyon diizeyleri bazen karsinomun derecesine bagh
olmak {izere birgok farkli tiimorde tespit edilmistir (Dos Santos ve ark., 2012).
NDRGI ekspresyonu akciger, karaciger ve meme kanserinde normal dokulara gore
anlamli derecede yiiksektir. Bunun yaninda NDRGI1 ekspresyon diizeyinin normal
akciger dokusunda oSlgiilemeyecek diizeyde iken akciger kanser dokusunda yiiksek
derecede eksprese edildigi ortaya konulmustur. Bu durum NDRG1’in akciger kanseri
i¢in belirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Wang ve ark., 2012). Bazi
calismalar prostat kanserinde normal hiicrelere gore NDRGI1 ekspresyonunun
arttigin1 gostermistir. Bununla birlikte melanom, akciger, karaciger, meme, renal,
servikal ve oral kanserlerde de NDRGL1 ekspresyonunda artis mevcuttur (Dos Santos
ve ark., 2012). Guan ve ark. (2000) yaptiklar1 bir ¢alismada kolon kanserinde
NDRGT!’in in vitro invazyonu ve in vivo metastazi muhtemelen hiicre farklilagmasini
baskilayarak kisitladigini ortaya koymuslardir. Dos Santos ve ark. (2012) yaptiklari
bir calismada NDRG1 ekspresyonunun orofarengeal skuamoz hiicre karsinomunda
arttigin1 bildirmiglerdir. Tez calismasinda fibrosarkoma hiicre lizati orneklerinde
fibroblast hiicre lizati 6rneklerine gére NDRG1 ekspresyonunun anlamli derecede
arttig1 goriilmiistiir. Bu artisin NDRG1’in kansinogenezdeki roliiyle baglantili oldugu

diistiniilmektedir.

MVP kemoterapotik ajanlarim hiicre i¢i diizeylerini azaltarak c¢ogul ilag
direncine sebep olan bir proteindir (Sasaki ve ark., 2002). MVP bobrek, kalp,
akciger, kas doku, tiroid, prostat ve testis dokusunda mevcuttur. Ayrica MVP
bowman kapsiiliiniin epitelyal hiicrelerinde ve distal tiibiillere gore proksimal
tiibiillerde daha fazla olmak iizere tiibiillerde tespit edilmistir. Bu arastirmalar
MVP’nin s6zii gegen organlarda fizyolojik rollerinin oldugunu diisiindiirmektedir
(lkeda ve ark., 2008). Giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarla MVP ekspresyonu
birgok tiimorde gosterilmisti. MVP ekspresyonu ile kemoterapiye hassasiyetin
azalmasi arasindaki iliski T hiicreli 16semi, osteosarkoma, akut I6semi, prostat
kanseri, ovaryum kanseri, akut myeloid 16semi ve akciger kanserinde gosterilmistir.
MVP ekspresyonu testis kanseri, akciger kanseri, ovaryum kanseri, meme kanseri,
osteosarkoma, mide kanseri, kolorektal kanser, pankreas kanseri gibi birgok kanser

tiriinde gosterilmistir (Sasaki ve ark., 2002). Ikeda ve ark. (2008) yaptiklari bir
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calismada kolon kanser hiicrelerinin hiperozmotik strese maruz kalmasi sonucunda
MVP ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda fibrosarkoma hiicre
lizatinda MVP ekspresyonu fibroblast hiicre lizati 6rneklerine goére anlamli diisiis
gostermistir. Bu durum MVP’nin fibrosarkomanin molekiiler mekanizmasinda rolii

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Amiloid beta A4 proteininin alzheimer hastaliginin gelisimindeki rolii uzun
yillardir bilinmektedir. Bunun yaninda son zamanlarda yapilan ¢aligmalar amiloid
beta A4’iin biiyime faktorleri ve NF-KB metabolik yolunun aktivasyonu ile iliskili
oldugunu gostermistir. Amiloid beta A4 proteininin bu fonksiyonu amiloid beta A4
proteininin kanser gelisiminde rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Amiloid beta A4
protein ekspresyonu pankreas, prostat, kolon ve skuaméz hiicreli karsinom gibi
kanserli dokularda artis gosterir (Chaker ve ark., 2012). Minamida ve ark. (2011)
yaptiklart bir ¢alismada amiloid beta A4 protein ekspresyonunun renal hiicreli
karsinoma dokularinda normal bobrek dokularina gore bir degisiklik gostermedigini
bildirmislerdir. Chaker ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada amiloid beta A4
protein ekspresyonunun agresif tiroid kanser hiicre hatlarinin sekretomunda agresif
olmayanlara gore arttigini bildirmislerdir. Sardana ve ark. (2007) yaptiklart bir
caligmada prostat kanseri i¢in aday timor belirteglerini arastirmiglar ve arastirma
sonucunda prostat kanseri hiicre hatti sekretomunda amyloid beta A4 protein
ekspresyonunu bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda fibrosarkoma sekretom 6rneklerinde
amyloid beta A4 ekspresyonuna rastlanmis olup fibroblast sekretom Orneklerinde
ekspresyon gozlenmemistir. Son zamanlarda amyloid beta A4 proteinin kanser
gelisimindeki rolii olabilecegine dair yapilan c¢aligmalar 1s18inda bu proteinin

fibrosarkomanin gelisiminde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sekretom Orneklerinde identifikasyonu yapilan 4 spotun hiicre i¢i proteinler
olan endoplazmin, GRP-78, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz ve EF-1 (Putative
elongation factor 1 alpha like 3) oldugu goriilmistiir. Sekretomda yer alan
proteinlerin hiicre disina salgilanan proteinler olmasi gerekliligi ve identifikasyonu
yapilan bu proteinlerin hiicre i¢i yer alan proteinler olduklar1 diisiintildiigiinde bu

durumun sekretom Orneklerinin hazirlanmas1 agamasinda olii hiicrelerden ortaya
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ciktig1 diistiniilmektedir. Dolayisiyla sekretom Orneklerinde identifikasyonu yapilan

bu proteinler degerlendirmeye alinmamustir.



68

5. SONUC VE ONERILER

Iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve sivi kromatografi-ardisik
kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak yapilan karsilastirmali proteomik
analizler glinlimiize kadar akciger kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri basta
olmak {iizere bircok kanser tiirlinde uygulanmigtir. Bu calismalar sonucunda
identifiye edilen proteinlerin kanserin diagnozunda ve prognozunda énemli olduklar1
ortaya kondugu gibi kanserin molekiiler mekanizmasinin a¢iga kavusmasinda da
etkili olmusglardir. Bununla birlikte bu yonde yapilan proteomik ¢aligmalar ile timor

belirteglerinin kesfinde 6nemli adimlar atilmistir.

Calismada 2D-PAGE ile birlikte LC-MS/MS yontemleri kullanilarak insan
fibrosarkoma ve fibroblast hiicre hatlarinin karsilastirmali proteomik analizleri
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in hem fibrosarkoma hem de fibroblast hiicre
hatlarindan hiicre i¢i proteinlerinin analiz edilmesi amaciyla hiicre lizati, hiicre disina
salgilanan proteinlerin analiz edilmesi amaciyla sekretom 6rnekleri olusturulmustur.
Fibrosarkoma ve fibroblast hiicre lizati orneklerinin karsilastirmali analizinde
spotlarin yogunluk degerleri % 95 giiven araliginda student t-test ile analiz edilmistir
(p<0,05). Yapilan istatistik sonucunda 13 protein ekspresyonu fibrosarkomada
anlamli derecede yiiksek bulunmus, 1 protein ekspresyonu ise fibrosarkomada
anlamli derecede diisiik bulunmustur. Toplamda istatistiksel olarak anlamli bulunan
14 proteinin identifikasyon islemi kiitle spektrometresi ile gergeklestirilmistir.
Sekretom oOrnekleri kalitatif olarak karsilastirilmis olup fibrosarkoma sekretomunda
gbzlemlenip fibroblast sekretomunda gozlemlenmeyen dansiteleri en yiiksek olan 13
protein kiitle spektrometresi ile identifiye edilmistir. Hem hiicre lizat1 6rneklerinde
hem de sekretom Orneklerinde tanimlanan bu proteinlerin kanserde hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, invazyon, metastaz ve apoptozis ile ilgili

fonksiyonlart oldugu bilinmektedir.

Normal ve kanser hiicre hatlarinin potansiyel tiimor belirtecleri aranmasi

amaciyla yapilan karsilastirmali proteomik analizlerinde en degerli bilgi sekretom
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orneklerinden elde edilen bilgidir. Bunun nedeni sekretom Orneklerinde farkli
ekspresyon gosteren proteinlerin hiicre disina salgilanan proteinler olmasi ve bu
proteinlerin kan ve idrar gibi biyolojik sivilarda tespit edilebilme olasiliginin
bulunmasidir. Tez c¢alismasinda 6zellikle sekretom Orneklerinde identifikasyonu
yapilan SPARC, Kalretikulin, amiloid B A4 (APP751 izoformu), Galektin-1, alfa
enolaz, tirokinaz tip plazminojen aktivatorii, peptidil prolil cis-trans izomeraz A ve B
hiicre disina salgilanan proteinler olup fibroblast sekretomu ile karsilastirildiginda
sadece fibrosarkoma sekretomunda ekspresyonuna rastlanmigtir. Sekretomda
identifikasyonu yapilan bu proteinlerin fibrosarkoma i¢in potansiyel timor

belirtegleri olarak hizmet edebilecekleri diisiiniilmektedir.

Hiicre lizati orneklerinde identifikasyonu yapilan ve fibrosarkomada
ekspresyonu artan proteinler olan protein disiilfit izomeraz A6, endoplazmin, HSP-60
(Heat Shock Protein 60), protein NDRG1, TCP-1-¢ (T Complex Protein 1 subunit
epsilon), GRP-75 (Mortalin), TCP-1-B (T Complex Protein 1 subunit beta), protein
disiilfit izomeraz A3, STII (Stress Induced Phosphoprotein 1), peptidil prolil cis-
trans izomeraz A, transgelin-2, heterojen niikleer riboniikleoprotein A2/B1 ve
ekspresyonu azalan MVP (Major Vault Protein) ile sekretomda identifikasyonu
yapilan diger proteinlerin fibrosarkomanin molekiiler mekanizmasinin, patogenezinin
ve Kkarsinogenezinin anlasilmasina katkida bulunacagi distiniilmektedir. Tez
calismasinda hem hiicre lizati hem de sekretom 6rneklerinde identifikasyonu yapilan
bu proteinlerin ileride yapilacak olan klinik ¢alismalar ile birlikte fibrosarkoma igin

potansiyel tiimor belirteci ve ilag hedefi olarak kullanilabilirlikleri aydinlatilacaktir.

Gilinlimiize kadar kanserin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmas:1 ve
potansiyel yeni tiimoOr belirteclerinin aranmasi amaciyla bir¢ok kanser tiiriinde
karsilastirmali proteomik analizler gergeklestirilmis olup, fibrosarkoma ve fibroblast
hiicre hatlar1 ile yapilan bu proteomik ¢alismanin literatiire ayrica katki saglayacagi
gibi ileride bu konu ile ilgili yapilacak klinik ¢aligmalara da temel teskil edecegi

kanisindayiz.
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OZET

Fibrosarkoma ve Deri Fibroblast Hiicre Hatlarmin Karsilastirmali Proteomik
Analizleri

Proteom terimi bir genom tarafindan kodlanan tiim proteinleri tanimlar. Proteomik terimi ise
bir organizma, doku veya hiicre hattindan eksprese edilen biitiin proteinlerin genis capl
olarak analiz edilmesi islemini ifade eder. Normal ve kanser hiicre hatlarinda yapilan
karsilagtirmali proteomik analizler kanser gelisiminin molekiiler mekanizmasinin daha iyi
anlagilmasi ve yeni timor belirteglerinin veya ilag hedeflerinin gelistirilmesinde 6nemli bir
yer tutar.

Caligmanin amaci fibrosarkoma ve deri fibroblast hiicre hatlarinin protein
ekspresyonlarinin  karsilastirilmast  ve  farkli  ekspresyon  gOsteren  proteinlerin
identifikasyonunun yapilmasidir. Calismamizda iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi
(2D-PAGE) ve sivi kromatografi-ardisik kiitle spektrometresinin (LC-MS/MS) kullaninmu ile
fibrosarkoma ve fibroblast hiicre hatlarinin karsilagtirmali  proteomik analizleri
gergeklestirilmistir. Her iki hiicre hattinda hiicre i¢i proteinlerin analizi igin hiicre lizati,
hiicre dis1 proteinlerin analizi igin sekretom drnekleri olusturulmustur.

Analizler sonucunda hiicre lizati 6rneklerinde fibrosarkoma hiicre hattinda fibroblast
hiicre hattina gére ekspresyonu artan 13 protein (protein distilfit izomeraz A6, endoplazmin,
HSP-60, protein NDRG1, TCP-1-¢, GRP-75, TCP-1-B, protein disiilfit izomeraz A3, STI1,
peptidil prolil cis-trans izomeraz A, transgelin-2, heterojen niikleer riboniikleoprotein
A2/B1), azalan 1 protein (MVP) identifiye edilmis olup, sekretom 6rneklerinde fibrosarkoma
hiicre hattinda gozlemlenip fibroblast hiicre hattinda gézlemlenmeyen 13 protein (SPARC,
kalretikulin, amiloid B A4, endoplazmin, galektin-1, GRP-78, alfa enolaz, peptidil prolil cis-
trans izomeraz A ve B, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz, EF-1, iirokinaz tip plazminojen
aktivatorii) identifiye edilmistir. Identifikasyonu yapilan proteinlerin kanserde hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilagmasi, invazyon, metastaz ve apoptozis ile ilgili fonksiyonlar1
oldugu bilinmektedir.

Sonug olarak elde edilen verilerin fibrosarkomanin molekiiler mekanizmasinin daha
iyi anlagilmasinda 6nem arz ettigi ve ileride bu konu ile ilgili yapilacak klinik ¢aligmalar ile
tamimlanan bu proteinlerin potansiyel timor belirteci ve ilag hedefleri olabilecekleri
diistintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 2D-PAGE, Fibrosarkoma, Fibroblast, LC-MS/MS, Proteomik
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SUMMARY

Comparative Proteomic Analysis of Fibrosarcoma and Skin Fibroblast Cell Lines

The term “proteome” represents proteins encoded by the genome. However the term
“proteomics” was defined large-scale characterization of the entire protein complement of a
cell line, tissue, or organism. Comparative proteomic analyses of normal and cancer cell
lines provide for a better understanding of the molecular mechanism of cancer development,
and are essential for developing more effective strategies for new biomarker or drug target
discovery.

The purpose of this study is to compare protein expression levels between
fibrosarcoma and fibroblast cell lines. In our study, two dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2D-PAGE) and liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) techniques were carried out to compare the protein profile
between fibrosarcoma and fibroblast cell lines. We prepared cell lysate samples to analyse
intracellular proteins and secretome samples to analyse extracellular proteins in both cell
lines.

Our results revealed 13 upregulated proteins (protein disulphide isomerase AG6,
endoplasmin, HSP-60, protein NDRG1, TCP-1-g, GRP-75, TCP-1-B, protein disulphide
isomerase A3, STI1, peptidyl prolyl cis trans isomerase A, transgelin-2, heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein A2/B1) and 1 downregulated protein (MVP) of which all of them
identified in fibrosarcoma cell line after the comparison with fibroblast cell line cell lysates.
When comparing secretome profiles of both cell lines we found and identified 13 proteins
(SPARC, calreticulin, amyloid B A4, endoplasmin, galectin-1, GRP-78, alpha enolase,
peptidyl prolyl cis trans isomerase A and B, glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase, EF-
1, urokinase type plasminogen activator) only expressed in fibrosarcoma cell line. These
identified proteins have common functions such as cell proliferation, cell differentitation,
invasion, metastasis and apoptosis in cancer.

In conclusion, the data obtained from this study indicates that these proteins have
importance of understanding the molecular mechanism of fibrosarcoma. These proteins may
serve as a candidate biomarkers and drug targets for the future clinical studies.

Keywords: 2D-PAGE, Fibrosarcoma, Fibroblast, LC-MS/MS, Proteomics
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Ek - 1 Fibrosarkoma hiic

S

re lizat1 6rnek tekrarlarinin 2D-PAGE goriintiileri.
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Ek - 2 Fibroblast hiicre lizati 6rnek tekrarlarinin 2D-PAGE goriintiileri.
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Ek - 3 Hiicre lizat1 grubunda identifiye edilen proteinlerin spot goriintiileri ve dansite
grafikleri.
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Ek -4 Fibrosarkoma sekretom 6rnek tekrarlarinin 2D-PAGE goriintiileri.
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Ek - 5 Fibroblast sekretom 6rnek tekrarlarinin 2D-PAGE goriintiileri.
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Ek - 6 Sekretom grubunda identifiye edilen proteinlerin spot goriintiileri ve dansite
grafikleri.
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