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OZET

Progesteron (P4) rahim duvarini, meme bezlerini ve merkezi sinir sistemini (CNS)
etkileyen ve hafiza, cinsel davranig, bilissel islevler gibi CNS'deki fonksiyonlari
diizenleyen bir steroid hormondur. Yapilan ¢alismalar P4’{in meme, endometriyal,
yumurtalik, kolon ve tiikiiriik bezi timorlerinde antiproliferatif ve apoptotik etkisini
desteklemektedir. Glioblastoma multiforme (GBM), cerrahi operasyon, radyoterapi
ve kemoterapilere ragmen ortalama sag kalim siiresi 13-15 ay arasinda degisen
agresif beyin tlimoriidiir. Bu tez calismasinda P4'lin iki farkli GBM hiicre hatti
(U87MG ve A172) iizerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkilerini arastirmay1 ve
iki boyutlu jel elektroforezi kullanarak farkli P4 dozlarindaki proteomik profil
farkliliklarint belirlemek amaglanmistir. Bu hiicre hatlarinda xCELLigence RTCA
cihaz1 ile yapilan gercek zamanli Olgiimlere dayali teknikte logaritmik fazdaki
hiicrelere farkli dozlarda ila¢ uygulamasi yapilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak
US7MG ve A172 hiicre hatlarinda ileri analizler i¢in canlilifin en diisiik oldugu ve
sitotoksik etkinin en iyi gozlemlendigi saatte yiiksek dozlarda P4 uygulanmis
hiicreler toplanmis ve Ornekler karsilastirmali olarak 2D gel elektroforezi ile spot
analizi yapilmistir. xCELLigence sonuglarina gore kontrol ile karsilastirildiginda
hiicre canliliginda dozlara bagimli olarak azalma gozlemlenmistir. US87MG ve A172
icin sirasiyla, yaklasik 130 ve 60 protein spotu kontrol ile karsilastirildiginda 2 kat
farklilik gostermektedir (p<0.05). Calisma sonuglarina gére P4’tin antiproliferatif ve
apoptotik etkisi molekiiler fonksiyon proteinlerinde onemli degisimlere neden
olmaktadir. Boylece P4’iin GBM iizerinde yeni tedavi stratejilerin gelistirilmesine

katki saglayabilecegi soylenebilir.

Anahtar sozciikler: glioblastoma multiforme, progesteron, proteomiks, iki

boyutlu jel elektroforezi



SUMMARY

Comparative Proteomic Analysis of Antiproliferative and Apoptotic Effect of
Progesterone in U87MG and A172 Glioblastoma Cells

Glioblastoma multiforme (GBM) is an aggressive primary brain tumor with an
average survival rate of 13-15 months despite surgical operation, radiotherapy and
standard chemotherapy. In addition, studies show that P4 promotes antiproliferative
and apoptotic effects in breast, endometrial, ovarian, colon and salivary gland
tumors. Aim of this study is to investigate in vitro the antiproliferative and apoptotic
effect of P4 on two different GBM cell lines and to carry out proteomic analysis. In
these cell lines, drug treatment was performed at different doses to cells in the
logarithmic phase using a technique based on real-time measurements with the
XCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) device. Based on this result, cells
subjected to P4 treatment at specific doses were collected for further analysis.
Afterward, spot analysis of these cells is investigated by using two dimensional gel
electrophoresis. According to the results of xCELLigence, a decrease in cell viability
due to doses was observed when compared with the control. Approximately 300
protein spots were observed according to 2D gel electrophoresis results. Among
them, about 130 and 60 protein spots have the intensity with >2 fold difference
between control and drug treated samples, U87MG and A172 respectively (p<0.05).
These results suggest that the antiproliferative and apoptotic effect of P4 cause
significant changes in molecular function proteins. Thus, it can be said that P4 may

contribute to the development of new treatment strategies on GBM.

Key words: glioblastoma multiforme, progesterone, proteomics, two

dimensional gel electrophoresis



1. GIRIS VE AMAC

Progesteron (P4), normal disi iireme fizyolojisini koordine etmek i¢in gerekli bir
hormondur. Oncelikle, yumurtlamadan sonra yumurtalikta gelisen corpus luteum
tarafindan salgilanir. Progesteron, Graham ve Clarke (1) tarafindan ayrintili olarak
aciklandigr gibi rahim, yumurtalik, serviks, meme, beyin de dahil olmak iizere birgok
doku ve organi etkiler. Progesteronun ayni dokudaki farkli hiicre tiplerinin yani sira
tireme dokularinda da farkli etkileri vardir. Ayrica, progesterona verilen yanit normal
ve hastalikli hedef doku ve hiicrelerde ¢ok farklidir. Ornegin, klinik calismalardan
elde edilen sonuglar, hayvan modellerinden elde edilen verilerle birlikte,
progesteronun ve reseptdriiniin (PR), meme kanseri ve rahim fibroidlerinin gelisimini
ve biliylimesini destekledigini, 6te yandan progesteron etkisinin, Ostrojenle ¢alisan
endometriyal kanserin gelisimine kars1 koruyucu oldugunu ileri siirmektedir (2-5).
Progesteronun normal ve hastalikli dokulardaki etkilerinde bu carpict karsitliktan
sorumlu mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Makul bir agiklama, lokal
salgilanan faktorler, ifade edilen reseptorler ve parakrin ve otokrin iletisimi dahil
olmak tizere hedef dokulardaki spesifik mikro-ortamin, progesteronun genel etkisini

belirleyebilecegi olabilir (6).

P4 kan beyin bariyerini (BBB) hizlica geger ve ana etkilerinden biri de genellikle
travmatik beyin hasarina (TBI) eslik eden inflamasyonu ve serebral 6demi
azaltmaktir (7). Ayrica litaratiir P4’iin meme, endometriyal, yumurtalik, kolon ve

tikiirik bezi tiimorlerinde antiproliferatif ve apoptotik etkisini desteklemektedir
(8,9).

Glioblastoma multiforme (GBM) yetiskinlerde c¢ok yaygin ve en Oliimciil
malignant beyin tiimoridir. Ortalama sag kalim siiresi yaklagik 13-15 aydir.
Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii verilerine gore 2017 yilinda 23.800 yeni vaka
goriilecegi ve bunlardan yaklagik 16.700 kisisinin beyin ve sinir sistemi kanserinden
dolayr hayatin1 kaybedecegi ongoriilmektedir. Primer GBM erkeklerde 3:1 oraninda

daha fazla gézlenmekte iken sekonder GBM kadinlarda daha fazla gozlenir ve bu da



hastalikta cinsiyet farklilig1 olusturmaktadir (10). GBM igin heniiz giivenli ve etkili
bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Standart tedavi beyin cerrahisini takiben
radyoterapi ile temozolamide (TMZ) tedavisidir. GBM tiimérleri %100 oraninda
niikseder ve bu niikseden tlimdrlerin tedavisi Ozellikle cerrahi islem gormiis,
radyoterapi ve kemoterapi almis hastalarda ¢ok daha zordur. Sadece iki ilag su anki
standart tedavilerde kemoterapi ajani olarak kullanilmaktadir: Gliadel ve TMZ, her
biri ayr1 ayr1 sag kalimi yaklasik 2 ay artirmaktadir (10-12), fakat ikisi de birgok yan
etkiye sebep olmaktadir. Dahasi su anki standart tedavilerin bir¢ok limitasyonu
vardir: 1) GBM komsu beyin parankimasina sizar, bu nedenle tiimoriin cerrahi
yontemle tamamen ¢ikarilmasi pratik olarak imkansizdir; 2) tiimor kalintilar1 ¢ok
agresif, kotii huylu davranabilir ve GBM hastalarinda morbidite ve mortaliteye
katkida bulunan 6nemli negatif faktor olan peri-tiimoral beyin 6demi tretirler (13);
3) beyne uygulanabilen maksimum radyasyon dozu nadiren tiimorii tamamen ortadan
kaldirmak i¢in yeterlidir (14); 4) cerrahi operasyondan sonra kazanilan motor, dil ve
kavrama ile ilgili eksiklikler GBM hastasinin yasam kalitesi tizerinde agik bir
olumsuz etki yapabilir (15,16); 5) beyin; tiimor yerlesimi, ameliyat igin erisilebilirlik
ve kan beyin bariyeri (BBB) gibi tedaviye bir¢cok engel koyar. Boylece GBM igin
optimal bir ilag tedavisi: BBB’yi kolayca gegebilmeli, peri-tiimoral beyin 6demini
azaltmali, timor biiylimesinde ve metastazindaki birgok mekanizmayi hedeflemeli,
segici bir sekilde sadece tiimor hiicrelerini dldiirmeli ve saglikli dokuya herhangi bir
yan etki gostermemelidir. Yapilan ¢aligmalarda progesteronun GBM igin umut verici
bir tedavi yontemi olabilecegi gosterilmistir. Bununla ilgili in vivo ve in vitro birgok
calisma yapilmistir (9,17,18). Bu ¢alismalarda P4’{in anti-proliferatif ve apoptotik
etkisinin, hiicre hatlarmin proteomik profilleri tizerindeki degisimini inceleyen bir
veri bulunmamaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda P4’{in hiicre hatlarina anti-

proliferatif ve apoptotik etkisinin proteomik analizlerinin yapilmasi hedeflenmistir.

Tez calismasi ig¢in iki farkli GBM hiicre hatt1 sec¢ilmistir. Literatiirdeki
caligmalarda ornek hiicre hatti olarak kullanilan U87MG (ATCC HTB-14); GBM
kokenli, agresif seyreden, tlimorojenik hiicre hattidir. U87MG hiicrelerine ek olarak
yine GBM kokenli tiimorojenik olmayan A172 (ATCC CRL-1620) ¢alismaya dahil
edilmistir. Bu iki hiicre hattinin segilmesinin temel nedeni kokeni ayni olup genetik

acidan farkli 6zellik gdsteren hiicre hatlarinda P4’{in antiproliferatif ve apoptotik



etkisinin karsilastirilmasidir. Proteomik analizler i¢in logaritmik fazda bulunan
hiicrelere belli dozlarda P4 uygulamasi yapilarak belirlenen zaman araliinda
hiicreler toplanmistir. Toplanan hiicrelere total proteomik analizi i¢in iki boyutlu

(two dimensional, 2D) jel elektroforezi yapilmustir.

Bu ¢alismadan elde edilecek veriler ile P4'un GBM {izerindeki anti-proliferatif ve
apoptotik etkisinin daha iyi anlasilacagi, potansiyel yeni kemoterapotik ajanlarin
gelistirilmesine katki saglanacagi diisiiniilmiistiir. Yeni kemoterapotik ajanlarin
gelistirilmesi, yeni tedavi stratejilerinin ortaya ¢ikmasina neden olacaktir. Boylece bu
hastaligin sag kalim siiresi iizerine pozitif bir etkisinin olmasi muhtemeldir. Bu
caligmanin hastalarin sag kalim siirelerinin artmasina bagli olarak ile sosyoekonomik

anlamda topluma pozitif katkis1 olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Progesteron

Progesteron ilk olarak Allen ve ark. tarafindan 1933 yilinda kesfedilmis,
progestasyonel steroidal ketondan kokenlenen progesteron adi verilmistir (19) (Sekil
1).

O

Sekil 1 Progesteron molekiiliinlin kimyasal yapisinin iki boyutlu gésterimi.

(National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Database; CID=5994,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5994 Erisim tarihi: 06 Mayis 2018)

Progesteron, normal disi tireme fonksiyonunun karmasik diizenlemesinde
anahtar bir bilesendir. Genel olarak, progesteronun memelideki baslica fizyolojik

rolleri 1) rahim ve yumurtalikta: rahim biiyiimesi ve miyometriyal kasilmanin



bastirtlmasmin  tesvik edilmesi ile olgun oositlerin serbest birakilmasi,
implantasyonun kolaylastirilmasi ve hamileligin siirdiiriilmesi; 2) meme bezinde: siit
salgilanmasima hazirlik olarak lobular-alveoler gelisimini ve siit salgilanmasinin
dogumdan Once bastirilmasi; ve 3) beyinde: cinsel olarak duyarli davranis igin

gerekli olan sinyallere aracilik etmesidir.

Progesteron evrimsel agidan en korunmus iireme steroid hormonudur (Sekil
2). Yumurtalik, memelide Ostrojen ve progesteronun sentez ve salgilanmasinin ana
yeridir ve bu hormonlarin dolagimdaki seviyelerinde dongiisel dalgalanmalara yol
acar (20). Birincil folikiiller, her iki hormonu salgilamanin yani sira normal dongii
sirasinda  yumurtanin = salinmasindan da sorumludur. Yumurtlamadan Once,
folikiillerdeki graniiloza hiicrelerde Ostrojen biyosentezi ve salgilanmasi gerceklesir.
Folikiil riiptlirii ve ovumun serbest birakilmasindan sonra, bu graniiloza hiicreleri,
dongiiniin ikinci boliimiinde progesteron ve Ostrojen salgilanmasindan sorumlu olan
corpus luteum'u olusturmak iizere olgunlasir. insanda, fertilizasyon 1 ila 2 giin iginde
gerceklesmezse, corpus luteum 10-12 giin boyunca genisler (21). Daha sonra salgi
bezinin gerilemesi, dstrojen ve progesteron saliniminin sona ermesi ile devam eder.
Dollenme gergeklesirse, korpus luteum, insan koryonik gonadotropinin (hCG)
salgilanmasiyla desteklenir ve yaklasik olarak 10. gebelik haftasina kadar
progesteron iretir. 7-10 gestasyonel haftalar arasinda bir ge¢is doneminden sonra
plasenta, progesteronun ana maddesi olarak dolasimdaki kolesterolii kullanan ana
progesteron kaynagi haline gelir ve bundan sonra progesteronun maternal serum

seviyeleri belirgin sekilde artar (22).

Progesteronun corpus luteumdan salinmasi bir dizi hormondan etkilenir.
Bunlar arasinda, siklik adenozin monofosfat (Cyclic adenosine monophosphate,
CAMP) aktivitesinin hiicre i¢i etkileri tizerinde aracilik edilen Luteinizan Hormon
(LH) birincil etkiye sahiptir (23,24). Folikiil uyarict hormon (Follicle stimulating
hormone, FSH), Prolaktin (Prolactin, PRL), prostaglandinler ve b-adrenerjik ajanlar

da progesteron sekresyonunun kontroliinde rol oynar (20).

Salgilanma olduktan sonra, progesteron insanlarda dahil olmak iizere bir¢ok
tiirde transkortin (kortikosteroid baglayict globulin) ile kanda tasmir. Ozel bir

progesteron baglayici plazma proteini, ayni zamanda, kortikosteroid baglayic



globiilinden daha yiiksek bir progesteron afinitesine sahip olan gebe domuzda
tanimlanmistir ve gebeligin 15 ila 20 giinden itibaren kuvvetli bir sekilde indiiklenir

ardindan yaklasik 65. giinde doguma kadar salinimi yiikselir (25-27).

Mineralocorticoids.
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Sekil 2 Steroit hormon sentezi.

Maternal dolagimdan gelen oOnciil kolesterol, 21 karbon (C21), progestajene doniistiiriiliir.
Progestajenler C21 glukokortikoidlere veya C19 androjenlere doniistiiriilebilir. Androjenler, C18
oOstrojenleri i¢in Onciiler olarak gorev yaparlar. (28)

2.1.1. Etki mekanizmasi

2.1.1.1.Genomik etkiler

Niikleer progesteron reseptorii (nPR), transkripsiyon faktdr proteinlerinin

steroid iist grubuna aittir (29). Tim steroid reseptér proteinleri, gen



transkripsiyonunu ve protein-protein etkilesimlerini aktive eden, steroidin biyolojik
tepkisini belirleyen, evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus bir DNA baglama
bolgesi, esnek bir baglanma bolgesi ve bir C-terminal ligand-baglama bolgesi igeren
degisken bir N-terminal bolgesinden olusur. mRNA ve protein sentezini igeren klasik
steroid hareketinin genomik mekanizmasi yavas olup, saatler ve giinler arasinda

degismektedir.

nPR, progesterona ve kortizole daha az afinite ile baglanir (30). Progesterona
verilen biyolojik yanit, nPR izoformlarinin diizeylerine ve oranlarina baglidir. nPR
izoformlart A (nPR-A) (94 kDa) ve nPR-B (116 kDa), farkli promoterler tarafindan
aktive edilen ayni genden kopyalanir. nPR-B izoformu, N-terminalinde ek 164
aminoasit igerir ve progesterona yanit veren genleri aktive eder. nPR-A izoformu,
NPR-B'den daha zayif bir transkripsiyon aktivatoriidiir (Sekil 3). nPR-B, niikleer
ostrojen (nER) ve niikleer glukokortikoid (nGR) reseptorleri gibi diger steroid
reseptdrlerinin bir inhibitdrii olarak islev gdrebilir (31,32). insan miyometriyumunda
tiglincii bir nPR-C izoformu tanimlanmistir (33). NPR-C, N terminalinin biiyiik bir

bolimiinii ve DNA baglama alaninin biiyiikk bir boliimiinii igermez, bu nedenle

DNA'ya baglanamaz.
PR-A: Repressor N SRR — L
AF2
PR-B: Activator s i C— —

FRE

PR-A PR-B

Sekil 3 Progesteron reseptorii (PR) major alt tipleri.



PR-B, DNA baglanma bolgesi (DBD) yoluyla promoter iizerindeki progesteron yanit elemanina
(PRE) baglanir ve progesteron yanit geninin aktivatorii olarak islev goriir. PR-A, ilk 164 N-
terminalinden kesilmis formdadir ve transkripsiyonel aktif degildir. Ayn1 zamanda konformasyonunda
farklilik gosteren PR-A'nin, kesilmis alanda bulunan iiciincii transaktivasyon alanlarindan (AF3)
yoklugu, PR-B ve diger bazi steroidlerin aracilik ettigi transkripsiyonel aktiviteyi baskiladigi
bilinmektedir (34).

PR, steroidler, retinoidler, tiroid hormonlar1 ve D vitamini i¢in reseptorleri
iceren genis bir ligandla aktive edilmis niikleer transkripsiyon diizenleyicileri
ailesinin bir {yesidir. Genler, tiirler ve aile iiyeleri arasinda farkli derecelerde
korunan spesifik fonksiyonel alanlara organizasyonla karakterize edilir. Reseptor
genleri arasindaki en fazla korunan boélge, iki “cinko parmak” DNA-baglama

motifini kodlayan genin merkezinde bir bolgedir (35).

2.1.1.2.Genomik olmayan etkiler

Steroid hormonlarinin, yavas genomik mekanizmalarla agiklanamayan hizli
hareketleri baslattig1 gosterilmistir. Bu tiir hizli hareketler, iyon akislar1 ve hiicre igi
serbest kalsiyum konsantrasyonlarinda (36) degisikliklerle sonuglanan hiicre igi
sinyalleme yollarmin aktivasyonu yoluyla saniyeler i¢inde ve siklik niikleotidler,
hiicre dis1 diizenlenmis kinaz (ERK) 1-2 gibi diger ikinci mesajcilarin
aktivasyonundan birkag¢ dakika sonra meydana gelir (37). Son zamanlarda, insanlarda
tic yeni kabul edilen membran progesteron reseptorii (mPRs); mPRa, mPRp ve

mPRy tanimlanmistir (38).
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Membrane

Effector
- Enzyme
Ga Channels
GTP
Intracellular
messengers

Sekil 4 G (guanin niikleotid baglayici) protein-¢ifti transmembran (TM) reseptorleri.

Hormonlardan ve diger sinyal faktorlerinden hiicreler arasi haberciye sinyal iletmektedir. Bunlar Ga
ve sikica birlesmis Gf alt birimlerinden olusmaktadir. Burada guanozin trifosfat (GTP), Ga alt birimi
tarafindan guanozin difosfata hidrolize edilir (21).

A Membrane B
Receptors

Activates Secondary
Messengers (Nongenomic)

Fast

Nuclear Activates genes

Receptors {Genomic)

Biological
Function
Slow process

Sekil 5 Genomik ve genomik olmayan etkilere aracilik eden niikleer ve transmembran baglh
progesteron reseptorleri.
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Progesteron (P) A'yr aktive eder. Niikleer reseptor proteinleri (PR-A, PR-B) ve/veya B ile gen
aktivasyonuyla (yavas siire¢) sonuglanan genomik yollar. ikincil habercileri harekete geciren zara
bagli reseptorler araciligiyla genomik olmayan yollar (hizli siireg) (21).

Progesteron reseptorii (PR) geninin null mutasyonunu tasiyan bir fare modeli,
in vivo progesteron eyleminin karmasik sorularinin birgoguna cevap vermis normal
kadin gelisimi ve reprodiiksiyonunda progesteronun rollerinin Onemini ve

gesitliligini dogrulamistir (39).

2.1.2. Progesteronun uterus ve ovaryumdaki faliyeti

Progesteronun iiremede, yumurta gelisiminde, implantasyon ve hamilelikte
merkezi bir rolii vardir. Bu 6nemli rolleri cogalma ve desidualizasyondaki (hamilelik
sirasinda plasenta maternal kismini olusturan uterus astar1) dongiisel degisikliklerin
kontrolii ile menstruasyon dongiisii sirasinda rahim fonksiyonunun diizenlenmesidir.
Progesteron, desidual dokularin gelisimi i¢in gereklidir ve fertilizasyon meydana
gelirse, dolasimdaki yiiksek progesteron seviyeleri sadece implantasyonu
kolaylagtirmak icin degil, ayn1 zamanda rahim biiylimesini uyararak ve miyometriyal
kasilmaya dahil olan faktdrlerin etkilerine karsi gebeligi korumak i¢in de 6nemlidir.
Progesteronun bu farkli ve karmagik etkilerinin altinda yatan mekanizmalar heniiz
tam olarak tanimlanamamuistir, ancak progesteronun hiicre tipine ve fizyolojik icerige
bagli olarak uterusta hem hiicre proliferasyonunu uyarip hem de inhibe edebilecegi,
farklilagsmis bir islevde rol oynadigi agiktir. Progesteronun molekiiler mekanizmalari
da tam olarak bilinmiyor olmasina ragmen, etkiledigi baz1 fonksiyonlar; glikojenez
(40,41), siklik niikleotid metabolizmasi (42), protein sentezinin, sekresyonu (42) ve

hiicre dongiisii regiilasyonunun (43) uyarilmasidir.

2.1.3. Progesteronun meme dokusunda faliyeti

Progesteronun normal meme dokusundaki 6nemli gelisimsel rolii, hamilelik
sirasinda globular-alveolar yapilarin olusumu olarak kabul edilmistir. Bu, PR null

farelerde meme bezlerinin, vahsi tiple nispeten benzer olan, ancak Ostrojen ve
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progesterona maruz kaldiktan sonra intraductal lobular-alveoler yapi olusturmada
basarisiz duktal yapilar1 gelistirmesiyle desteklenmektedir (39). Progesteronun
etkisinin proliferatif olmasi, hiicre dongiisii genlerinin progesteron regiilasyonu,
bliylime faktorleri ve biiylime faktorii reseptorlerinin aracilik ettigi bir durumdur.
Progesteron ayrica emzirme rolilyle memede farklilasmada etki gosterir. Diger farkli

islevlerde progesteronun rolii kapsamli olarak arastirilmamustir.

Rahim ile karsilastirildiginda, progesteronun meme iginde etkisini gosterdigi
mekanizmalar daha az bilinmektedir. Bunun nedeni, normal meme dokusunun elde
edilmesinin zorlugu ve normal memede progesteron hareketinin modellerinin
nispeten azlhigidir. Meme kanseri hiicreleri; progesteronun etkilerinini gézlemlemek
biliylime faktorleri ve biiylime faktorii reseptorlerinin roliinii incelemek i¢in yaygin

sekilde kullanilmistir.

Progesteronun meme dokusundaki proliferatif etkilerinin altinda yatan
mekanizmalara yonelik analizler, progestinlerin, esas olarak kiiltiirdeki meme kanseri
hiicrelerinde, hiicre dongiisti iizerindeki etkilerini inceleyerek elde edilmistir. Hiicre
dongiisi ilerlemesi ile iliskili genlerin kisa Omiirli indiksiyonuyla iliskili
progesteron uygulamasindan sonra PR-pozitif T-47D meme kanseri hiicrelerinde
hiicre dongiisti ilerlemesinde gegici bir artig goriilir (44). Bu artis, serum
yoksunluguyla G1 fazinda tutuklanan hiicrelerin progestin tedavisi ile gosterilebilir.
Daha sonra bu hiicrelerde gii¢lii bir mitojen olan insiilin ile tedavi ile serbest
birakilabilir. Bu kosullar altinda, hiicreler, hiicre dongiisii boyunca tek bir
senkronize ilerleme dongiistine uyarilir. Bu, siklinler ve sikline bagimli kinazlar gibi
hiicre dongiisii diizenleyici genlerin ve proliferatif ile baglantili c-myc ve c-fos gibi
protoonkogenlerin ekspresyonunda gegici artislarin eslik ettigi bir etkidir (45). Hiicre
dongiisii ilerlemesinin progestin indiiksiyonu, S fazina giren hiicrelerin sayisinin
artmasi yerine, dongii boyunca ge¢is halindeki hiicrelerin artan ilerleme oranim
yansitir. Ayrica, progestinler, siklin D1 mRNA seviyelerinde insiilin aracili artist
arttirirken, siklin D1 indiiksiyonunun zamanlamasi, tek basina insiilin ile goriilenle
ayni kalmaktadir (46). Bu nedenle, progestin tedavisinden kaynaklanan siklin D1 ve
c-myc ekspresyonundaki artislar, progestin etkilerinin PR aracili oldugunu gostererek
RU 38468 tarafindan bloke edilebilmesine ragmen, hiicre dongiisii genlerinin

progesteron eyleminin dogrudan hedefleri olma ihtimali yoktur. Hiicre dongiisii
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ilerlemesi ile iligkili genlerin ekspresyonunu uyarmaya ek olarak, progestinler, hiicre
biiyiimesinin bastirilmasindan sorumlu genlerin ekspresyonunu inhibe ederek etki
edebilir. Timor baskilayici protein p53'in ekspresyonu, T-47D meme Kanseri
hiicrelerinde progestinlerle azalir (47). Bu azalma da progestinlerin, p53’iin timor
baskilayic1  etkilerini ortadan kaldirarak bu hiicrelerin  proliferasyonunu
uyarabilecegini gosterir. Dahasi, p53'in down-regiilasyonu ile sonuglanan progestin

tepkisinin kaybu: artan ve diizensiz proliferasyona sebep olabilir.

2.1.4. Progesteronun beyine etkisi

Ostrojen ve progesteron, iireme davranisiyla ilgili beyin fonksiyonlarini
kontrol eder. Gine domuzlarinda ve siganlarda, dstrojen dongiisii sirasinda Ostrojen
ve progesteronun ardisik salgilanmasi, oviilasyonla ¢akisan cinsel olarak alic1 lordoz
durusunu (kemirgenler, filler ve kedigiller de dahil olmak iizere ¢ogu memelilerde
bulunan ¢iftlesmeye karsi cinsel alicilik igin dogal olarak ortaya ¢ikan viicut durusu)
indiikler. Ventromedial hipotalamus ve preoptik alanda PR ekspresyonunun, yalnizca
Ostrojen veya Ostrojen ve progesterona ardisik olarak maruzuyetiyle indiiklenmesi,
lordoz durusunda gozlenen artisin eslik ettigi bir zaman siirecini takip eder (48).
Dahasi, dstrojen ve progesteron ile ardisik tedavi, baslangigta PR'nin tek basina
ostrojenden daha fazla indiiklenmesi ile sonuglanir (49), reseptor seviyelerinin down-
regililasyonuna lordoz davraniginda paralel bir azalma eslik eder (50). Bu veriler PR
ve progesteronun cinsel davraniglarin diizenlenmesinde dogrudan rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Bu, cinsel davranisin, antisens PR oligoniikleotidlerinin sican
beyninin serebral ventrikiiline dogrudan teslimi ile ortadan kaldirilabilecegi
bulgusuyla desteklenir (39). Bu hayvanlara Gstrojen ve progesteronun sirali olarak
uygulanmasi, azaltilmig veya yok olan bir lordoz yaniti saglar ancak bu baskilama
oligoniikleotid dozuna baghdir. Ayrica, PR bu hayvanlarin hipotalamusunda 6nemli
oOlglide daha diisiiktiir. PR null fareler, hormon uygulamasindan sonra (39) tam bir
lordoz yanit1 olmamasi ile horman cevap i¢in PR ekspresyonunun mutlak gerekliligi

gosterir.
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Progesteronun beyinde etki gosterdigi mekanizmalar tam olarak
tanimlanmamustir; ancak, progesteronun bir dizi proteinin ekspresyonunu etkiledigi
bilinmektedir. Progesteron, beynin belirli boélgelerindeki gama-aminobutirik asit
(GABA) sinyal yollaklarini uyarir. PR ekspresyonunun diisiik oldugu veya olmadigi
baz1 bolgeler dahil olmak {izere, beynin birka¢ bdolgesinde GABA-A reseptor
baglanma bdlgelerindeki progesteron aracili artiglar gézlenmektedir. Bu artiglar
siganlarda ve hamsterlerde lordoz davranisinin uyarilmasina katkida bulunur, agresif
davraniglarin bastirilmasinda, ve Gonodotropin salgilayict hormonun (Gonodotropin-

releasing hormone, GNRH) saliniminin indiiksiyonunda rol oynar (51).

Progesteron, beyinde cinsel olarak duyarli davranislar1 iceren sinyalleri diizenler.
Progesteronun bu siire¢ {izerindeki en iyi tanimlanmis yonii, hipotalamus ve preoptik
alanda PR-aracili etkileridir. Ayrica progesteronun beyindeki etkilerine, progesteron
metabolitlerinin GABA-A reseptorleri gibi diger reseptorlerle dogrudan etkilesimi
gibi klasik olmayan etki mekanizmalari tarafindan da aracilik edilebilir. Ayrica, PR-
A ve B'nin nispi ekspresyonu, beyindeki spesifik bolgelerdeki progesteron etkilerini

belirlemede 6nemli olabilmektedir (1).

2.2.Progesteron ve Kanser Iliskisi

Progesteron reseptorii (PR), ostradiol ile birlikte gonadotropin sekresyonunu
diizenleyen, implantasyon i¢in endometriyumu hazirlayan, gebeligi koruyan ve
meme dokusunu farklilagtiran ovarian steroid progesteronun etkilerine aracilik eder.
Hormonlara yanit veren dokularda Ostrojen ve progesteron eylemlerinin ayrilmasi bir
sorun olmaya devam etmektedir. Endometriyum kanseri, endometriyozis, rahim
fibroidleri ve meme kanseri dahil olmak {izere uterus ve meme patolojileri, mitojenik
faktor olarak kabul edilen dstrojen ile yiiksek oranda iligkilidir. Ortaya ¢ikan kanatlar,
progesteronun farkli rollerini ve bu hastaliklarin patogenezi iizerindeki etkisini
desteklemektedir. Progesteron, endometriyumda Ostrojen giidiimli  biiylimeyi
antagonize eder ve yetersiz progesteron etkisi, endometriyum kanseri riskini ¢arpici
bicimde artirir. Endometrioziste, europik ve ektopik dokular progesterona yeterince

cevap vermez ve sag kalmaya katkida bulunan progesterona direngli olarak kabul
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edilir. Uterus fibroidlerinde progesteron, proliferasyonu, hiicresel hipertrofiyi ve
hiicre dis1 matriks birikimini artirarak biiyiimeyi tesvik eder. Normal meme dokusu
ve meme kanserinde progesteron proliferatif ve kanserojendir. Progesteronun ¢esitli
etkilerini agiklayabilen bu dokular arasindaki temel fark, PR-ifade eden stroma ve
epitelyumun parakrin etkilesimleridir. Normal endometriyum, epitelyal hiicre
proliferasyonunu, farklilagsmasini etkileyen ve karsinojenik transformasyona karsi
koruyan bol miktarda PR ile ¢ok sayida farkli stromal hiicreleri igeren bir mukozadir.
Buna karsilik, meme ve fibroidlerdeki progesteronun birincil hedef hiicreleri, belirgin
bir PR ekspresyonuna sahip spesifik olarak organize stromal bilesenlerden yoksun

olan meme epitel hiicreleri ve leiomyoma hiicreleridir (6).

2.2.1. Endometriyal kanser ve progesteron

Endometrium, viicuttaki hormonallara en ¢ok yanit veren dokulardan biridir
ve hormonlara anormal maruziyet, hiperplazi, adenokarsinom dahil olmak tizere
neoplastik degisikliklere yol agabilir. Endometriyal hiperplazi ve adenokarsinom,
endometrium bezlerinden kaynaklanir, normal endometriuma gore belirgin histolojik

farkliliklar gosterir (Sekil 6).

Endometriyal kanser iki sekilde ortaya ¢ikabilir: tip 1, Ostrojene bagimli
olarak smiflandirilan en sik goriilen kanser tipidir, oysa tip 2, asterojen stimiilasyonu
ile iliskili degildir ve genellikle daha kotii prognoza sahip daha yiiksek dereceli bir
kanser olarak ortaya ¢ikar (52).
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Sekil 6 Normal ve neoplastik endometriyum.

Normal proliferatif faz endometriyum, hiperplazi, derece 1 ve derece 3 endometriyal adenokarsinom
gosterilmektedir. Endometriyal hiperplazi, epitel-stroma oranindaki artis, bez seklindeki
diizensizlikler, ¢oklu epitelyal hiicre tabakalar1 ve bez biiyiikliigiindeki varyasyon ile karakterizedir.
Endometriyal adenokarsinom, tek tek bezlerin degistirilmis fibroblastik stroma (desmoplastik stromal
yanit) ile “arka arkaya” goriindiigii konfluan glandiiler epitelyal patern tarafindan sergilenir. Derece 3
endometrial kanser, bez benzeri mimaride bir kayipla daha fazla kat1 biiylime gosterir. Sadece malign

epitelyal hiicreler mevcut (6).

Progesteronun Ostrojene karsi antagonistik roliine dayanarak, progestinler,
endometriyal neoplazileri tedavi etmek i¢in klinik olarak kullanilmastir.
Endometriyal hiperplazi ve iyi diferansiye endometriyal adenokarsinomlu kadinlar
progestin tedavisine tam bir cevap verebilirler; bununla birlikte, hastaligin siddeti
arttikga, progestinlerin etkinligi azalir. Bunun nedenleri bilinmemektedir.
Kemoterapi ile karsilagtirildiginda progestinlerin nispeten hafif yan etkileri goz
Oniline alindiginda, endometriyal kanseri tedavi etmek i¢in progestinlerin etkinligini

arttirmaya yonelik stratejiler, Ozellikle tedaviden sonra ya da zayif cerrahi
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adaylarindan olan fertiliteyi korumak isteyen hastalarin tedavisi i¢in biiylk ilgi

gormektedir (6).

2.2.2. Meme kanseri ve progesterone

Insan meme bezi, liimen epitelyal hiicrelerden olusan, merkezi zemini ve
temel zarin bitisigindeki miyoepitelyal hiicrelerin altinda yatan bir dizi dallanma
kanalindan olusur. Bu epitelyumu cevreleyen kollajenéz bir stroma ve adipoz
dokudur. Ostrojen ve progesteron, memenin gelisimi igin gereklidir ve duktal gelisim
ve hamilelik sirasinda hiicre proliferasyonunu aktif olarak desteklemektedir. Uterus
fibroidleri i¢in oldugu gibi, 6strojen, meme bezinde birincil mitojenik faktdr olarak
kabul edilmistir. Gégiiste Ostrojen rollinii ve meme kanseri patogenezindeki roliinii
desteklemek i¢in ¢ok sayida kanit vardir (53). Karsilastirmali olarak, insan eriskin
meme bezi ve kanserde, progesteronun rolii daha az agiktir. Bununla birlikte,
preklinik ve klinik kanitlar, PR-pozitif ve PR-negatif meme hiicreleri arasindaki
otokrin ve parakrin eylemleri yoluyla yetiskin meme ve meme kanserinde
progesteronun proliferatif ve antiproliferatif rollerini ortaya koymustur (Sekil 7). Son
caligmalar, progesteronun, transformasyona duyarli bir kok hiicre popiilasyonunu

genislettigini de gostermistir (54-56).
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Sekil 7 Normal ve kanserli meme epitelinde progesterone etkisi.

Normal meme dokusu ve meme kanserinde, progesteron eyleminin birincil hedef hiicresi, PR'yi
eksprese eden spesifik olarak organize edilmis stromal bilesenlere dair bir kanit olmaksizin, bezlerde
veya malign epitelyal hiicrelerde bulunur. Sadece kiigiik bir normal epitel hiicreleri populasyonu PR
eksprese eder. PR-eksprese eden hiicreler gogalmazken, PR igin negatif olan hiicrelerde progesterona
yanit olarak ¢ogalma meydana gelir. Meme kanseri hiicrelerinde, progesteron dogrudan PR-eksprese
eden hiicreler iizerinde hareket eder ve proliferasyonu artirir. Progesteron-siiriicii proliferasyonuna
aracilik etmede ¢evre stromal fibroblastlarin rolii agik degildir (6).

2.2.3. Beyin kanseri ve progesterone

[k olarak 1984°te Haas ve ark. tarafindan yeni tan1 konmus kanserde gestasyonla

iliskili olarak beyin tiimérlerinin sikliginin azaldig bildirilmistir (57). iki yil sonraki
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calismalarinda 1961'den 1979'a kadar German Democratic Republic (GDR) ‘in
National Cancer Registry (NCR)’e bildirilen, gebelikle iligkili beyin tlimorlerinin alt
tiplerini arastirmiglar, hastanin tan1 aninda gebe oldugu primer serebral kanserler,
106 dogumda 3.6'lik bir siklikta, Uluslararas1 hastalik smiflandirilmasina
(International Classification of Diseases, ICD) 191'e gore gruplandirilmis ve
GDR'deki gebe hastalarda histolojik olarak dogrulanmig toplam 17 beyin kanseri
(dokuz astrositom, altt GBM, bir ependiyom ve bir sarkom) tespit etmisler. Diger
tiimorlerin aksine, gozlenen akustik ndrinom vakalari, astrositom ve GBM'lerin

azalmasinin spesifik bir bulgu oldugunu gostermisler (58).

2.3.Glioblastoma Multiforme

Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO), 2016°daki merkezi sinir sistemi (MSS)
tiimorlerini siniflandirmasi, 2007°deki smiflandirmaya gore kavramsal ve pratik
anlamda degismistir. Yenilenen siniflandirmaya gore 16 ana tipe ayrilan tiimorlerin
ilk bolimii dagilmis oligodendroglial ve astrositik tiimorlerden olusmaktadir.

Glioblastoma bu grubun i¢inde yer almaktadir (59).

Glioblastomlar, 2016’da WHO MSS tiimérleri siniflandirmasina  gore 1)
Glioblastoma IDH-yabani tip (vakalarin yaklasik %90°1), klinik olarak en sik primer
olarak tanimlanmis veya de novo glioblastomaya karsilik gelen, 55 yas iistii
hastalarda baskin olan; 2) Glioblastoma IDH-mutant (vakalarin yaklasik %10’u),
daha az bir ge¢mise sahip olan sozde ikincil glioblastomaya karsilik gelen ve
cogunlukla daha geng hastalarda ortaya ¢ikan glioblastom ve 3) tam IDH
degerlendirmesinin yapilamadigi tiimorler igin ayrilan bir tani olan, aksi

belirtilmeyen (not otherwise specified designations, NOS) glioblastoma (60).

Glioblastom cerrahi operasyon, radyoterapi ve standart kemoterapilere ragmen
ortalama sag kalim siiresi 13-15 ay arasinda degisen agresif primer beyin timoriidiir
(10). GBM igin heniiz giivenli ve etkili bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.

Standart tedavi beyin cerrahisini takiben radyoterapi ile temozolamide (TMZ)
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tedavisidir. GBM tiimorleri %100 oraninda niikseder ve bu niikkseden tiimorlerin
tedavisi Ozellikle cerrahi islem gormiis, radyoterapi ve kemoterapi almig hastalarda
cok daha zordur. Sadece iki ilag su anki standart tedavilerde kemoterapi ajan1 olarak
kullanilmaktadir: Gliadel ve TMZ, her biri ayr1 ayr1 sag kalimi yaklasik 2 ay
artirmaktadir (10-12), fakat ikisi de bir¢ok yan etkiye sebep olmaktadir.

2.4. Glioblastoma ve Progesteron iliskisi

Erigkinlerde gliomanin insidans orani erkeklerde kadinlardan% 50 daha fazladir
(61). Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki yasa gore diizeltilmis yillik
insidans orani erkeklerde 100.000 iken 7.6 ve kadinlarda 100,000'de, erkek-kadin
fazlaligt zamanla sabit kalmistir ve uluslararasi alanda belirgin bir sekilde

goriilmektedir.

Ayrica, erkeklerle karsilastirildiginda GBM’in kadinlar i¢in orani menopoz
oncesi yillarda azalmaya baslayip ve 50-54 yas araliginda 0.51'e ulagsmaktadir. Daha
sonra, bu oran artmis ve kadin hormonlarinin azalan seviyelerine paralel olarak

yaklagik 0.65 sabit bir seviyede kalmustir (62).

Bu bulgular, kadin hormonlarinin gliomagenez iizerinde bazi onleyici etkilere
sahip olduklarim giiclii bir sekilde gostermektedir. 2011 yilinda Cowppli-Bony ve
ark. beyin tiimoérlerinde steroid hormonlariin roliine iliskin gozden gegirme
caligmasini yaymladilar.  Sonuglari tutarli bir sekilde, gebe kadinlarda veya
postmenopozal hormon degisim tedavisi (hormone replacement therapy, HRT) ve
kontraseptiflerle tedavi edilen kadinlarda glioma riskinde bir azalma oldugunu ortaya
koymusglardir. Diger tutarli sonuglar ge¢ ergenlik veya menopoz dénemindeki
kadinlarda glioma riskinde artis ve gliomalarin aksine HRT ile meningiom riskinde

artig icermektedir (63).

Bu konuda en carpici ¢alismalardan biri; Atif ve ark. tarafindan 2015°te yapilan
yiiksek doz P4’iin GBM tiimor biiylimesini biiyiik 6lclide diisiirdiigiinii ve fibroblast
ile saglikli primer kortikol ndronlarda apoptoz baslatmadigini rapor ettikleri

caligmadir. Bu caligmada, bagisikligi baskilanmis fare modeli kullanarak P4 ile 8
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giinliik tedavi sonrasinda tlimoérlerin biliylimesini yar1 yartya inhibe ettigini,
angiyogenezi durdurdugunu ve apoptozu indiikledigini gostermislerdir. Ayni
calismanin bir diger sonucu olarak, bagisikligi baskilanmis farelerde P4’e bagh
herhangi bir doku toksisitesi gozlenmemistir. Bagisikligt baskilanmis fare
modellerinde, P4 sadece 8 giinliikk tedavi sonrasi ndroblastomalarin biiylimesini
yaklagik %50 inhibe etmis ve ayrica tiimor biliylimesini ile angiyogenezi durdurmus,

apoptozu indiiklemis ve hi¢ normal doku toksisitesi gostermemistir (17).

Altindz ve ark. derlemesinde de progesterone gibi antiprogestinlerin veya yiiksek
doz progestinlerin yiiksek dereceli glial tiimorlerin tedavisinde etkili olabilecegi ve

bu yonde yapilan ¢alismalarin 6nemi vurgulanmigtir (64).

Tim bu arastirmalarin 1s1ginda ¢alismanin amaci P4’in anti-proliferatif ve
apoptotik etkisinin, hiicre hatlarinin proteomik profilleri iizerindeki degisimini

incelemektir.

2.5. Proteomik Yaklasimlar

Protein ve genom sozciiklerinin birlestirilmesi ile olusturulan proteom; yasayan
bir sistemdeki proteinlerin tiimiidiir. Proteomik ise proteinlerin analizini yani
proteinlerin  yapisal, kimyasal ozelliklerinin  belirlenmesini,  islevlerinin

aydinlatilmasini kapsar.

Canli sistemlerde proteom dinamiktir, hiicresel islevlerle ve zamanla degisir.
Proteomik c¢aligmalarinin temel amaci proteinlerin birbirinden ayrilmast ve
tanimlanmasidir. Proteomik, genellikle biyokimyasal yontemlerle proteinlerin biiyiik

olgekli bir galismasidir (65).

Proteomik kelimesi geleneksel olarak iki boyutlu poliakrilamid jelleri iizerinde
belirli bir hiicre hattindan veya organizmadan ¢ok sayida proteinin gosterilmesiyle
iliskilendirilmistir (66-68). Bu anlamda proteomik, 1970'lerin sonlarina dogru,
arastirmacilar, yeni gelistirilen iki boyutlu jel elektroforezi teknigini kullanarak

protein veri tabanlari olusturmaya basladiklar1 zamana kadar uzanmaktadir (69). Bu,

22



ifade edilen tiim proteinlerin veri tabanlarini olusturmak i¢in, iki boyutlu jellerdeki

spotlarin kapsamli bir sekilde kataloglanmasiyla sonuglanmustir.

Veritabanlarinda ¢ok miktarda DNA dizi analizlerinin birikmesiyle birlikte,
aragtirmacilar, sadece tam bir genom dizisine sahip olmanin biyolojik islevi
aciklamak icin yeterli olmadigini anladilar. Bir hiicrenin normal olarak hayatta
kalabilmesi, ¢ok sayida metabolik ve diizenleyici yola baghdir. Genler ve
tamamlayic1 proteini ile bir hiicrenin proteomu arasinda kati bir dogrusal iliski
yoktur. Proteomik, genomige tamamlayicidir ¢iinkii hiicrelerdeki aktif ajanlar olan
gen Tlriinlerine odaklanir. Boylece hemen hemen tiim ilaglar proteinlere karsi

yoneltildigi igin proteomik dogrudan ilag gelistirilmesine katkida bulunur (65).

Proteomik, gen islevinin dogrudan protein diizeyinde genis c¢apli ¢alismasi igin
giicli bir arag seti, biyolojik bilimler {izerinde en dnemli ve dogrudan etkisi olacak
zengin protein-protein etkilesim verileri saglar. Proteinler, genlerden ziyade
fonksiyona bir adim daha yakin olduklari i¢in, bu c¢alismalar siklikla biyolojik
kesiflere ya da hipotezlere yol agar. Birgok insan geninin tam uzunluktaki hazir
klonlar1, birgok proteomik stratejiyi miimkiin kilacak genom projelerinin ¢ok dnemli

bir uzantisidir (65).

2.5.1. Iki boyutlu jel elektroforezi

Patrick O’Farrel tarafindan 1975 yilinda gelistirilen iki boyutlu jel
elektroforezi metodunda yillar iginde gesitli iyilestirmeler yapilmistir (69). Yontem;
birinci boyutta izolelektrik odaklanma ve ikinci boyutta poliakrilamid jel
elektroforezinden olusmaktadir. Oncelikle birinci boyutta bir serit jel iizerinde
izoelektrik noktalarina gore ayrilan proteinler, ikinci boyutta molekiiler agirliklarina
gore poliakrilamid jelde yiritiiliirler. Yontemin en ilk basamagi proteinlerin
denatiirasyonu ve jeldeki ¢oziiniirliigiidiir. Rehidrasyon tamponunda kullanilan iire
ve tiyoiire gibi kimyasallar ile proteinlerin kovalent olmayan baglar1 zayiflatilir ve
acilir. Ikinci boyutta jelde ayrimda ise iyon iceren deterjanlardan biri olan “Sodyum
Dodesil Siilfat, SDS” ile proteinlerin igindeki aminoasitler etkilesime girerek
denatiirasyonu artirmaktadir. ki boyutlu jel elektroforezinde teknoloji ile yapilan

tyilestirmeler daha 1y1 fokuslama sagalayan immobilize serit jeller, yliksek baglanma
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duyarliligima sahip boyalar, jel goriintiileme ve analizindeki gelismeler yontemin

gelismesine destek olmustur (70).

Iki boyutlu jel elektroforezinin jeller laboratuvarlar arasinda tekrarlanabilir bir
sekilde yiiriitiilebildiklerinde bile proteinlerin kimliginin saptanmasi, protein
karakterizasyonu i¢in hassas ve hizli analitik metotlarin eksikligi nedeniyle zor bir
tekniktir. Buna ragmen jelle ayrilmis proteinlerin kiitle spektrometrik calismasi,

protein fonksiyonuna biyokimyasal yaklasimlarda bir ronesansa yol agmistir (65).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerec

Kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 1 de verilmistir.

Tablo 1 Kullanilan cihaz ve malzemeler

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Marka/Model

MALDI TOF/TOF Kiitle Spektrometresi

Jel Goriintiilleme Cihazi

Izoeletrik Fokuslama Cihazi

ikinci Boyutta Ayrim Cihazi

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler
Santrifiij

Derin Donduruculu Buzdolabr (+40C ve -
200C)

Derin dondurucu (-800C)

Hassas Analitik Terazi

Etiiv (370C)

Otoklav

pH Metre

Vorteks

Mikro Hacimli Spektrofotometre
Calkaliyicili Is1 Blogu

Azot Tanki

0.5, 1.5 ve 5 mL Hacimli kapakli Tiipler
Cesitli Hacimlerde Pipet Uclar1 (0.1-1000 pL)
5, 10 ve 25 mL hacimli Steril Serolojik Pipetler
Cesitli Cam Malzemeler

Spot Kesme Aleti

xCELLigence® RTCA DP

Biyogiivenlik Kabini

RapifleX MALDI Tissuetyper Bruker Daltonics

Chemidoc Imaging System Biorad
Protean i12 IEF Cell Biorad

Serva Electrophoresis GmbH
Thermo Scientific

MicroL17 Thermo Fischer Scientific
Kirsch Medical

Haier Biomedical

Kern ABJ

Hera Term Oven Thermo Scientific
Niive SteamArt

Thermo Scientific

VWR VV3

Hitachi U-1900

Witeg Wisd Laboratory Instruments
Thermo 30 Thermo Scientific
Axygen ve Eppendorf

Axygen

Isolab

Isolab

2D Spot Picker Gel Company
Acea Biosciences,Inc.

Safe 2020 Thermo Scientific
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Etiiv
Santrifiij
Invert Mikroskop

Su Banyosu

Steri-Cycle, CO, Incubator Thermo Scientific
Labofuge 400 Thermo Scientific

Primo vert Zeizz

St 30 Niive

Kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 2 de verilmistir.

Tablo 2 Kullanilan kimyasal malzemeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Firma/Kodu

Sodyum Kkloriir (NaCl)
(Hidroksimetil)aminometan (Tris)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Ure (CH4N20)

Tiyoiire (CH4N2S)
3-((3-kolamidopropil)
propansiilfonat (CHAPS)
Bromofenol mavisi

pH 3-10 Amfolit
DL-Dithiothreitol (DTT) (C4H1002S2)
Gliserol

Benzonase

Kloroform (CHCL3)

2D Quant Kit

Lightning Red Floresans Boya
iyodoasetamit (C2H4INO)

Asetonitril (C2H3N)

Amonyum bikarbonat (NH4HCO3)
Tripsin

Trifloro asetik asit (TFA) (C2HF302)
A-siyano-4-hidroksisinamik asit (a-CHCA)
Bovin serum albumin (BSA)

Peptid Standart1

Dmem W/Glutamax-1 PYR-1G/L-GLU
DPBS, calcium, magnesium

100 mm Tc-Treated culture dish

Cell Lifter

Etanol (C2H60)

dimetilamonyo)-1-

Sigma, 433209
Sigma, 252859
Sigma, 862010
SERVA Electrophoresis, 24525.01
Merck, 107979

SERVA Electrophoresis, 17038.03
Sigma, B0126

SERVA Electrophoresis, 43368.01
GE Healthcare, 17-1318-02
Sigma, G5516

Merck, 70746-3

Sigma, 288306

GE Healthcare, 80648356
SERVA Electrophoresis, 43400.01
GE Healthcare, RPN6302

Merck, 100029

Merck, 5.33005

Promega, V5111

Sigma, T6508

Proteochem, p9100

Bruker Daltonics, 8217498

Bruker Daltonics, 8222570
Thermo Fisher, 21885025

Thermo Fisher, 14040091
Corning, 430167

Corning, 3008

Merck, 111727
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Tripsin Gold Promega, V5280

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Thermo Fisher,15140122
Trypan Blue Solution, 0.4% Thermo Fisher, 15250061
Trypsin-EDTA (0.25%), phenol red Thermo Fisher, 25200056
Fetal Bovine Serum Thermo Fisher, 10270106
Progesterone >99% Sigma, P0130-25G

Bu tez calismasi Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi arastirma
laboratuvarinda, 2016-2018 yillar1 iginde yapilmistir. Arastirma hiicre kiiltiirii
(xCELLigence) caligmalarinmi takiben iki boyutlu jel elektroforezi ve jelden protein

tanimlanmasini igeren proteomik ¢alismalar ile devam etmistir.

Calismada glioblastoma 6rnek hiicre hatlart US7MG ve A172 kullanilmistir.
xCELLigence deneyleri ve iki boyutlu jeller her 6rnek icin 3 tekrarli olarak
yapilmustir.

Arastirmanin hipotezi; yliksek doz P4’iin, GBM hiicre hatlar1 iizerindeki
antiproliferatif etkisi, hiicre yasaminda Onemli yolaklarda gorevli proteinleri

etkilemesi gerekmektedir.

Iki boyutlu jel elektroforezinin, birinci boyutta proteinlerin serit jel iizerinde
ayrilmasinin diizgiin olabilmesi i¢in optimizasyon g¢aligmalarinin zaman ve maddi
destek gerektiren bir islem olmasi, total proteomu ayirmada limitli bilgi saglamasi,
jel ylizeyinde goriintiilenebilen ve yazilimda analiz edilebilen her spotun yeterli
protein konsantrasyonunda olmadigi i¢in tanimlamasmin yapilamamasi, keratin
kontaminasyonuna agik bir deney diizeninin bulunmasi gibi limitasyonlari

bulunmaktadir.
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3.3.Yontem

3.3.1. Arastirma diizeni

Oncelikle hiicre hatlar1 iizerinde xCELLigence deneyleri yapilmistir (Sekil 7).
xCELLigence deneyleri sonucuna gore belirli dozlarda ilag uygulanan hiicre kiiltiirti
orneklerinin uygun sekilde proteinleri izole edilerek iki boyutlu jel elektroforezinde

yiiriitiilmesi ile devam etmistir (Sekil 8).

RTCA Software

NN CL#

€

Huicrelerin belli fizyolojik kosullar
altinda es zamanl takibi RTCA yazilimi ile data analizi

Hiicre kltird xCelligence E-plate
hiicre ekimi

Sekil 8 xCELLigence Sistemi. Hiicre canliligini ve sitotoksisiteyi arastirmak i¢in deneysel is akisi

\ -
- — — — — —pv

Hucre kiiltdird flag uygulamasi Hiicrelerin toplanmasi Yikama Lizisve protein Rehidrasyon
coktiirme tamponu ile
¢ozme

Sekil 9 flag uygulamasi ve 6rneklerin toplanmasi is akisi

3.3.2. Hiicre Kiiltiirii calismalari

Tiim hiicre kiiltiirii galigmalar1 Acibadem Mehmet Ali Aydimlar Universitesi
Arastirma Laboratuvar hiicre kiiltiirii odasinda bulunan hiicre kiiltiirii kabinlerinde,
steril ortamda gerceklestirildi. Her c¢alisma Oncesi ve sonrasi kabin UV 1g1k
kullanilarak, kabin ve kabinde kullanilacak malzemeler ¢alisma oncesi %70 etanol

ile silinerek sterilize edildi.
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3.3.2.1. Hiicrelerin uygun kosullarda biiyiitiilmesi

Calismada ATCC (American Type Culture Colection) firmasindan temin
edilen glioblastoma multiforme kokenli U87MG (ATCC HTB-14) ve A172(ATCC
CRL-1620) hiicre hatlar1 kullanilmistir.

Temel Besiyeri: Gibco DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) GlutaMax
(500 mL) igerisine %1 (5 mL) Penicillin-Streptomycin (10000 U/mL) eklendi ve
tyice karistirildi. 50 mL’lik steril falkonlara 45°er mL olarak boliindii.

Tamamlanmis Besiyeri: Hazirlanan besiyeri igerisine (45 mL), %10 (5 mL ) Fetal
Bovin Serum (FBS) eklendi. Besi yerlerinin kapaklar1 parafilm ile sarilarak +4°C’de

saklandi.

PBS: Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) 50 mL’lik falconlara boliinerek
+4°C’de saklandi.

Kriyovial tliplerde -150°C’de saklanan hiicre hatlar1 stoklar1 37°C su

banyosunda 3 dakika bekletilerek tamamen ¢oziildii.

Hiicre hatlar1 ilk ekim i¢in iki kez %20 FBS’li tamamlanmis besiyerinde
¢oziilip 200 g’de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kisimlari
atildi, pelle 6 mL tamamlanmis besiyerinde pipetaj ile ¢oziilerek 100 mm’lik

platelere ekildi.

3.3.2.2. Hiicrelerin biiyiitiilmesi, pasajlanmasi ve sayilmasi

Hiicre ekilen plateler; steril 37°C, %5 CO2’li inkiibatorlere kaldirild.
Hiicreler plate yiizeyinin %70-%80’lik kismini kapladiktan sonra pasajlanma yapildi.

Pasaj icin Once platelerdeki besiyeri uzaklastirildi. Plateler 6 mL DPBS ile
yikandi ve her bir plate 1 mL Tripsin-EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)
eklendikten sonra yaklasik 2 dakika inkiibatorde bekletildi. inkiibasyondan sonra 5
mL tamamlanmis besiyeri eklendi ve hiicreler yavasga pipetlenerek plate yiizeyinden

kaldirildi, 15 mL’lik falkonlarda toplandi. 200 g’de 8 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
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sonrast siipernatant uzaklastrildi ve pelle 5 mL tamamlanmis besiyeri igerisinde iyice
pipetlenerek ¢oziildii. Hiicre siispansiyonundan 10 pL alinip bir ependorf tiipiiniin
igerisinde 10 pL tripan blue (Thermo Fisher) ile pipetajlarak karistirildi. Karisimdan

10 pL alinip thoma hemositometre (Isolab) lamina yiiklendi.

Tripan blue (Thermo Fisher) ile sayim yonteminde; 6li hiicreler islevsiz
Na+/K+ ATPaz pompalar1 nedeniyle boyay1 icine ¢ekmekte ve disar1 atamamakta,
bu yilizden 6lii hiicreler mavi renkte, canli hiicreler sari-yesil renkte goziikmektedirler
(71). Thoma lam1 (Isolab) invert mikroskopta her iki tarafindaki kare i¢indeki canli
hiicreler sayilarak canli hiicre sayisi; “sayilan karedeki hiicrelerin ortalamasi x
seyreltme orani x 104 formiilii ile hesaplandi. Sayilan ve miktar1 belirlenen hiicreler,
icerisinde 8 mL tamamlanmis besiyeri bulunan 100 mm’lik platelere 1x106 hiicre

olacak sekilde ekildi ve kiiltiirleme siirecine devam edildi.
3.3.2.3.XCELL.igence Deneyleri
XxCELLigence sistemi

XCELLigence RTCA (Real-Time Cell Analyzer) DP (dual purpose) cihazi,
isaretlenmeye gerek duymadan, gercek zamanl bir sekilde hiicre proliferasyonunu,
morfolojisini ve baglanma kalitesini 6l¢mek igin non-invaziv elektriksel empedans
izlemesini kullanir. Cihaz standart bir CO;’1i hiicre kiiltiirli inkabatoriine yerlestirilir
ve inkiibatdriin disinda bulunan kontrol iinitesine (diziistii bilgisayar) bir kablo ile
baglanip, kontrol edilir. RTCA yazilimi, gercek zamanli veri goriintiileme ve analiz

fonksiyonlarini icermektedir.

Hiicresel empedans Ol¢limiiniin fonksiyonel birimi, bir mikrotitre plakasinin
kuyu tabanina kaynasmis bir dizi altin mikroelektrottur. Elektriksel olarak iletken bir
sollisyon (tampon veya standart besiyeri gibi) eklendiginde, elektrotlar boyunca bir
elektrik potansiyelinin uygulanmasina, elektronlarin negatif terminalden ¢ikmasina,
eklenen ¢ozeltiden gegmesine ve ardindan devrenin tamamlanmasi igin pozitif
terminale go¢ etmesine neden olur. Bu eklenen c¢ozeltiyle etkilesime giren
elektrotlara bagli oldugundan, elektrot ¢ozeltisi ara yiizeyine yapisan hiicrelerin
varlig1 elektron akisini engeller. Bu empedansin biiyiikliigii hiicre sayisina, hiicrelerin

biiyiikliigiine, sekline ve hiicre- substrat ilgisinin kalitesine baglidir. En 6nemlisi, ne
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altin mikroelektrot yiizeylerinin ne de uygulanan elektrik potansiyelinin (22 mV),

hiicre saglig1 veya davranisi iizerinde bir etkisi yoktur (Sekil 8).

Single Well
(side view)

—— P e —————————

electron flow impeded electron flow

culture medium addition
—_——>
f—\\ of cells
=3 ey =

f=—=xl
negative - A L positive

terminal | ~ terminal
well bottom

(glass or PET)

Sekil 10 Hiicresel empedans aparatina genel bakis.

Hiicreler eklendikten 6nce ve sonra tek bir kuyunun yandan goriiniimii gosterilmektedir. Ne elektrotlar
ne de hiicreler 6lgeklidir (netlik i¢in biiylitiilmiistiir). Hiicrelerin yoklugunda elektrik akimi serbestge
kiiltiir ortam1 boyunca akar, elektrotlar arasindaki devreyi tamamlanir. Hiicreler elektrotlar {izerine
yapistikca ve ¢ogaldik¢a akim akist engellenir, hiicre sayisinin, hiicre boyutunun / morfolojisinin ve
hiicre-substrat baglanma kalitesinin son derece hassas bir sekilde okunmasi saglanir.

Hiicrelerin E-Plate’e yiiklenmesi ve cihaza konulmasi

E-Plate kuyucuklarina 100l besiyeri eklenir ve arka plan taramasi yapildi.
Daha sonra besiyeri alinarak hiicreler U87MG ve A172 sirasiyla 200 pl besiyeri
igerisinde 5000 hiicre/kuyucuk, 7500 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hazirlandi, E-
Plate’e ekildi. E-Plate oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, ardindan inkiibatérde
bulunan RTCA cihazina yerlestirildi. Hicrelerin logaritmik c¢ogalmasi cihaz ile

gozlemlendi.
flac hazirlanmasi ve uygulanmasi

Progestoron tiretici firmanin verdigi yonergelere gore; 20mM i¢in 0,001g
(Img), 1 mL etanol 49 mLL DMEM igerisinde iyice ¢oziildii ve 0,22 mm filtereden
gecirildi ve steril falkonlara boliindii. -20°C’de saklandi.

[lag uygulamasi i¢in 20 mM stok progesteron ilag ¢dzeltisinden 100 pM ve
300 uM progesteron igeren 10’ar mL’lik besiyeri ve kontrol grubu i¢in %30 filtre
edilmis EtOH igeren 10 mL besiyeri hazirlandi. Hiicrelerin logaritmik fazlarinin

ortasinda, US7MG ve A712 hiicre hatlar1 i¢in sirastyla 18. ve 22. saat sonunda besi
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yerleri cekilerek 200 pl farkli konsantrasyonlardaki progesteron igeren besiyeri

eklendi. E-Plate inkiibatordeki cihaza yerlestirilir.
Hiicrelerin takibi

Hiicrelerin ilaca cevabi ger¢cek zamanli olarak xCELLigence cihazindan takip
edildi. Ilag uygulamasindan 72 saat sonra deney sonlandirildi. Veriler RTCA 2.1.0

yazilimi ile analiz edildi.

3.3.3. Invitro calisma dizaym

U87MG ve A172 hiicre hatlar1 proteomik analizler i¢in yeterli miktar hiicre

sayisina ulasincaya kadar uygun kiiltiir sartlarinda biiyiitiildii.
3.3.3.1.Hiicre Kiiltiirii ve ila¢c uygulamasi

Her analiz i¢in li¢ biyolojik tekrar olusturuldu. Kontrol grubu, 100uM ve
300uM ilag uygulamasi yapildi. ila¢ uygulamalar1 daha 6nce yapilan xCELLigence
deneylerine gére US7MG ve A172 igin sirasiyla hiicre ekiminden itibaren 18. ve 22.
saatte yapildi. Daha sonra hiicreler ila¢ uygulamasindan 72. saat sonra besiyerleri
uzaklastirilarak kaziyict yardimiyla toplandi ve proteomik analizler igin pellet

seklinde donduruldu.

3.3.4. Proteomik calismalar

3.3.4.1. Hiicrelerin 2D analizi icin hazirlanmasi

Dondulurulmus pelletler protein ekstraksiyon tamponu (8 mol/L Ure, 4%
(w/v) CHAPS, 40 mmol/L Tris, 0.2% (w/v) Bio-Lyte 4/7 Ampholyte, 1 mM DTT)
ile homojenize edildi. Metanol/kloroform ¢oktiirme yontemiyle tuzlardan ve diger
kontaminantlardan arindirilmasi yapildi. Bu asamadan sonra ¢oktiiriilmiis protein
pelleti 2D ¢alismasi i¢in uygun tamponda (7M iire, 2M tiyoiire, Proteaz inhibitori, %
4 CHAPS, %0.1 Bromofenolblue) ¢6ziillip analize hazir hale getirildi.

3.3.4.2 Protein konsantrasyonu 6l¢cme yontemi

Protein konsantrasyonu 6lgme yontemi olarak 2 farkli teknik kullanilmistir.
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Bradford protein konsantrasyonu dl¢iimii

Bovin Serum Albiimin (BSA) protein standartlar1 (0, 200, 300, 400, 500, 600,
800, 900, 1000 ug/mL) hazirlanmis ve 6rneklerle es zamanli olarak 96 kuyucuklu
tabaka i¢inde Bradford boyasi ile karigtirilarak 595 nm’de absorbans oOlgiimleri
yapilmistir. Standartlara gére 6rneklerin konsantrasyonlar1 belirlenmistir. (Bradford

kit manueli)
2-D Quant kit (GE Healthcare) ile protein konsantrasyonu ol¢iimii
Kit protokoliine uygun olarak protein konsantrasyonu 6l¢iilmiistiir. (72)
3.3.4.3.iki boyutlu jel elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezi; proteinlerin 6ncelikle birinci boyutta pH
gradyani belli bir serit jel lizerinde yiiklenip elektrik akimi verilerek izoelektrik
noktalarina gore ayrilmasinin saglanmasi daha sonra bu seritin SDS-PAGE (Sodyum
dodesil siilfat- poliakrilamid jel elektroforezi) iizerinde molekiiler agirliklarina gore

ayrilmasinin saglanarak yiiriitilmesi agamalarindan olusur.
Rehidrasyon asamasi

Calismada tiim protein 6rnekleri i¢in 17 cm pH 3-10NL (non-lineer) IPG
(immobilize PH gradyan) SERVA serit jel kullanildi. Oncelikle rehidrasyon tamponu
icinde bulunan 100 pg protein, floresan boya (SERVA HPE lightning red dye) ile
tiretici firma protokoliine gore isaretlendi. Total hacim 300 pL olacak sekilde
rehidrasyon tamponu ile tamamlandi. Hazirlanan 6rnek rehidrasyon tablasi igine
mikropipet yardimiyla yerlestirildi. Serit jel, jel yiizeyi asagi bakacak sekilde
rehidrasyon tablasina yerlestirildi. Hava ile temas1 kesmek i¢in lizerine mineral yag

dokiilerek gece boyu 20°C’ de pasif rehidrasyona birakildi.

izoelektrik fokuslama (IEF)

Gece boyu rehidyasyonda kalan serit jel; jel yiizeyi uistte kalacak sekilde IEF
Protean 112 IEF Cell (Biorad) cihazini tablasina art1 (+) ucu pozitif tarafa denk

gelecek sekilde yerlestirildi. Elektrotlarin altina H»O ile 1slatilmis yaklagik 0,5 cm
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biiyiikliigiindeki kagit fitiller yerlestirildi ve cihazin elektrotlar takildi. Daha sonra
hava ile temasin kesilmesi igin serit jel lizerine mineral yag dokiildi ve tabla cihaza
yerlestirildi. Protokol tablo 3 deki parametrelere uygun olarak ayarlandi. Serit jellerin

20°C’de toplamda en az 60000 voltu tamamlamasi saglandi.

Tablo 3 IEF Parametreleri

Basamak Voltaj Gradyan Akim Zaman Birim

1 100 Rapid 50 02:00 HH:MM
2 200 Rapid 50 01:00 HH:MM
3 500 Rapid 50 01:00 HH:MM
4 1000 Rapid 50 01:00 HH:MM
5 2000 Rapid 50 02:00 HH:MM
6 5000 Gradual 50 03:00 HH:MM
7 5000 Rapid 50 45000 VoltHr

Dengeleme

Birinci boyutta ayrimi tamamlanan serit cihazdan cikarildi. Jelin ikinci
boyutta ayrimina ge¢meden once SERVA 2DHPE™ Large Gel 12.5 % Kit
protokoliine uygun olarak dengeleme soliisyonu igerisine ilk asamada 1,8 gr iire,
120mg SDS, 50 mg DTT, ikinci asamada 1,8 gr iire, 120mg SDS, 125 mg IAA

eklenerek 15’°er dakika oda sicakliginda ¢alkalayicida muamele edildi.

ikinci boyutta ayrim, SDS-PAGE(Sodyum dodesil siilfat- poliakrilamid

jel elektroforezi)

Dengeleme sonrasi serit jel soliisyondan ¢ikarilip SERVA HPE™ vyatay
sistem BlueHorizon™ ve BlueTower (SERVA Electrophoresis GmbH) cihazina
yerlestirilen poliakrilamid jel lizerindeki belirlenmis alana jel yilizeyi asag1 bakacak
sekilde yerlestirildi. Cihazin jel iizerindeki kapagi kapatilip elektrotlar takildi.
Cihazin sogutucu sistemi 15°C’ye ayarlanip, ¢alistirildi. Jel kitin protokoliine uygun

olarak kisa zamanli yiiriitme parametreleri tablo 4’deki gibi ytirtiildi.
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Tablo 4 Jel yiiriitme parametreleri

Faz Max Volt Max mA Max W Zaman
1 100 V 7mA 1w 30 dk
2 200V 13 mA 3w 30 dk
3 300 V 20 mA 5W 10 dk
Bu asamada serit jel alinir.
4 1000 V 40 mA 30W 3 saat 50 dk
5 1500 V 45 mA 40 W 40 dk

Jellerin goriintiilenmesi

Yiriitiilmesi tamamlanan jeller ChemiDoc MP Imaging System (Biorad
Laboratories) ve Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) kullanilarak goriintiilendi.
Goriintilleme 100 pm ¢oziintirliikk derecesinde uyarim i¢in 488 nm ve emisyon igin
520 nm dalgaboylar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Goriintiilendikten sonra jeller
gece boyu fikse edilip ardindan spot kesimine kadar %20 EtOH igerisinde +4°C’de

saklanmustir.
Jellerin Analizi:

Goriintiisii alinan jellerin PDQuest Advenced Software version 8.0.1 (Biorad
Laboratories) yaziliminda spot analizleri yapildi. Tim jel goriintiileri yazilima
yiiklenip deney diizenegi olusturuldu ardindan jellerde spot se¢imi duyarhilik, spot
biiytikligii, Gaussian dagilim segilerek yapildi. Yazilimin protokolii izlenerek jeller
tizerindeki spotlarin analizleri master jel olusturarak, gruplar igindeki farkliliklar en
aza indirilerek tiim jellerde ortak olan spotlar belirlendi. Farkli yogunluktaki
spotlarin belirlenmesi igin spotlara Student t-test uygulanip ve p degeri p<0.05

olanlar anlamli kabul edildi.
Belirlenen spotlarin kesilmesi

PDQuest yazilimda anlamli farkli olarak belirlenen spotlar spot kesme kalemi

(2D Spot Picker, GelCompany) yardimiyla jelden kesilip protein Eppendorf LoBind
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(Eppendorf) tiiplere aktarildi. Her kesimden sonra kalem %100 asetonitril (ACN) ile

temizlendi.
Jel icinde proteinlerin parcalanmasi

Kesilen spotlar yikama tamponu ile yikandi (%50 asetonitril, %50 50 mM
amonyum bikarbonat tamponu). Yikamanin ardindan, %100 asetonitril ile
dehidrasyon saglandi. Spotlara, 10 mM DTT ile rediiksiyon yapildi. Daha sonra, 55
mM iyodoasetamit ile alkillendi. Spotlar tekrar yikama tamponu ile yikandi.
Ardindan %100 asetonitril ile dehidrasyon yapildi. Spotlar oda sicakliginda

kurumaya birakildi.

Her bir 6rnek igine 125 ng tripsin olacak sekilde tripsin eklenip gece boyu
37°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin tripsinizasyona ugramis proteinler jel
pargalari icerisinde toplama tamponu ile yeni bir protein Eppendorf LoBind tiiplere
aktarilmistir. Hazirlanan bu 6rnekler tamamen kurutularak tuzdan arindirma islemine

hazir hale getirildi.
Peptit 6rneklerinin tuzdan arildirilmasi

Tuzlardan ve diger kontaminant maddelerden temizleme islemi Stage-Tip’ler
ile gerceklestirilmistir. Stage-Tip plirifikasyonu i¢in Rappsilber ve arkadaslarinin
makalesindeki basamaklar takip edilmistir (73).

Kiitle spektrometrisi protein tanimlamasi

Kiitle spektrometrisi Bruker rapifleX™ MALDI Tissuetyper™  (Bruker
Daltonics) cihazinda MS ve MS/MS teknikleri kullanilarak AnchorChip tablasi
(Bruker Daltonics) ile analiz edildi. Ornekler analiz i¢in 5 uL %60 ACN %0,1 TFA
iceren tampon ile tekrar ¢oziilerek analiz i¢in hazirlandi. Matrix Ugal ve ark 2018’e
gore hazirlandi (74). AnchorChip tabla yiizeyine oncelikle 6rnek 0,8 uL konuldu ve
kurumasi beklendi. Ornek kuruduktan sonra matrix 1 pL eklendi ve tekrar kurumasi
beklendi. Tabla cihaza yerlestirilip analiz edildi. 700-2600 Da kiitle araliginda, lazer
giicli tiim c¢alisma siiresince sabit kalacak bigimde (%35-40 arasinda), lazer vurusu
300 olacak sekilde tamamlandi. Her bir ¢alisma 6ncesinde, metod kurulmadan 6nce
iretici talimatina gore hazirlanmis peptid standartlart (Peptid Std II, Bruker

Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak kalibrasyon yapildi. Elde edilen pik
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listeleri FlexAnalysis yazilimi (Bruker Daltonics) kullanilarak MASCOT
veritabaninda (Matrix Science) tanimlanabilir formata donistiiriilmiis ve Uniprot

insan referans proteom veritabani kullanilarak tanimlama yapildi.
Kiitle spektrometrisi protein tanimlamasi

Kiitle spektrometrisi Bruker rapifleX™ MALDI Tissuetyper™ (Bruker
Daltonics) cihazinda MS ve MS/MS teknikleri kullanilarak AnchorChip tablasi
(Bruker Daltonics) ile analiz edildi. Ornekler analiz i¢in 5 uL %60 ACN %0,1 TFA
iceren tampon ile tekrar ¢oziilerek analiz i¢in hazirlandi. Matrix Ugal ve ark 2018’e
gore hazirlandi (74). AnchorChip tabla yiizeyine oncelikle 6rnek 0,8 uL konuldu ve
kurumasi beklendi. Ornek kuruduktan sonra matrix 1 pL eklendi ve tekrar kurumasi
beklendi. Tabla cihaza yerlestirilip analiz edildi. 700-2600 Da kiitle araliginda, lazer
giicli tim c¢alisma siiresince sabit kalacak bigimde (%35-40 arasinda), lazer vurusu
300 olacak sekilde tamamlandi. Her bir ¢alisma Oncesinde, metod kurulmadan 6nce
iiretici talimatina gore hazirlanmis peptid standartlar1 (Peptid Std II, Bruker
Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak kalibrasyon yapildi. Elde edilen pik
listeleri FlexAnalysis yazilimi (Bruker Daltonics) kullanilarak MASCOT
veritabaninda (Matrix Science) tanimlanabilir formata doniistiiriilmiis ve Uniprot

insan referans proteom veritabani kullanilarak tanimlama yapildi.

Tammlanan Proteinlerin Analizi

Tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyonlarin1 analizleri gene ontology,
protein-protein etkilesimleri signor 2.0 veri bankalar1 kullanilarak gergeklestirildi
(75,76). Molekiiler yerlestirme (Docking) ile progesteron, Siklin Bagimli Kinaz-1
(CDK1) (PDB:5HQO) ve Siklin Bagimli Kinaz-2 (CDK2) (PDB:2EXM)
proteinlerinin ti¢ boyutlu yapilar1 protein veri bankasindan (PDB) elde edildi (77).
Yerlestirme analizi AutoDockTools (ADT) v1.5.4 ve Autodock Vina programlari
kullanilarak gergeklestirildi (78,79). ADT programi molekiiler yerlestirme 6ncesinde
gerekli dosyalarin hazirlanmasinda kullanildi. AutoDock Vina programi ile reseptor

proteinlerin  tliim  yiizeyi i¢in molekiiler yerlestirme analizi yapild1.
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4. BULGULAR

4.1. XxCELLigence Bulgulari

US7MG i¢in 5000 hiicre, A172 ic¢in 7500 hiicre sayilarak e-plate’in
kuyucuklarma ekildi. XCELLigence Olgimleri 6rnek basina 3 tekrar yapilarak
tamamlandi. Hiicre hatlarinin dozlara cevap grafigi hiicrelere P4 uygulamasinin

yapildigi evrede normalize edilerek olusturuldu.

XCELLigence cihazimnin olusturdugu ger¢ek zamanli Ol¢iimlere dayali veriler

Sekil 11 ve Sekil 12 deki grafikler ile gosterilmektedir.

wwwwwww L o e e e e e L B B e e e I B L o o e e

——Control 20uM  ——50uM 7—-—100uM 300um

Normalized Cell Index

i 1 1 1 I 1 I 1
200 300 w0o 500 800 700 800 800

Time (in Hour)

Sekil 11 U87MG hiicre hattinda RTCA yazilimi ile elde edilen grafik.

Kontrol: P4 verilmeyen, 20 uM, 50 uM, 100 uM ve 300 uM konsantrasyonlarinda P4 verilen hiicreler

isimlerine gore renklendirilmistir. Grafik hiicre hattina ilacin verildigi 18. saatte normalize edilmistir.
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Sekil 12 A172 hiicre hiicre hattinda RTCA yazilimi ile elde edilen grafik.

Kontrol: P4 verilmeyen, 20 uM, 50 uM, 100 uM ve 300 pM konsantrasyonlarinda P4 verilen hiicreler
isimlerine gore renklendirilmistir. Grafik hiicre hattina ilacin verildigi 22. saatte normalize edilmistir.

Grafiklere gore hiicre hatlarina P4 uygulamasi yapilacak zaman veP4’lin dozlara
bagl etkisi belirlenmistir. En ¢ok antiproliferatif etkinin gorildigii 100 uM ve 300

uM dozlar1 proteomik calisma igin segilmistir.

4.2.iki Boyutlu Jel Elektroforezi Bulgular:

Her iki hiicre hatti iginde kontrol (P4 uygulamasi yapilmayan), 100 uM ve 300
uM konsantrasyonlarda ilag uygulanan 3 deney grubu olusturuldu. Genel proteomik
profili gormek adina 17 cm, pH 3-10 serit jeller kullanildi. Jeller tiger tekrarli olarak
yuritiildii (Sekil 13 veld) ve PDQuest advanced yazilimi ile analiz edildi.

39



U87MG Kontrol

Pig

MwW

U87MG 100 uM P4

U87MG 300 uM P4

Sekil 13 US7MG ornek jel gorintiileri.
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A172 Kontrol

A172 100 uM P4

A172 300 uM P4

Sekil 14 A172 6rnek jel gorintiileri.
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U87MG ve A172 hiicre hatlarindan ayr1 2 deney grubu olusturuldu jeller;
kontrol, 100 uM, 300 uM seklinde adlandirilip 3’er tekrarli sekilde programa
yiiklendi. PDQuest advanced software analizinde oncelikle ayni 6rneklerin tekrarl
jelleri arasindaki farkliliklar sifirlandi, daha sonra protein spotlari tek tek belirlenerek
gruplar arasi eslesme yapildi. Yazilimda lineer regresyon analizine gore; Kontrol-100
uM ve Kontrol — 300 uM arasindaki 2 kat farkliliklar1 gosteren sac¢ilim grafikleri
olusturuldu (Sekil 15-18).

100 uM
N

6.5

6.0

R:0.927
kontrol 2 Sloasoun

45—
45 50 55 60 65 70

Sekil 15 U87MG hiicre hattinda 100 uM P4 uygulanan ve kontrol 6rnekleri spotlarinin sagilim grafigi
X ekseni Kontrol grubunu, Y ekseni 100 uM ila¢ verilen grubu géstermektedir. Kontrol ve 100 pM

arasinda anlamli farklilik gosteren spotlar 2.0 fold up ve down cizgileri iizerinde kalan noktalar
tarafindan temsil edilmektedir.
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Sekil 16 US7MG hiicre hattinda 300 pM P4 uygulanan ve kontrol 6rnekleri spotlarinin sagilim grafigi

X ekseni Kontrol grubunu, Y ekseni 300 uM ila¢ verilen grubu gostermektedir. Kontrol ve 300 uM
arasinda anlamli farklilik gosteren spotlar 2.0 fold up ve down ¢izgileri iizerinde kalan noktalar

tarafindan temsil edilmektedir.

100 M

kontrol

R:0.949

2.0-fold uj

50 55

Sekil 17 A172 hiicre hattinda 100 uM P4 uygulanan ve kontrol 6rnekleri spotlarinin sagilim grafigi

X ekseni Kontrol grubunu, Y ekseni 100 pM ilag verilen grubu gostermektedir. Kontrol ve 100 uM
arasinda anlamli farklilik gosteren spotlar 2.0 fold up ve down gizgileri lizerinde kalan noktalar

tarafindan temsil edilmektedir.
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Sekil 18 A172 hiicre hattinda 300 uM P4 uygulanan ve kontrol 6rnekleri spotlarinin sagilim grafigi

X ekseni Kontrol grubunu, Y ekseni 300 uM ila¢ verilen grubu gostermektedir. Kontrol ve 300 uM
arasinda anlamli farklilik gosteren spotlar 2.0 fold up ve down cizgileri lizerinde kalan noktalar
tarafindan temsil edilmektedir.

Bu grafiklere gore US7MG ve A172 jellerinden sirasiyla anlamli farklilik
gosteren 132 ve 66 spot yerleri tespit edilerek kesildi. Kesilen spotlardan US7MG’de
85, A172’de 40 tanesi tanimlandi (Ek 1). Tanimlanan spotlarin igerdigi protein
sayilar1 Sekil 19 ve Sekil 20°de verilmistir.
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U87 Protein Sayilari
50
45
40
35
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25
20
15
10

100 ;M P4 300 uM P4

W Artan 1 Azalan

Sekil 19 U87MG hiicre hattinda anlaml farklilik gosteren ve P4 dozlarma gore tanimlanan spotlarin
sayilart

A172 Protein Sayilar
20
18
16
14
12
10

(=T IS N S = S ]

100 1M P4 300 uM P4

B Artan ™ Azalan

Sekil 20 A172 hiicre hattinda anlamli farklilik gosteren ve P4 dozlarma gore tanimlanan spotlarin
sayilari
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4.3. Tammmlanan proteinlerin Gene Ontology veri bankasinda analizi

Gene Ontology veri bankasindan elde edilen grafikler Sekil 21-22’de verilmistir
(75).

US87 Artan Proteinler

I-l-.

25

20

5
l.z
0

100 uM P4 300 uM P4
m Baglanma (GO:0005488) = Katalitik Aktivite(GO:0003824)
B Antioksidant Aktivitesi (GO:0016209) Yapisal Molekiil Aktivites: (GO:0005198)
M Reseptor Aktivitesi(GO:0004872) W Tasuma Aktivites: (GO:0005215)

Sekil 21 US7MG Hiicre hattinda progesteron (P4) uygulamasi ile artan proteinlerin molekiiler
fonksiyonlarina gore dagilimu

US7MG hiicre hattinda P4 uygulamasi ile anlatimi artan proteinlerin
molekiiler fonksiyon analizine gore; doza bagimli olarak katalitik aktivite ve
baglanmanin pay1 yiiksek oranda artarken, ayni zamanda tasima aktivitesi, reseptor

aktivitesi gibi protein gruplari da ortaya ¢ikmuistir.
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A172 Artan Proteinler

4 4
3
2
2

1
0

100 uM P4 300 uM P4

HBaglanma (GQO:0005488)  Reseptor Aktivitesi(GO:0004872)

m Katalitik Aktivite(G0O:0003824) Tasmma Aktivitesi (GO:0005215)

Sekil 22 Al172 Hiicre hattinda progesteron (P4) uygulamasi ile artan proteinlerin molekiiler
fonksiyonlarina gore dagilimi

A172 hiicre hattinda P4 uygulamasi ile anlatimi artan proteinlerin molekiiler
fonksiyon analizine gore; doza bagimli olarak baglanma fonksiyonuna ait

proteinlerin pay1 artmistir.

4.4. In silico Biyobelirteg Tespiti

Tanimlanan biitiin proteinler molekiiler fonksiyonlar1 da baz alinarak
incelendikten sonra progesteronla iliskilerini belirlemeye yonelik, in siliko olarak
biyobelirteg potansiyelleri tespit edilmeye ¢alisildi. Analizlerde protein-protein
etkilesimleri detayli incelenerek, hiicre dongilisii diizenlenmesi gibi O6nemli
gorevlerdeki proteinlerin progesteron ile iligkisi arastirildi. Bu amagla Oncelikle
tanimlanan tim proteinler Signor veri bankasmna yiiklendi (76). Protein-protein
etkilesimleri tek tek analiz edildi. Olas1 biyobelirtecler iizerine yogunlasilarak
progesteronun inhibe edebilecegi proteinler belirlendi ve molekiiler yerlestirme
yoluyla, progesteronun baglanma enerjisi proteinin inhibitorii ile karsilastirmali

olarak tespit edildi.
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4.4.1. Niikleofosmin (NPML1) proteini yolak analizleri

Niikleofosmin (NPM1) proteinin miktari, US7MG hiicre hattinda hem 100 uM
hem de 300 uM P4 ile artmistir. Veri bankasi analizlerinde NPM1’in down-
reglilasyonunun Siklin Bagimli Kinaz-1 (Cyclin-dependent kinase 1, CDK1) ve
Siklin Bagimli Kinaz-2 (Cyclin-dependent kinase 2, CDK?2) ile kontrol edildigi
gorilmistir (Sekil 23).

Q Protein —— Up-regulates

O Protein family Down-regulates

. Complex —— Physical interaction

[ Chemical/Molecule Unknown E/CDK?2

[] Phenotype/Stimulus =—— Direct

0 Nucleus = = |ndirect

— Membrane = ss=aa Binding J e ———]

—

Sekil 23 Niikleofosmin proteininin protein-protein etkilesimi ve sinyal yolaginin sematik gosterimi

Bu yolak etkilesimlerinden yola c¢ikilarak NPM1 proteini icin; hiicre
dongiisiinde ¢ok onemli bir proteinler olan, CDK1 ve CDK2 ile P4’iin protein
inhibitdér etkilesimine bakilmistir. Progesteronun CDKI1’in ve CDK2’nin
inhibisyonuna sebep olan, aktif bolgesine baglandigi molekiiler yerlestirme

caligmalari ile saptanmustir (Sekil 24-25).
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Sekil 24 CDK1 proteini ve inhbitér kompleksi

Sekilde yesil olarak renklendirilen inhibitor molekiildiir. Sari ile gosterilen inhibitor ile benzer
baglanma pozisyonuna sahip progesterone molekiiliidiir. Protein atomik yiik dagilimina gore vdW ile
gosterilmistir. (PDB ID: SHQO) (Inhibitér: -10,1 kcal/mol; P4: -4,5 kcal/mol)

Sekil 25 CDK2 proteini ve inhbitér kompleksi

Sekilde yesil olarak renklendirilen inhibitor molekiildiir. Sar1 ile gosterilen inhibitor ile benzer
baglanma pozisyonuna sahip progesterone molekiiliidiir. Protein atomik yiik dagilimina gore vdW ile
gosterilmistir. (PDB ID:2EXM) (inhibitor: -6,4 kcal/mol; P4: -8,3 kcal/mol)
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5. TARTISMA VE SONUC

Progesteron normal disi lireme fizyolojisinde gorevli, farkli doku ve organlar1 da
etkleyebilen evrimsel agidan korunmus streoid hormondur. Litaratiirdeki ¢alismalar
progesteronun farkli doku ve organlarda farkli etkilerinin = gorildigiini
desteklemektedir (1). Ayrica progesterona normal ve hastalikli hiicrelerin verdigi
yanitlar da farklilik gostermektedir. Bu amagla progesteronun birgok kanser tipi
tizerinde etkisi arastirilmistir. Ozellikle rahim ve meme kanseri iizerindeki etkisinden
yola ¢ikilarak farkli beyin kanserleri iizerindeki etkilerine bakilmistir (17,64,80).
Glioblastoma oOrnek hiicre hatlar1 iizerinde yapilan ¢alismalarda diisiikk doz
progesteronun hiicre proliferasyonunu artirici etkisi kesfedilmistir (80,81). ilerleyen
calismalarda progesteronun artan dozlarda hiicre ¢ogalmasini arttiran etkinin aksine
antiproliferatif etki ettigi bulunmustur (9,17,18). Ozellikle yiiksek doz P4’iin
noroblastomada tiimor biiyiimesini inhibe ettigi hiicre kiiltiiri ve hayvan
modellerinde gosterilmistir (9). Yine ayni grup tarafindan yapilan bir baska
calismada yliksek doz P4’iin GBM tiimdr biiylimesini biiylik 6l¢iide azalttigi rapor
edilmistir. Ancak litaratiirde P4’iin hangi mekanizmalar tizerinden bu etkileri
gosterdigi heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda P4’{in GBM hiicre
hatlarina antiproliferatif ve apoptotik etkisinin proteomik agidan incelenmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla oncelikle proteomik degisikligin en iyi sekilde izlenebilecegi dozlar
xCELLigence deneyleri ile belirlenmistir. Atif ve ark. 2015 yilinda yaptigi in vitro
TMZ ve P4 kombinasyon deneylerinde 80 uM dozdaki P4’iin tek basina daha etkili
oldugu ve dermal fibroblast hiicrelerinde TMZ’nin sitotoksik etkisini azalttig
gosterilmistir (18). Proteomik etkinin en iyi gézlemlenebilecegi doz ¢aligmalar igin
XCELLigence sistemi kullanilmistir. xCELLigence sistemi diger dl¢iim deneylerine
gore daha giivenilir, hizli ve ger¢ek zamanli gbzlemlenebilir sonuglar vermektedir
(82). Hiicrelerin ¢ogalmalar1 izlenerek, ila¢ uygulamasinin etkisinin en iyi

gozlemlenebilecegi evre, baska bir deyisle hiicrelerin diizgiin olarak g¢ogalmaya
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basladiklar1 evre (logaritmik fazin baslangici) gézlemlenmistir. Logaritmik fazin
baslangicindaki hiicrelere 20 uM, 50 puM, 100 uM ve 300 uM dozlarinda ilag
uygulamasi yapilmis ve elde edilen verilere gore hiicre canliliginda P4 dozuna
bagimli olarak azalma gbzlenmistir. Bu azalmanin 6zellikle yiiksek P4 dozu olan 100
uM ve 300 uM konsantrasyonlarinda oldugu belirlenmistir. Dozlara bagimli azalma
A172 hiicre hattina kiyasla US7MG hiicre hattinda daha ¢ok etkisini gostermektedir.
Bu sonucun giris ve amagta bahsedildigi gibi bu iki hiicre hatlar1 arasindaki farkliligi
gozlemlemenin Onemini kanitlar nitelikte oldugu sOylenebilir. Progesteronun
canliligi azaltici etkisinin proteomik profil {izerine yansimasim1 daha iyi
anlasilabilmesi i¢in 100 uM ve 300 uM dozlan segilerek ilag uygulamasi yapilan

hiicre hatt1 6rneklerine iki boyutlu jel elektroforezi yapilmistir.

Iki boyutlu jel elektroforezi total proteomu belirleme ilk kullanilan yéntemlerden
biri olmasma ragmen farkli limitasyonlar1 vardir. Bu limitasyonlar dikkate
alindiginda tanimlanan fakat tutarli patern gostermeyen proteinler c¢alisma
sonuclarina dahil edilmemistir. Bu sonuglara gore P4’{in A172 hiicre hattina kiyasla
US87MG hiicre hattinda daha fazla proteinin degistigi goriilmektedir. Bu farkliligin,
U87MG hiicre hattinin A172 hiicre hattina gore daha agresif yapida olmasindan
dolay1 P4’e tepkisinin daha fazla proteinin miktarinda degisime yol a¢tig1 tanimlanan
protein sayilarmin degisim grafikleri (Sekil 19-20) ile soylenebilir. P4 dozlarina
bagimli olarak U87MG hiicre hattinda anlamli degisim gosteren protein sayisi

artarken, A172 hiicre hattinda azalmistir, bu sonuglarin da iki hiicre hatt1 arasindaki

farkli 6zelliklerinden kaynaklandigi sdylenebilir.

Mitokondriyal ornitin aminotransferaz ve elongation faktor-tu proteinleri A172
hiicre hattinda, mitokondriyal alanin t-RNA ligaz U87MG hiicre hattinda yiiksek doz
P4 ile azalmigtir. Ayrica kalsiyum-baglayic1 mitokondriyal tasiyici protein ve
mitokondriyal stres-70 proteini yiikksek doz P4 ile artmistir. Mitokondri ile iligkili bu
proteinlerin artis1 ve yiiksek doz progesteronun mitofajiyi indiikledigi sdylenebilir
(83).

Tanimlanan proteinler ile Gene Ontogoly veri bankasinda yapilan molekiiler
fonkiyon analizi grafiklerinde U87MG hiicre hattinda dozlara bagimli olarak

baglanma ve katalitik aktivite proteinlerinde artis goriilmektedir (Sekil 21). Ayrica
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100 uM P4 dozundan farkli olarak, 300 uM P4 dozunda reseptdr ve tagima aktivitesi
proteinleri gibi gruplarin da ortaya c¢iktigi goriilmiistiir. A172 hiicre hattinda ise
baglanma aktivitesinin arttigini fakat P4 dozunun artisina U87MG hiicre hatt1 kadar
tepki gostermedigi gorilmiistiir (Sekil 22).

Signor veri tabanina gore yapilan in silico biyobelirtec tespiti ¢alismalarinda, ,
ribozom biyojenezi, sentrozom duplikasyon, protein chaperoning, histon diizenegi,
hiicre proliferasyonu ve p53 / TP53 ve ARF tiimor baskilayicilariin regiilasyonu
gibi cesitli hiicresel siireglerde yer alan Niikleofosmin (NPM1) proteini dikkat
¢ekmistir (84). Niikleofosmin (NPM1) proteinin anlatimi U87MG hiicre hattinda
hem 100 uM hem de 300 uM P4 uygulanan hiicre hatlarinda artis gostermistir.
Veriler detayli sekilde protein-protein etkilesim analizleri i¢in incelenirken tespit
edilen NPM1 proteini, CDK1 ve CDK2 etkilesimi, progesteronun antiproliferatif
etkisinin bir gostergesi olabilir. S6yle ki NPM1’in anlatiminin baskilanmasi siklin ve
siklin bagiml kinazlar tarafindan kontrol edilmektedir. CDK1 ve CDK2 proteininin
azalmasi ile NPMI1 proteininin arttif1 distiniilmektedir. CDKI1 proteini hiicre
dongiisiinde mitoz fazina ve CDK2 proteini DNA sentez fazina gegiste gorevlidir
(85). Dolayisiyla CDK1 ve CDK2’nin inhibisyonu hiicrenin DNA sentez ve mitoz
fazina gegisini etkilemekte, boylece hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in olumsuz etki

olusturdugu diistiniilmektedir.

Proteomik analizler i¢in ¢ok Onemli bir metod olmasina ragmen sinirli bilgi
saglamasindan dolay1 proteinlerin analizlerinde birbiriyle iliskili tiim proteinlerin
saptanamamast  iKi boyutlu  jel elektroforezinin  limitasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Sonuclarin verilerin ileri proteomik metodlar: ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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7. EKLER

Ek 1. Tanimlanan spotlarin tablolar sirasiyla US7MG veA172.

Tablo 5 U87MG 100 pM P4 uygulanan 6rnek ile kontrol karsilagtirildiginda anlaml farklilik gosteren
ve tanimlanan spotlarin listesi

Sagilim grafiklere gore anlamh farklilik gosteren spotlarin miktarinda degisim artan-azalan seklinde
ifade edilmistir.

Uni Prot Protein Gen Adi  Protein Adi Mascot Miktardaki

ID Skoru Degisim

P47895 AL1A3 HUMAN  Aldehyde dehydrogenase 61 artan
family 1 member A3

P30084 ECHM_HUMAN  Enoyl-CoA hydratase, 116 artan
mitochondrial

P09382 LEG1_HUMAN Galectin-1 43 artan

P09211 GSTP1_HUMAN  Glutathione S-transferase P 170 artan

P52597 HNRPF_HUMAN  Heterogeneous nuclear 281 artan
ribonucleoprotein F

P06748 NPM_HUMAN Nucleophosmin 220 artan

P15531 NDKA_HUMAN  Nucleoside diphosphate 36 artan
kinase A

P62937 PPIA_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans 116 artan
isomerase A

P30041 PRDX6 _HUMAN  Peroxiredoxin-6 68 artan

QoUJZ1 STML2_HUMAN  Stomatin-like protein 2, 263 artan
mitochondrial

P38646 GRP75_HUMAN  Stress-70 protein, 180 artan
mitochondrial

P30048 PRDX3_HUMAN  Thioredoxin-dependent 93 artan

peroxide reductase,

mitochondrial

P10809 CH60_HUMAN 60 kDa heat shock protein, 119 azalan
mitochondrial
Q5JTZ9 SYAM_HUMAN  Alanine--tRNA ligase, 41 azalan
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mitochondrial

P26641 EF1G_HUMAN Elongation factor 1-gamma 41 azalan

P11021 BIP_HUMAN Endoplasmic reticulum 104 azalan
chaperone BiP

P15311 EZRI_HUMAN Ezrin 46 azalan

Q9UQ80 PA2G4 HUMAN  Proliferation-associated 214 azalan
protein 2G4

Q99584 S10AD_HUMAN  Protein S100-A13 43 azalan

P49368 TCPG_HUMAN T-complex protein 1 53 azalan

subunit gamma

Tablo 6 U87MG 300 uM P4 uygulanan ornek ile kontrol karsilastirildiginda anlaml farklilik gosteren
ve tanimlanan spotlarin listesi

Sag¢ilim grafiklere gore anlamlh farklilik gosteren spotlarin miktarinda degisim artan-azalan seklinde
ifade edilmistir.

Uni Prot Protein Gen Adi Protein Adi Mascot Miktardak

ID Skoru i Degisim

P47895 AL1A3 HUMAN  Aldehyde dehydrogenase family 1 61 artan
member A3

P06733 ENOA_HUMAN Alpha-enolase 126 artan

P12429 ANXA3_HUMAN  Annexin A3 86 artan

P08758 ANXA5 HUMAN  Annexin A5 64 artan

P00505 AATM_HUMAN  Aspartate aminotransferase, 140 artan
mitochondrial

P25705 ATPA_HUMAN ATP synthase subunit alpha, 38 artan
mitochondrial

P06576 ATPB_HUMAN ATP synthase subunit beta, 68 artan
mitochondrial

000299 CLIC1_HUMAN Chloride intracellular channel protein 1~ 43 artan

Q13185 CBX3_HUMAN Chromobox protein homolog 3 75 artan

075390 CISY_HUMAN Citrate synthase, mitochondrial 49 artan

P11021 BIP_ HUMAN Endoplasmic reticulum chaperone BiP 135 artan

P30040 ERP29 HUMAN Endoplasmic reticulum resident protein 62 artan
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P30084 ECHM_HUMAN Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial 116 artan

P07954 FUMH_HUMAN Fumarate hydratase, mitochondrial 59 artan

P09382 LEG1 HUMAN Galectin-1 43 artan

P09211 GSTP1_HUMAN Glutathione S-transferase P 170 artan

P04406 G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate 186 artan
dehydrogenase

P62826 RAN_HUMAN GTP-binding nuclear protein Ran 215 artan

P11142 HSP7C_HUMAN  Heat shock cognate 71 kDa protein 71 artan

P07910 HNRPC_HUMAN  Heterogeneous nuclear 83 artan
ribonucleoprotein C1/C2

P31943 HNRH1_HUMAN  Heterogeneous nuclear 60 artan
ribonucleoprotein H

P14866 HNRPL_HUMAN  Heterogeneous nuclear 140 artan
ribonucleoprotein L

Q32P51 RA1L2 HUMAN Heterogeneous nuclear 46 artan
ribonucleoprotein Al-like 2

P26440 IVD_HUMAN Isovaleryl-CoA dehydrogenase, 52 artan
mitochondrial

Q03252 LMNB2_HUMAN  Lamin-B2 118 artan

Q10713 MPPA_HUMAN Mitochondrial-processing peptidase 66 artan
subunit alpha

075489 NDUS3_HUMAN  NADH dehydrogenase 64 artan

P06748 NPM_HUMAN Nucleophosmin 206 artan

P62937 PPIA_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 116 artan

P30041 PRDX6_HUMAN  Peroxiredoxin-6 54 artan

P12004 PCNA_HUMAN Proliferating cell nuclear antigen 58 artan

P60903 S10AA_HUMAN  Protein S100-A10 65 artan

P50395 GDIB_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor beta 44 artan

Q96T23 RSF1_HUMAN Remodeling and spacing factor 1 35 artan

Q9Y265 RUVB1 HUMAN  RuvB-like 1 72 artan

P38646 GRP75_ HUMAN  Stress-70 protein, mitochondrial 180 artan

Q9Y4G6 TLN2_HUMAN Talin-2 36 artan

Q8NBS9 TXND5_HUMAN  Thioredoxin domain-containing protein 93 artan
5

P30048 PRDX3_HUMAN  Thioredoxin-dependent peroxide 46 artan
reductase, mitochondrial

P06753 TPM3_HUMAN Tropomyosin alpha-3 chain 62 artan
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P10809 CH60_HUMAN 60 kDa heat shock protein, 73 azalan
mitochondrial

P27797 CALR_HUMAN Calreticulin 233 azalan

P30101 PDIA3_HUMAN Protein disulfide-isomerase A3 112 azalan

Tablo 7 A172 100 uM P4 uygulanan 6rnek ile kontrol karsilastirildiginda anlamli farklilik gosteren
ve tanimlanan spotlarin listesi

Sacilim grafiklere gore anlaml farklilik gdsteren spotlarin miktarinda degisim artan-azalan seklinde
ifade edilmistir.

Uni Prot Protein Gen Protein Adi Mascot Miktadaki

ID Adi Skoru Degisim

P06576 ATPB_HUM  ATP synthase subunit beta, 70 artan
AN mitochondrial

Q15084 PDIA6_HUM Protein disulfide-isomerase A6 85 artan
AN

P06733 ENOA HUM  Alpha-enolase 58 artan
AN

P04406 G3P_HUMA  Glyceraldehyde-3-phosphate 61 artan
N dehydrogenase

P04075 ALDOA _HU  Fructose-bisphosphate aldolase A 83 artan
MAN

P21796 VDAC1_HU Voltage-dependent anion-selective 88 artan
MAN channel protein 1

P11142 HSP7C_HUM  Heat shock cognate 71 kDa protein 81 artan
AN

P61981 1433G_HUM  14-3-3 protein gamma 57 azalan
AN

P63104 1433Z_HUM  14-3-3 protein zeta/delta 61 azalan
AN

P08670 VIME_HUM  Vimentin 90 azalan
AN

P55072 TERA_HUM  Transitional endoplasmic reticulum 177 azalan
AN ATPase

P04181 OAT_HUMA  Ornithine aminotransferase, 64 azalan
N mitochondrial
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P04040 CATA HUM  Catalase 70 azalan
AN

P14618 KPYM_HUM  Pyruvate kinase PKM 58 azalan
AN

P68104 EF1A1_HUM Elongation factor 1-alpha 1 43 azalan
AN

P49368  TCPG_HUM  T-complex protein 1 subunit gamma 69 azalan
AN

P02545 LMNA_HUM  Prelamin-A/C 37 azalan
AN

P61163 ACTZ_HUM  Alpha-centractin 117 azalan
AN

P49411 EFTU_HUM  Elongation factor Tu, mitochondrial 55 azalan
AN

Tablo 8 A172 300 uM P4 uygulanan o6rnek ile kontrol karsilagtirildiginda anlamli farklilik gosteren

ve tanimlanan spotlarin listesi

Sacilim grafiklere gore anlamli farklilik gosteren spotlarin miktarinda degisim artan-azalan seklinde
ifade edilmistir.

Uni Prot Protein Gen Protein Adi Mascot Miktadaki

ID Ad1 Skoru Degisim

Q8NHM  KDM2B_HU Lysine-specific demethylase 2B 58 azalan

5 MAN

P11021 BIP_HUMAN  Endoplasmic reticulum chaperone 80 azalan

BiP

P04181 OAT_HUMA  Ornithine aminotransferase, 64 azalan
N mitochondrial

014556 G3PT_HUMA  Glyceraldehyde-3-phosphate 58 azalan
N dehydrogenase

PODN37 PAL4G_HUM  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 58 artan
AN A-like 4G

P26440 IVD_HUMAN Isovaleryl-CoA dehydrogenase 67 artan

P06576 ATPB_HUMA ATP synthase subunit beta, 70 artan
N mitochondrial

Q15084 PDIA6_HUM  Protein disulfide-isomerase A6 85 artan
AN
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P10809 CH60_HUMA 60 kDa heat shock protein, 144 artan
N mitochondrial

P06733 ENOA HUM  Alpha-enolase 58 artan
AN

P11142 HSP7C_HUM  Heat shock cognate 71 kDa protein 81 artan
AN

P09211 GSTP1_HUM  Glutathione S-transferase P 78 artan
AN

P28070 PSB4 HUMA  Proteasome subunit beta type-4 100 artan
N
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