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OZET

Yuksek Lisans Tezi
Meme Kanseri Tedavisinde mir-185-5p’nin Etkinliginin Proteomik Yaklasimla Belirlenmesi
Vildan Torun
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Dog. Dr. Demet Cansaran Duman

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tipleri arasindadir.
Kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tedavi amacli kullanilan her bir yontemin kendine 6zgii avantaj ve dezavantaji vardir. Kanser
hastaliginin kisiye 6zgii bir hastalik olmasi, tedavinin kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi
nedeniyle son yillarda farkli alternatif tedavi aragtirmalari artmaktadir. Yapilan arastirmalar
sonucunda kanser tedavisinde miRNA’larin yeni nesil biyoisaretleyici ve terapodtik ajan olma
potansiyelini ortaya ¢ikarmislardir. Meme kanseri tedavisinde rutin olarak kullanilan Tamoksifen
ve Lapatinip gibi ilaglara karsi cevap olusturan ve tedaviye karsi etkinligi belirlenen miRNA’lar
son yillarda kanser arastirmalarinin odak noktasi olmustur. Dogada yer alan biyolojik
organizmalardan biri olan likenlerden elde edilen usnik asit sekonder metaboliti, rutin tedavide
kullanilan ilaglar kadar aday bir molekiil oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilen 6nciil calismada
usnik asitin ti¢ farkli meme kanseri hiicreleri tizerine uygulamasi sonucunda; BT-474 meme
kanser hiicresine kars1 cevap veren miRNA’lar i¢inde qRT-PCR’a dayali validasyon
calismalar1 sonucunda ve biyoinformatik temelli yaklagimlarla degerlendirmeler sonucunda
meme kanseri ile iliskili yolaklarda islev gosterdigi belirlenen miRNA miR-185-5p’dir.

Protein yapisindaki bozulmalar yolaklarin islevsel 6zelliklerinde dejenerasyona neden olmaktadir
ve nihai olarak da bu durum kanser hastaligina neden olmaktadir. Genlere gore daha etkin
fonksiyonel 6zellik gosteren proteinlerin islevselliginin belirlenmesi ¢aligmalar1 kanser tedavisinde
etkin ¢6zlim arayisinda 6nemli bir adimdir. Gergeklestirilen tez kapsaminda meme kanseri (BT-
474) ve normal meme doku hiicrelerinde (MCF-12A) usnik aside cevap veren miR-185-5p mimik
uygulamast  sonrasinda protein diizeyindeki farklilagmalar Sivi  kromotografisi/Kiitle
Spektrometresi (LC-MS/MS) tabanli proteomik yontemle belirlenmistir. Hucrelerden izole edilen
protein o6rnekleri, nano-LC-MS/MS ile tamimlanarak karsilastirmali proteomik analize tabi
tutulmustur. Analiz sonucunda 858 tane protein tanimlanmis olup, meme kanseri ve normal meme
hiicreleri arasinda 86 tanesinin ifadesinde anlamli bir farklilik bulunmustur. Bu proteinlerden 53
tanesinin ifadesinde artis, 33 tanesinin ifadesinde azalma oldugu tespit edilmistir. Calisma
sonucunda BT-474 meme kanseri hiicresine miR-185-5p mimik uygulamasi ile ifade degisimi
gosteren proteinler YWHAE, PAK1 ve Katepsin D proteom boyutunda tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglarla, proteinlerin meme kanseri hastalifindaki roliiniin belirlenmesi ve meme
kanserine kargt hedeflenmis mIiRNA temelli tedavi yontemlerinin proteom boyutunda
karakterizasyonu saglanmigtir.

2019, 139 sayfa
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ABSTRACT

Master of Science Thesis
The Determination of miR-185-5p Efficiency in Breast Cancer Treatment by Proteomic Approach
Vildan Torun
Ankara University Biotechnology Institute

Assoc. Prof. Dr. Demet Cansaran Duman

Breast cancer is one of the most common types of cancer among women. Chemotherapy,
radiotherapy and surgical methods are widely used in the treatment of cancer. Each treatment
method has its own advantages and disadvantages. In recent years, different alternative treatment
studies have been increasing due to the fact that cancer is a specific disease and treatment varies
from person to person. Research has revealed the potential of miRNASs to become a new generation
biomarker and therapeutic agent in cancer treatment. In recent years, miRNAs, which respond to
drugs such as Tamoxifen and Lapatinip, which are routinely used in the treatment of breast cancer,
have been identified as the focus of cancer research. Usnic acid secondary metabolite obtained
from lichens, which is one of the biological organisms in nature, is a candidate molecule as well as
the drugs used in routine treatment. In previous study, usnic acid was applied to three different
breast cancer cell lines and usnic acid responsive miRNAs were identified. As a result of this study,
it was determined that miR-185-5p is a ushic acid responsive miRNA via qRT-PCR based
validation researches and bioinformatic approaches in BT-474 breast cancer cell line. Degradation
of the protein structure leads to degeneration of the functional properties of the pathways and
ultimately leads to cancer. Studies to determine the functionality of proteins that show more
effective functional properties than genes are an important step in the search for an effective
solution in cancer treatment.

Within the scope of the thesis, changes in protein level after administration of miR-185-5p
responsive to usnic acid in breast cancer (BT-474) and normal breast tissue cells (MCF-12A) were
determined by liquid chromatography/mass spectrometry (LC-MS/MS) based proteomic method.
Protein samples isolated from the cells were identified by nano-LC-MS/MS and subjected to
comparative proteomic analysis. As a result of the analysis, 858 proteins were identified and a
significant difference was found in the expression of 86 between breast cancer and normal breast
cells. It was found that 53 of these proteins increased expression and 33 of them decreased
expression. As a result of the study, it was detected that the proteins that showed the expression
change in YWHAE, PAK1 and Cathepsin D protein fold change by the application of miR-185-5p
in the BT-474 breast cancer cell line. The role of proteins in breast cancer disease and breast cancer
treatment methods based on miRNA were characterized at proteomic level thanks to obtained
results.

2019, 139 pages

KeyWords: Breast cancer, miRNA, proteome.
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1. GIRIS

Meme kanseri, kadinlar arasinda yaygin olan kanserlerden biridir. Meme kanseri heterojen
bir hastaliktir ve protoonkogenler (RAS ve NYC), tiimor baskilayici genler (BRCAL ve
BRCAZ2), farkli sinyal yolaklar1 (PI3K-AKT-mTOR), epigenetik, iltihaplanma, bagisiklik
sistemi bozuklugu, genomik kararsizlik gibi faktorler ile Warburg etkisi ve hiicresel
metabolizmadaki degisiklikler kanserin gelismesinde ve yayilmasinda, 6nemli rol
oynamaktadir (1). Bu ¢esitli faktorlerin belirlenmesi kanser hastaligi mekanizmasinin daha

iyi anlasilmasi ve tedavide iyi bir sonucun alinmasi yoniinde biiyiik bir adim olmasi

beklenmedktedir (1).

Meme kanserinin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler, hormon terapisi
gibi yontemler uygulanmakta, ancak kullanilan bu farkli tedavilerin yan etKileri,
tedavilerinin uzun siireli olmasi, mevcut tedavi stratejilerindeki sinirlamalar ve tedaviye

direncli kanser hiicrelerinin olmasi nedeniyle alternatif tedavi yontemleri arastirilmaktadir

(2-4).

Kanser hastaligina karsi1 rutin tedavide kullanilan ilaglarin yani sira, likenler ve yaygin
olarak kullanilan liken metabolitlerinden biri olan usnik asitin kanser tedavisinde
kullanilmas: alternatif bir yontem olarak umut vadetmektedir (5-7). Bir bagka alternatif
yontem olarak da hiicresel proliferasyondan apoptoza kadar degisen biyolojik islemlerde
onemli bir rolii olan, kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarda gorev aldig: bilinen
ve c¢esitli kanser tiplerinin teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilan miRNA’lar
gosterilebilir (4, 8). Ayrica son zamanlarda proteomik tabanli yaklagimlarin, miRNA'larin
hedef genlerinin tanimlanmasi igin kullanilabilecek bir teknoloji oldugu bilinmektedir (9).
Proteomik analizlerin, meme kanserindeki degismis protein gruplarini ve gorev aldiklari
sinyal yolaklarin1 tammlamak ic¢in bir firsat sagladigi ve proteomik teknolojilerin
gelistirilmesi ve uygulanmasi ile birgok potansiyel meme kanseri biyobelirtecini

tanimlayabilecegi anlagiimistir (10).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. KANSER

Kanser, bir organizmadaki hiicrelerin kontrolsiiz olarak boliinmesi ve ¢ogalmasidir (2).
Kanser, tiim insan Sliimlerinin yaklasik %14.6'sindan sorumlu olan ve bulasici olmayan
dort ana hastaliktan biridir ve bilinen 100’den fazla farkli kanser tiirii bulunmaktadir (11).
Hepatit B, Hepatit C, insan herpes viriisii 8 ve insan papilloma viriisiit (HPV) gibi ¢esitli
virislerin yani sira alkol, tiitiin kullanimi, ilaglar, hormonlar, bakteriler, parazitler,
mantarlar, obezite, kotii beslenme ve hareketsiz yasam tarzi gibi nedenler kanser nedeni

olarak bilinmektedir (12).

Isvigre Cenevre’de 12 Eyliil 2018 tarihinde Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajans1 (IARC),
kiresel kanser gozlem tahminlerini GLOBOCAN 2018 veri tabaninda yayinlamistir (13).
Bu veri tabanina gore, 2018’de 18.1 milyona yukselen yeni kanser vakalarinda, 9.6 milyon
kisinin 6ldigi tahmin edilmekte, diinyada 5 erkekten 1’1 ve 6 kadindan 1’i yasamlari
boyunca kanser hastaligi gegirmekte olup, 8 erkekten 1’i ve 11 kadindan 1’i de bu
hastaliktan hayatin1 kaybetmektedir (13). Akciger, meme ve Kkolorektum kanserleri,
goriilme siklig1 agisindan ilk {i¢ kanser tliriidiir ve mortalite agisindan akciger kanseri
birinci, kolorektum kanseri ikinci ve meme kanseri besinci siradadir (13). Akciger ve kadin
meme kanserleri, diinya ¢apinda yeni vaka sayilari agisindan en fazla goriilen kanser
tipleridir ve her bir kanser tipi i¢in 2018’de yaklasik 2.1 milyon tani belirlenmistir (13).
Kolorektal kanser 1.8 milyon vaka ile en sik teshis edilen ii¢iincii kanser, prostat kanseri

1.3 milyon vaka ile dérdunct ve mide kanseri 1.0 milyon vaka ile besinci siradadir (13).

Kanser hastaliginin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler, hormon
terapisi ve biyolojik molekiillere dayal ilag¢ tedavi uygulamalarin kullanildig1 yontemler
tek veya beraber de uygulanabilir (2). Kullanilan bu farkli yaklasim ve tedavilerin
kendilerine 6zgii avantaj ve dezavantajlar1 vardir (2). Radyoterapi yonteminde iyonizan
isinlar kullanarak kanserli hiicrelerin dldiiriiliip, tiimoriin kii¢tiltiilmesi hedeflenir ve bu
yontemde vicutta sadece bir bolge tedavi edildigi gibi, tiim viicut da tedavide hedef
olabilir (2). Radyoterapi yonteminde kanserli hiicreler 6ldiriiliirken ayn1 zamanda saglikli
hiicrelerin de yok olmasi bir dezavantajdir (2). Kemoterapi yonteminde de amag¢ timorli

bolgenin kiiciiltiilmesidir, bu islem kortikosteroidler, antitimor antibiyotikler, alkilleyici



ajanlar, mitotik ve topoizomeraz inhibitorleri gibi kemoterapdtik ajanlar kullanilarak
yapilir. Ancak bu ilaglarin halsizlik, kusma, istah kaybi gibi yan etkileri olabilir (2).
Cerrahi yontem ile dokudan bir parca alinip, teshis konulur ve metastaz gibi olaylarda
zararli kitle viicuttan c¢ikarilir (2). Hormon tedavi yoOnteminde viicudun {irettigi
hormonlarin ilag¢ olarak kullanilip, kanserli hiicrelere baglanmasini ve bu zararli hiicrelerin
biylmesini engellemesi hedeflenir (2). Biyolojik tedavi yonteminde ise kanser asilari,
antitiimorojenikler ve monoklonal antikorlar gibi biyolojik maddeler kullanilir (2). Bu
tedavilerin hastaya olan yan etkileri ve tedavilerinin uzun siireli olmasi nedeniyle alternatif

tedavi yontemler gelistirilmeli ve uygulanmasi amagl aragtirmalar devam etmektedir (14).

2.1.1. MEME KANSERI

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiridiir ve kansere bagli oliimlerin
yaklasik %90'1 primer timoérlerin metastatik yayilimmdan kaynaklanir (15). Meme kanseri,
farkli klinik davranislarla iliskili olan molekuler mekanizmalara sahip heterojen bir
hastaliktir (16). Yapilan ¢alismalar sonucunda bu fenotipik ¢esitliligin, meme kanserinin

tan1 ve prognozunu ciddi sekilde etkilemekte oldugu belirlenmistir (16).

2.1.1.1. Meme Kanseri Alt Tipleri

Yeni nesil genomik ve transkriptomik tekniklerin ortaya ¢ikmast ile hiicresel ve molekiiler
heterojenlige sahip meme kanserinin, tedaviye yanitlari farkli olan bes biyolojik alt tipi

tanimlanmustir (17). Bunlar;

Luminal A Meme Kanseri Alt Tipi: Bu alt tip dstrojen reseptori (ER) ve/veya progesteron
reseptort (PR) pozitif, insan epidermal blyume faktori (HER2) negatif ve diistik Ki-67
seviyelerine sahiptir (17). Luminal A meme kanseri alt tipi, tim meme kanserlerinin
yaklasik % 40'm1 olusturur, en iyi prognoza sahip olma egilimindedir ve tedavileri genel

olarak olarak hormonal tedavi seklinde yapilir (17).

Luminal B Meme Kanseri Alt Tipi: Bu alt tip ER ve/veya PR pozitif, HER2 pozitif veya
negatif ve ylksek Ki-67 seviyelerine sahiptir (17). Luminal B meme kanseri alt tipi, tim
meme kanserlerinin yaklasik % 20'sini olusturur ve Luminal A meme kanseri alt tipinden

biraz daha hizli biiyiir ve prognozu biraz daha kotidiir (17).



Insan Epidermal Biiyiime Faktorii (HER2) Meme Kanseri Alt Tipi: Bu alt tip ER ve
PR’niin olmadigi, HER2 nin yiiksek ifadesinin oldugu bir alt tiptir. Meme kanseri gorilme
sikliginin %10 ile %15'ini olusturur. HER2 alt tipine sahip kanser, luminal kanserlerden
daha hizli biyiir, ancak Herceptin (Trastuzumab), Perjeta (Pertuzumab), Tykerb
(Lapatinib) ve Kadcyla (T-DM1 veya ado-Trastuzumab-Emtansin) gibi HER2 proteinine
yonelik ilaglar ile tedavi gergeklestirilebilir (17).

Ucli Negatif/Bazal Benzeri Meme Kanseri (TNBC) Alt tipi: Bu alt tip ER negatif, PR
negatif, HER2 negatif olarak tanimlanir. TNBC alt tipi, tiim meme kanserlerinin yaklasik
%20’sini olusturur. TNBC, BRCALl gen mutasyonlu, 40 yasin altindaki ve Afrikan-
Amerikali kadinlarda daha yaygindir. TNBC genellikle diger meme kanseri tiplerinden

daha agresif davranma egilimi gosterir (17).

Normal Benzeri Meme Kanseri Alt tipi: Bu alt tip, ER ve/veya PR pozitif, HER2 negatif
ve disiik Ki-67 seviyelerine sahiptir. Bu alt tipin prognozu luminal A kanserinin
prognozundan biraz daha kotudur (17).

2.1.1.2. Meme Kanserinde Onemli Risk Faktorleri

Meme kanseri i¢in bazi onemli risk faktorleri yaslilik, genetik yatkinliklar, obezite ve

Ostrojen maruziyetidir (16).
2.1.1.2.1. Ostrojen Hormonu ve ER (Ostrojen reseptor) sinyali

Memelilerde baslica steroid hormonlarindan biri olan 6strojen hormonunun, birgok
dokudaki rolii hem fizyolojik hem de patolojik olarak uzun yillardir arastirilmaktadir (18).
Ozellikle meme dokusundaki Gstrojen seviyesinin, meme bezinin gelismesi, blyimesi,
meme kanserinin baglangici ve ilerlemesi siirecinde 6nemli bir faktdr oldugu bilinmekte ve
proliferasyon, farklilasma ve migrasyon gibi bir¢ok hiicresel aktiviteyi kontrol ettigi
bilinmektedir (18). Ostrojen hormonu etkisini 6strojen reseptorlerine (ER) baglanarak
gosterir ve ER'leri, membran 06strojen reseptorleri (¢ogunlukla G protein-baglantili
reseptorler) ile nlkleer ostrojen reseptorlerinden (ERa, ERp) olusur (17). ERa (ESR1
tarafindan kodlanir) ve ERB (ESR2 tarafindan kodlanir) reseptorleri, ligand baglanmasi
Uzerine hedef genlerin ifadesini aktive eden veya baskilayan transkripsiyonel faktorlerdir

(17). Meme kanseri hiicreleri yiiksek ERa ifadesine ve diisilk ERP ifadesine sahiptir. ERa,



meme kanserlerinin patogenezinde Onemli bir rol oynar, cinki meme kanserlerinin

yaklasik % 75'i bu spesifik hormonal reseptor tipinin pozitif ifadesine sahiptir (17).

2.1.1.2.2. Genetik Yatkinhklar

Meme kanseri i¢in bazi risk faktorleri bireyin kontroliiniin disindadir. Ornegin, kadimn
olmak, meme kanserinde erkeklere gore yaklasik 100 kat daha fazla risk faktoriidiir, meme
kanserinin ¢ogunun 55 yas ve Tlzerindeki kadinlarda teshis edilmesi gercegi de

yaslanmanin meme kanseri tizerindeki riski artirdigini gostermistir (17).

Genel olarak, meme kanserlerinin yaklasik %35-10'u bir ebeveynden kalitilan gen
mutasyonlarina baglidir (17). Kalitsal meme kanserinin en yaygin nedeni, BRCA1 veya
BRCA2 genlerinde olusan mutasyonlar olsa da diger bircok gende olusan kalitsal
mutasyonlarin da meme kanseri gelisimine neden oldugu bilinmektedir (17). Mutasyona
ugramis genlerin bazilar1 arasinda; TP53 (bu genin kalitsal mutasyonlari, 16semi, beyin
tiimdrleri ve sarkomlar1 gibi bazi kanserlerin yani sira, meme kanseri riskinde artis olan
LiFraumeni sendromuna neden olur), CHEK2 (bir CHEK2 mutasyonu, meme kanseri
riskini 2 kat artirabilir), CDH1 (kalitsal mutasyonlar, invaziv lobiler meme kanseri
riskinde artig ile kalitsal yaygin mide kanserine neden olur), STK11 (bu gendeki
mutasyonlar, meme kanseri de dahil olmak Uzere bircok kanser turi icin daha yuksek risk
tastyan Peutz-Jeghers sendromuna yol acabilir), PALB2 (BRCA2 geni tarafindan yapilan
proteinle etkilesime giren bir protein yapar, bu gende mutasyonlara neden olur ve meme
kanseri riskini artirir) vardir (17). BRCAL ve BRCA2 genlerindeki ve diger daha az yaygin
bulunan genlerdeki mutasyonlarin analizinin yapilmas: yiiksek risk tasiyan kadinlarda,

meme kanseri gelisiminin erken teshisinde ve 6nlenmesinde faydali olabilir (17).
2.1.1.2.3. Meme Kanseri ile iliskili olan sinyal yolaklari

Meme kanserinde sinyal yolaklarindaki degisiklikler, hiicresel biiylimenin artmasina,
apoptoz seviyesinin diismesine ve ila¢ direncinin gelismesine yol agan baslica
faktorlerdendir (19). Nikleer Faktor kB (NF-kB) veya Transforme Blylme Faktori-f
(TGF-P) sinyali gibi sinyal iletim yollarindaki degisiklikler, meme kanseri baslangicina,

ilerlemesine ve metastazina etkide bulunur (15).



NF-kB sinyal yolagi, 1L-8 ve CXCL1 gibi sitokin ve kemokinler, BCL2 gibi antiapoptotik
genler veya kemokin reseptori CXCR4 gibi timor buylmesi, invazyon ve metastaz ile
iliskili genlerin transkripsiyonel diizenlenmesi yoluyla tiimor gelisiminde ¢ok énemli bir
role sahiptir (15). Bu nedenle, NF-kB sinyal yolagmin, proliferasyonu uyararak ve
apoptozu Onleyerek meme kanseri ilerlemesinde énemli bir rol oynadig1 anlagilmistir (15).
Meme kanseri ile iliskili olan bir diger yolak TGF-f, hlicre doéngusu, hiicre ¢ogalmasi,
epitelyal mezenkimal gecis ve metastaz dahil olmak flizere ¢esitli hiicresel islemlerin
onemli bir dizenleyicisidir (15). Yuksek TGF-B reseptorii ifadesi ve artan TGF-f
sinyalizasyonu meme kanseri hastalarinin hayatta kalma oraninin azalmasi ile iligkilidir

(15).
2.1.1.3. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Son yirmi yildir meme kanseri ile ilgili yapilan c¢alismalar, meme kanserinin teshisi ve
etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamistir (20). Meme timori olan
hastalarda hedefe yonelik tedavi, hormonal tedavi, radyasyon, cerrahi, kemoterapi gibi
farkli tedavi yontemleri uygulanmakta ve Cyclophosphamide, Pacitaxol, Doxorubicin gibi
kemoterapi ilaglari, Tamoxifen, Letrozole gibi anti-hormonal ilaglar1 da kullanilmaktadir
(16, 20, 21).

Meme kanserinin patogenezinde ERo’nin 6nemli bir rol oynadigi ve meme kanserlerinin
yaklagik % 75'inde bu hormonal reseptor tipinin pozitif ifadesine sahip oldugu bilindigi
icin, ERa Klinikte endokrin tedavisi i¢in 0nemli bir hedef olarak se¢ilmistir (17, 18).
Membranda konumlanan ERa, Tirozin Kinaz Src, PI3K ve Epitelyal Blyime Faktori
Reseptori  (EGFR) gibi proteinlerle farkli kompleksler olusturur ve bu protein
komplekslerinde  6strojen  hormonunun  ERa’ya hizli  bir sekilde baglanip,
konformasyonunu degistirmesiyle MAPK ve AKT gibi sinyal yolaklar1 aktive olur ve
hicresel ¢ogalmanin uyarilmasi gerceklesir (18). ER sinyallerinin onkogenik aktivitesi,
anti-ostrojen ilaglar kullanilarak inhibe edilir (21). Ancak ilaglarin ilk basta etki
gostermesine ragmen, hastalifin ilerleyisi ve tiimor gelisimi slirecinde etkisini kaybederek

direng gelisimini gosterdigi goriilmiistiir (21).

Meme kanserinde tedavideki ilerlemelere ragmen, tedaviye direng kazanan kanser

hiicreleri ve mevcut tedavi stratejilerindeki sinirlamalar sebebiyle metastatik meme kanseri



hastalarinda hala yiliksek oranda oliim gergeklesmektedir (4). Bu nedenle arastirmacilar
alternatif tedavi yontemleri bulmaya ve etkin aday molekiilleri arastirmaya devam
etmektedir (20). Ayrica giiniimiizde gesitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde farkli bir bakis
acis1 olan, molekiiler biyobelirteclerle hedeflenmis tedavi yontemleri de kullanilabilir ve
bunlara 6rnek olarak gesitli kanser tiplerinin teshisinde biyobelirteg olarak etkin bir sekilde
kullanilan mikroRNA’lar (miRNA) gosterilebilir (4).

Likenler ve onlarin triinleri olan sekonder metabolitlerin kanser tedavisinde alternatif bir
ilag aday molekiil olarak kullanilmasi yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (5, 6). Bu
calismalarda kullanilan liken sekonder metabolitlerinin bazi kanser hicrelerinde etkili

oldugu ve ila¢ aday molekiilii olarak ¢alismalarin ilerlemesi gerekliligi belirtilmistir (5, 6).

Likenler, mantar ve alglerden olusan simbiyotik organizmalardan biri olup, kendilerine
Ozgii ¢esitli metabolitler sentezlemektedirler (6, 22). Usnik asit [2,6-diasetil-7,9-dihidroksi-
8,9b-dimetil-1, 3 (2H, 9bH) -dibenzo-furandion], 1844'te ilk defa izole edilmistir, en yaygin
incelenen liken metabolitlerinden biridir ve dogada Alectoria, Usnea, Lecanora, Ramalina,

Evernia gibi liken turlerinde bol miktarda bulunur (7).

OH o 9]

H,C

HO

0 CH;
Sekil 2.1. Usnik asitin kimyasal yapis1 (22)

Bir liken sekonder metaboliti olan usnik asit, tibbi, parfiimeri, kozmetik, kremler,
deodorantlar ve giinesten koruyucu iirlinlerde, bazi durumlarda aktif madde olarak,
bazilarinda ise koruyucu madde olarak kullanilir (7). Ayrica anti-bakteriyel, (23), anti-
inflamatuar (24), anti-viral (25) ve anti-proliferatif (5), anti-mikrobiyal (26) gibi bircok
etkinlige de sahiptir (22).



2.1.2. MIKRORNA

MIRNA’lar yaklasik 20-23 niikleotid uzunlugunda, hiicresel gen ifadesini transkripsiyonel
ve post transkripsiyonel seviyede diizenleyen ve protein kodlamayan RNA molekdlleridir
(27).

Ik miRNA, 1993 yilinda Lee ve ¢alisma ark. tarafindan yuvarlak solucan Caenorhabditis
elegans'da Lin-4 olarak adlandirdiklart genin higbir protein kodlamamasina ragmen 22
niikleotid uzunlugunda kii¢iik bir RNA transkribe etmesiyle bulunmustur (28, 29). Ancak
MIRNA terimi ilk defa 2001 yilindan itibaren kullanilmistir (28, 30). 2000 yilinda yine
yuvarlak solucan C. elegans'da 22 niikleotid uzunlugunda, canlinin gelisim zamanlamasini

duzenleyen ve Let-7 olarak isimlendirilen bir miRNA kesfedilmistir (28, 31, 32).

miRNA'lar inflamasyon, hiicre dongiisii diizenlemesi, stres yaniti, apoptoz ve invazyon
gibi hiicresel islemlerde yer alan genleri kontrol eder, hiicre i¢indeki sinyal yolaklarinin
duzenlenmesinde gérev yapar ve bunlarin diizensizliginde kanserin gelisiminde 6nemli bir
rol alir (33). Ayrica gesitli kanser tiirlerinde farkli miRNA'larin ifade degisiklikleri tespit
edilerek kanserlesme siirecinde potansiyel rolleri oldugu gézlemlenmistir (34). Ornegin,
Let-7 (35), miR-15a/miR-16-1 (36), miR-143/miR-145 (37) gibi miRNA’larin kanserli
hiicrelerde ifadeleri azalirken, miR-17-92 kiimesi (38) ve miR-155 (39) gibi miRNA’larin
ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (34-39). miR-125b, miR-145, miR-155 ve miR-21 gibi
miRNA'larin, meme tiimor dokulart ve normal meme dokular ile kiyaslandiginda 6nemli

olclide ifade degisiklikleri gdzlenmistir (40).

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alismada meme timorlerinin molekiler patogenezinde
miRNA’larin tiimor baskilayict veya onkogen olarak islev gosterdigi bulunmustur (4).
Ornegin yapilan bir ¢alismada, miR-205’in meme kanseri hicrelerinin biyiimesi ve
invazyonunu baskiladigi bulunmus ve bdylece miR-205’in, meme kanserinde bir timor
baskilayict oldugu tespit edilirken (41), baska bir ¢alismada miR-21’in meme kanseri
hiicrelerinde yiiksek ifadesi gozlenmis ve lenf nodu metastaziyla iligkilendirilip bir

onkogen oldugu tespit edilmistir (41, 42).



2.1.2.1. miRNA’larin Biyogenezi ve Molekiiler Etki Mekanizmasi

miRNA’larin olusum asamasi li¢ adimdan meydana gelir (28). MikroRNA’larin sentezi
miRNA genlerinden RNA polimeraz Il (RNA pol II) enzimi aracilig: ile baslar (28). Sac
tokasi seklindeki primer transkript olan pri-miRNA genomik DNA’dan sentezlenir ve 500-
3000 baz uzunlugunda, "cap" ve "poli A" kuyruguna sahiptir (28). Cekirdekte bulunan bir
RNAaz olan Drosha ve kofaktérii DGCRS8 (Pasha)’nin olusturdugu bir mikroislemci
komplekse baglanir ve yaklasik 60-70 nukleotitden olusan pre-miRNA’lara doniistiiriiliir
(28). Cekirdekte olusan pre-miRNA’lar Exportin 5 ile sitoplazmaya tasinir (28). Pre-
miRNA’lar bir RNA-pol Il olan Dicer enzimi ile kesilir ve 18-24 niikleotid uzunlugunda
cift zincirli miRNA (miRNA dubleksine) cevrilir (28). Dicer enzimi ayrica, RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi olusumunu baslatir (28). RISC kompleksinin icinde yer
alan Argonaute proteinin sayesinde 5'ucu daha kararli olan miRNA bu komplekse katilir
(28). miRNA'lar, RISC kompleksine baglandiktan sonra, Argonaute proteinleri yardimiyla
ya mRNA'nin yikilmasini saglar ya da translasyonu baskilar (28).
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Meme kanserinde miRNA'larin hicre dongust ilerlemesini, apoptoz, anjiyogenez,
epitelyal-mezenkimal gecisi, timor mikro ortamini, invazyonu, metastazi, ila¢ direncini ve
meme kanseri kok hiicrelerinin farklilasmasini diizenledigi gosterilmistir (44). Bu nedenle,
miRNA'larin erken meme kanseri tanisi ve hastaligin seyrinde, molekiler biyobelirtec

olarak yeni terapatik stratejilerin gelismesini saglamasi 6ngoriilmektedir (4, 45).

2.1.3. PROTEOMIiK YONTEMLER

Gunimuzde proteomik teknolojilerin gelistirilmesi ve uygulanmasi ile birgok potansiyel
meme kanseri biyobelirteci olabilecegi gosterilmis ve proteomik analizler, meme
kanserindeki degismis protein gruplari ve sinyal yolaklarini tanimlamak icin bir firsat
saglayarak tiimorijenez ve kanserin ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (10). Protein
ifadesindeki degisikliklerin hastaliklarin durumu hakkinda verilen bilginin temelini

olusturmasi, aragtirmacilarin proteomik ¢aligmalara odaklanmasini saglar (46).

Proteomiks alaninda kiitle spektrometreleri verileri kullanilarak, “Yukaridan asagiya” (top-
down) proteomiks, “Asagidan yukariya” (bottom-up) proteomiks ve de novo dizileme gibi
yontemler kullanilarak {i¢ tipte protein tanimlamasi yapilir (47). Asagidan yukariya
(bottom-up) proteomiks yonteminde proteinler Tripsin gibi proteazlarla kesilerek triptik
peptitler elde edilir ve bunlarin protein dizi veri tabanlarinda eslestirilmesiyle protein
tanimlamasi yapilir (47). Asagidan yukariya (bottom-up) yonteminde triptik peptitler,
protein ayrimi isleminin jelde yapildigi (in gel digestion), sivi ortamda peptitlerin elde
edildigi (in solution) ve filtre destekli 6rnek hazirhigi (FASP, Filter-Aided Sample

Preparation) yontemleriyle elde edilir (48).

Proteomiks alaninda yontemsel olarak etiketli ve etiketsiz proteomik olmak Uzere iki
yaklagim vardir (47). Etiketli proteomik yonteminde, kullanilan proteinlerin yapitaslar
olan aminoasitler izotop atomlar ya da belirlenmis olan isaretli molekiiller kullanilmasiyla
isaretlenir ve bu islem sonucu Kiitle Spektrometresi yontemleri ile karsilastirmali protein
ifade analizi yapilir (47). Bu yontemde iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute
Quantitation), ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags), SILAC (Stable Isotope Labeling by
Amino acids in Cell culture) ve 0 isaretleme teknikleri kullanilir (47). Etiketsiz

proteomik yonteminde ise, protein izolasyonu, protein ayrimi ve miktar tayini, kiitle
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spektrometreleri gibi yontemlerle protein kimliklendirilmesi ve analizlerinin yapilmasi

stirecleri vardir (47).

2.1.3.1. Etiketsiz Karsilastirmah Proteomik Analiz Yontemi

Kiitle spektrometrisi bazli proteomik yaklasimlar, biyoinformatik ile birlestigi zaman,
biyolojik molekiillerin etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi i¢in gerekli olan
hiicresel protein hedeflerinin siniflandirilmasi gibi bilgilere ulasilmasini izin verir (49).
Sivi Kromatografi-Kitle Spektrometresi (LC-MS) bazli protein Ol¢limii, hiicrelerde,
dokularda, biyolojik sivilarda ve organizmalardaki biyolojik siiregleri incelemek igin
kullanilan yiiksek verimli olan bir yaklasimdir (49). LC-MS yo6ntemi, Sivi Kromatografi
("Liquid Chromatography", LC) ve ayrimi yapilan proteinlerin kiitle spektrometrisi ("Mass
Spectrometry”, MS) analizine dayanir, LC-MS sistemi sivi kromatografi cihazi1 ve kiitle

spektrometrisinin birlesmesinden olusur (50).

LC-MS sisteminde sivi kromatografi analizi kisminda, genelde yiiksek basingli sivi
kromatografi ("High Pressure Liquid Chromatography”, HPLC) tipi ve daha yuksek
basingta calisan bir baska sivi kromatografi tipi ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi
("Ultra High Pressure Liquid Chromatography”, UPLC) kullanilir (50). Iyonizasyon
kaynagi, dedektor ve analizdr gibi kisimlardan olusan kiitle spektrometrisi analizinde ise
molekiillerin kiitle/elektrik yiikii oran1 dlgiilerek molekiil kiitlesi agiga ¢ikmaktadir (50).
Iyonizasyon kaynaklari, analiz edilecek molekiiliin iyonlagmasini ve gaz fazina gegmesini
saglar (50). Analizor kismi, radyo dalgalari, manyetizma ve elektik alanini kullanarak gaz
fazinda olan iyonlarm birbirinden ayrismasini saglar (50). Ayrigtirilmig iyonlarin
belirlenerek, her bir iyon i¢in m/z degerinin Olgiilmesi ise dedektér kisminda

gergeklestirilir ve bu 6lgiimlerin toplamu kiitle spektrumu olarak belirlenir (50).

Kat1 halde bulunan protein-peptit orneklerinin iyonizasyonunun gergeklestigi Matriks
destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon ("Matrix Assisted Laser Desorption lonization",
MALDI) ve s1v1 halde bulunan protein-peptit drneklerinin iyonizasyonunun gergeklestigi
elektrosprey iyonizasyon (“Electro Spray lonization", ESI) gibi iyonizasyon yontemleri
kullanilir (50). TOF ("Time of Flight"), LTQ ("Linear Trap Quadrupole"), Orbitrap ve Q-
TOF (Quadrupole-Time of Flight) gibi analizor tiplerinin yani sira ayni veya farkli tipte iki

analizoriin birlikte kullanildigt melez kiitle spektrometrileri de vardir ve bu tip
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analizdrlerde bir carpigsma tetikleme hiicresi ile ikincil bir analizér kullamlir (50). ilk
analizérde belirlenen en yiiksek yogunluktaki iyonlar segilip, ¢arpisma hiicresine gonderilir
ve burada secilen iyonlar ortamdaki N, molekiilleriyle ¢arpistirilarak, parcalanir ve
parcalanma sonrasindaki iyonlar ikincil analizorde tekrar ayrigtirilarak analiz edilen

peptitin aminoasit dizisinin olusturuldugu MS/MS kiitle spektrumu olusturulur (50).

Etiketsiz karsilagtirmali LC-MS/MS analizi yonteminde, analizi gergeklestirilecek olan
ornek, Tripsinizasyon ile peptitlerine pargalanir. Elde edilen triptik peptitlerin, YUksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi-UPLC  (Nano Ultra  Perfonmance Liquid
Chromatography) sisteminde kromatografik ayristirmasi gerceklestirilir, ardisik kiitle
spektrometreleri (MS/MS, Tandem MS) ile veriler elde edilir. Progenesis QI yazilimi, LC-
MS/MS analizinde ortaya ¢ikan verilerin islenmesini saglar. Elde edilen veriler 15181inda
PANTHER, DAVID, STRING gibi agik erisime sahip olan biyoinformatik araglarin
kullanilmast ile tanimlanmis olan proteinlerin sinyal yolaklari, biyolojik siiregleri ve

molekiiler fonksiyonlar1 incelenir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Proteinler hiicrenin fonksiyonel yapi taslar1 oldugundan, yer aldigi hiicresel olaylarin
aydinlatilmasinda, hastaliklarin tanisinda, tedavilerin belirlenmesinde ve yeni ilaglarin
gelistirilmesinde ~ kullanilir  (46). Ayrica DNA’daki degisikliklerin  proteinlere
dontistiiginde etkili olmasi, protein ifadesindeki degisikliklerin hastaliklarin durumu
hakkinda verilen bilginin temelini olusturmasmi saglar ve arastirmacilart proteomik
calismalara yonlendirir (46). Bu nedenle proteomik ¢alismalar yardimiyla g¢esitli
proteinlerin ifade degisimlerine odaklanilmasi meme kanseri belirteglerinin tanimlanmasini

ve yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesini saglayabilir (46).

Laboratuvarimizda daha dnce yapilan ¢alismada, farkli meme kanseri hiicre hatlar1 tizerine
alternatif ila¢c aday molekulli usnik asitin anti-proliferatif etkisi arastirilmis, usnik asitin
biliylimeyi inhibe edici etkisi meme kanseri hiicre hatlarinda gosterilmis ve mikrodizin
analizi ile her bir hiicre hattinda usnik asite cevap veren miRNA’lar tanimlanmistir (51).
BT-474 hiicre hattinda usnik aside cevap veren miRNA’lardan birinin hsa-miR-185-5p
oldugu tespit edilmis ve yolak analizleri ile bu miRNA’nin kanser iligkili yolaklarda gorev
aldig1 anlasilmustir (51). BT-474 hiicre hattinda hsa-miR-185-5p’nin ifadesinin, usnik asit
muamelesi sonucunda mikrodizin analizinde ve bu analizin validasyon sonucunda arttig1

belirlenmistir (51).

Bu tez ¢alismasinin amacin1 BT-474 meme kanseri hiicresinde liken sekonder metaboliti
olan usnik asite cevap veren miR-185-5p’nin meme kanseri hastalik siirecine olan etkisinin
protein diizeyinde ortaya c¢ikardigi global bir niceliksel proteomik yaklasim olan LC-

MS/MS analizi yontemi ile belirlenmesi olusturmaktadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

41. MATERYAL

Kullanilan kimyasal malzemeler: Fetal Bovin Serum (FBS, Biological Industries, Israel),
Penisilin/Streptomisin (Biowest, USA), High-Glucose Dulbecco Modified Eagle Medium
(DMEM, Sigma, USA), DMEM-Ham’s F12 (Sigma, USA), Epidermal Blylme Faktori
(EGF) (Goquick, Germany), Hidrokortizon (Pubchem, USA), Insulin (Humulin, USA),
PBS (Gibco™, USA) , Tripsin (Gibco™, USA), Transfeksiyon Cozeltisi (Qiagen,
Germany), hsa-miR-185-5p mimik (Qiagen, Germany), MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma, Germany), Bradford ¢ozeltisi (BioRad).

Kullanilan sarf malzemeler: Hiicre kiiltiirii flaski T25 (SARSTEDT, 5025112), Cryo.S
kriyovial, Dnase-Rnase icermeyen, 2 ml (ROTH, 60024042), steril polipropilen konik
santriftj tip, 1.5 ml’lik steril santrifiij tiipi (CELLSTAR® TUBES, Kat.no:188 271),
Dnase-Rnase icermeyen, steril, filtreli pipet uglar1 10 pl, 100 ul, 1000 pl (BioPointe
Scientific® Kat.no:321-4050A ), steril serolojik pipetler 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
(JET BIOFIL, Lot No: 090415-071), 96 kuyucuklu diiz tabanli steril plaka (SARSTEDT,
Lot:5025111), 6 kuyucuklu diiz tabanli steril plaka (SARSTEDT, Lot:5024611), 384
kuyucuklu plaka (ROCHE, Lot:13019801).

Kullamlan kitler: cDNA Sentez Kiti (EURX), FASP™ Protein Digestion Kiti (Lot#
150426 Product#44250, Expedeon, USA), Pierce™ Qantitative Kolorimetrik Peptit Assay
Kiti (Thermo Scientific, USA), SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrat Kiti
(Thermo Scientific, USA, Cat n0:34577).

Tez kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi Cizelge 4.1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Kullanilan cihazlar listesi

Cihaz Adx Markasi
CO; inkibator Sanyo CO; Incubator
Elektroforez tanki Thermo Scientific

Mikroplate okuyucu

Victor3 V

Gorunttleme sistemi

Syngene Gene Genius Bio Imaging

Giic kaynagi

Thermo Scientific

Kirik buz makinast

Scotsman

Laminar flow kabin

Holten LaminAir Model 1,8

Mikroskop

Leica DCF290

Nanodrop

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

Otomatik pipetler
10pl, 100pl, 1000yl

Gilson

Real Time PCR Roche Light Cycler 480

Saf su cihazi Millipore Synergy, 185
Santrifij Hettich Zentrifugen Rotina 35R
Shaker Finepcr Orbital Shaker SH30

S1v1 azot tanki

Statebourne cryogenics

Spin santrifdj

BioSan

Su banyosu

Lab-Line Aquabath

Terazi

Shimadzu AX200

LC-MS/MS cihazi

Xevo G2-XS QTOF

Western Blot gorintileme | Odyssey CLx
cihazi

42. METOT

Gergeklestirilen tez 3 ana yontem ve alt basamaklarindan olusmaktadir. Bunlar; Hiicre
Kiiltiirine Dayali Yo6ntemler, hsa-miR-185-5p mimik transfeksiyonu validasyonu ve
Proteomik Analizler’dir. Is Akis semasi Sekil 4.1.’de belirtilmistir.
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Sekil 4.1. Is Akis Semas1

4.2.1. HUCRE KULTURUNE DAYALI YONTEMLER

Hucre Kulturd

Deneyde, ATCC’den temin edilen Katolog Numarasi: HTB-20™ olan insan meme kanseri
hiicre hattt BT-474 ve Katolog Numarasi: CRL-10782™ olan insan meme dokusu normal
epitel hiicre hattt MCF-12A kullanilmustir.
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4.2.1.1. Hicre idamesi

4.2.1.1.1. Hucre Kultiirii besiyerinin hazirlanmasi

BT-474 insan meme kanseri hiicre hattinin ¢ogalmasi i¢in, igerisinde 10% Fetal Bovin
Serum (FBS), 1% Penisilin/Streptomisin (Biowest, USA) bulunan High-Glucose Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma, USA) besiyeri kullanildi. MCF-12A meme
normal epiteliyal hiicre hattinin ¢ogalmasi igin ise icerisinde 10% Fetal Bovin Serum
(FBS, Biological Industries, Israel), 1% Penisilin/Streptomisin (Biowest, USA), 20 ng/ml
Epidermal Buyume Faktéri (EGF) (Goquick, Germany), 0.5 mg/ml Hidrokortizon
(Pubchem, USA), 10pg/ml Insiilin (Humulin, USA) bulunan DMEM-Ham’s F12 (Sigma,
USA) besiyeri kullanildi (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Hiicre hatlar1, katolog numaralari ve besiyeri igerikleri

Hiicre hatt1 Katalog Kullanilan Besiyeri icerigi
numarasi
BT-14 i DMEM + %10 FBS +
(Meme kanseri 20 %1 Penisilin/Streptomisin
hiicre hatti) 0 P
MCF-12A Kat RggCRL- DMEM Ham’s F12 + %10 FBS + %1
(Insan meme 10782 Lo -~
dokusu normal Penisilin/Streptomisin
: " +10 pg/ml insulin + 20 ng/ml EGF + 0.5 mg/ml
epitel hiicre . .
Hidrokortizon
hatt1)

4.2.1.1.2. Hilcre Acilmasi

Su banyosu 37°C’ye ayarlanir ve kullanilacak besiyerlerinin su banyosunda yaklagik 15 dk
1sinmas1 beklenmistir. 37 °C’de su banyosunda yaklasik 15 dk bekletilen DMEM besiyeri
laminar flow igerisine alinmistir. Azot tankindan ¢ikarilan BT-474 hiicresinin (Pasaj no:12)
yaklagik 1-2 dk siiresinde ¢oziinmesi saglanmistir. 15 ml’lik falkon igerisine 5 ml besiyeri
olan DMEM besiyeri tzerine kroviyal tipte ¢ozinen BT-474 hiicresi hafif¢e eklenmistir.
Icerisinde ¢oziilmiis hiicre bulunan falkon 15.000 rpm’de 5 dk 4°C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonucunda olusan silipernatant kismi atilmis, alt kisimdaki pellet 5 ml yeni
DMEM besiyeri ile yavasga ¢Oziilmis ve T25’lik flaska alinmustir. Hiicre mikroskop
altinda kontrol edilip, 37°C’de %5 CO’li inkibatdrde inkiibasyona birakilmigtir. Ayni
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deneysel islemler DMEM Ham’s F12 besiyeri ile MCF-12A hicresi ic¢in de
gerceklestirilmistir.

4.2.1.1.3. Hiicre Pasajlanmasi

BT-474 hiicreleri giinliik olarak mikroskop altinda hiicre sayis1 ve flaska yayilma oranina
bakilarak takip edilmistir. 2. gunde BT-474 hicresinin besiyeri, yeni besiyeri ile
degistirilmigtir. 4 giinliikk inkiibasyon sonunda hiicreler mikroskop altinda kontrol
edildiginde T25’lik flaskta %80-90 oraninda bir doluluk gozlenmistir. Flaskin alt
yiizeyinde yapismis olan hucrelere zarar vermeden 4 ml Fosfat Tampon Solusyonu PBS
(Gibco™, USA) ile yikanmustir. Daha sonra 1 ml Tripsin (Gibco™, USA) eklenmis ve
37°C’deki CO’li etlive kaldirilarak yaklastk 2 dk bekletilmistir. Tripsin eklenmis
hiicrelerin  durumu mikroskopta incelenmistir. Flask yiizeyinden tamamiyla ayrilan
hiicrelerin iizerine yeni 4 ml DMEM besiyeri eklenmis ve toplam hacim 5 ml olmustur.
Pipetaj yapilarak toplam 5 ml’lik hacmin 2.5 ml’si T25’1ik flaska, diger 2.5 ml’si baska bir
T25’1ik flaska konulmus olup, her iki flaskin Gzerine 2.5 ml yeni besiyeri eklenip 5 ml’ye
tamamlanmstir. Hiicreler mikroskop altinda kontrol edilip, 37°C’de %5 CO>’li inkibatdrde
cogalmalart i¢in inkiibasyona birakilmistir. Ayni deneysel islemler DMEM Ham’s F12
besiyeri ile MCF-12A hicresi icin de gergeklestirilmistir.

4.2.1.1.4. Hiicre Dondurulmasi

Dondurma besiyeri, dondurulacak bir hicre icin 15 ml’lik falkona %90 Fetal Bovine
Serum + %210 Dimetil stlfoksit (DMSO) eklenerek hazirlanmigtir. Pasajlanmasi yapilan
BT-474 hicreleri (Pasaj no:12) 4 gunliik inkiibasyon sonunda, mikroskop altinda kontrol
edildiginde T25’lik flaskta %80-90 oraninda bir doluluk gozlenmistir. Flaskin alt
ylizeyinde yapigsmis olan hiicrelere zarar vermeden 4 ml Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS)
ile ytkanmigtir. Daha sonra 1 ml Tripsin eklenmis ve 37°C’deki etiive kaldirilarak yaklagik
2 dk bekletilmigtir. Tripsin eklenmis hiicrelerin durumu mikroskopta incelenmistir. Flask
yiizeyinden tamamiyla ayrilan hiicrelerin iizerine yeni 4 ml DMEM besiyeri eklenmis ve
toplam hacim 5 ml olmustur. T25’lik flasktaki 5 ml’lik hacim 15 ml’lik yeni falkona
aktarilmig, falkon 15.000 rpm’de 5 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde
edilen pellete hazirlanan dondurma besiyerinden 1 ml eklenip kroviyal tiipe alinmistir.

Icerisinde hiicrelerin bulundugu kroviyal tiip, kademeli olarak -20°C’de 1 saat bekletilmis,

18



1 saat sonunda -80°C’ye alinip, 24 saat bekletilmistir. Ardindan uzun siire muhafaza etmek
icin s1v1 azot tankina yerlestirilmistir. Ayni deneysel islemler DMEM Ham’s F12 besiyeri
ile MCF-12A hiicresi i¢in de gergeklestirilmistir.

4.2.1.1.5. Hiicre sayim

Thoma Lami tlizerinde iki sayim alani1 bulunan 6zel bir lamdir. Sayim alanlarinda bulunan
cizgiler mikroskop altinda birbirinden ayirt edilebilirler. 16 blyuk kare, her blyuk karede
25 kucuk kare olmak tizere toplam 400 kiigiik kare vardir. Hiicre sayim islemi bu karelerde
var olan hiicre sayisina gore yapilir. Hiicre PBS ile yikanip, Tripsin ile kaldirildiktan sonra
15 ml’lik falkona alinmistir ve 15.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Pellet halindeki
hlcreler taze besiyeri ile stispanse edilip, 50 ul Thoma lamimnin 1. oluguna birakilmis,
tekrar 50 pl alimip 2. oluga birakilmigtir. Mikroskop altinda 10X objektif biiyiitmesinde
hiicre saymmi 3 tekrarli yapilmis ve aritmatik ortalamasi alinarak hiicre saymm

gerceklestirilmistir.

ept
Tie“’-@?\ae\“
Pg““on\“‘

Sekil 4.2. Thoma Lami

4.2.2. HSA-MIiR-185-5P’NiN TRANSFEKSiYON VE VALIiDASYONU

4.2.2.1. Hiicre Canlhihig: Testi (MTT) ve Etkin Konsantrasyonun Belirlenmesi Amach
MiRNA Mimik ve Negatif Kontrol Transfeksiyonu

BT-474 ve MCF-12A hucrelerinin transfeksiyonu, Transfeksiyon Cozeltisi (Qiagen,
Germany) ve 20 uM stok hsa-miR-185-5p miRNA mimik (Qiagen, Germany) kullanilarak,

iretici firmanin protokolii ile gergeklestirildi.
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Hiicreler kltiir edildikten sonra her bir kuyucuga 1x10° hiicre 3 tekrarh olacak sekilde 96
kuyulu hiicre plaklarma ekim yapilmis olup ve 24, 48 ve 72 saat siireli araliklar ile
hiicrelere farkli konsatrasyonlarda (0, 10, 15, 25, 50, 75, 100 nM) miR-185-5p miRNA
mimik’in transfeksiyonu gerceklestirildi. Transfeksiyonda 20 pM stok miRNA mimik
belirlenen konsantrasyonlara uygun hesaplanan miRNA mimik miktarlar1 ayr1 ayr1 her bir
kuyucuga eklenmistir. Ayri bir falkonda her bir kuyucuk i¢in 24.25 pl serum igcermeyen
besiyeri icerisine 0.75 pl transfeksiyon c¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan bu soliisyon farkli
konsantrasyonlarda ki miRNA mimik iceren kuyucuklara ayri ayri eklenmistir.
Transfeksiyon kompleksinin olusmasi i¢in 96 kuyulu hiicre plakalari oda sicakliginda
yaklasik 10 dk bekletilmistir. Ayr1 bir falkonda icinde 1x10° hiicre olacak sekilde 175 pl
besiyeri hazirlanmistir ve olusan transfeksiyon kompleksinin iizerine ayr1 ayr1 eklenmistir.
Besiyerinin eklenmesiyle her bir kuyucukta istenen miRNA mimik konsantrasyonu elde
edilmistir. Hazirlanan 96 kuyulu hiicre plakalar 24, 48 ve 72 saat siireli farkl1 zamanlarda

Ol¢lim alinmak iizere 37°C’de CO;’li etiivde bekletilmistir.

Sekil 4.3. miRNA mimik etkin konsantrasyonun belirlenmesi amagli 96 kuyulu hiicre

plakas1 kullanilarak transfeksiyon iglemi

miRNA mimik’in negatif kontrolii olarak, hiicrelere negatif kontrol transfeksiyonu da ayni

islemler uygulanarak gerceklestirilmistir.
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4.2.2.2. Hiicre Canlihigi Oranmmmin MTT Testi ile Belirlenmesi

Hiicre canliligini tespit edebilmek i¢in hiicre proliferasyon reaktifi olan MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma, Germany)
kullanilmistir. 5 mg MTT’nin 1 ml PBS’de ¢oziilmesi saglanarak soliisyonun hazirlanmasi
tamamlanmistir. MTT sollsyonunun her defasinda taze hazirlanmasina dikkat edilmis ve

aliminyum folyo ile etrafi sarilarak karanlikta muhafaza edilmesi saglanmistir.

BT-474 ve MCF-12A hiicreleri 96 kuyulu hiicre plakalarina kuyu basina 1x10° hiicre
olacak sekilde ekilip, miRNA mimik ve negatif kontroliin transfeksiyon asamasi
yapildiktan sonra 48 saat CO;’li etiivde bekletilip MTT testi uygulandi. MTT solusyonu
uygulanan plate, 37°C etiive kaldirild1 ve 4 saat beklendi. Sonrasinda 100 pl izopropanol
eklendi. Mikroplaka Okuyucu (VICTOR3 V) 584 nm’de spektrofotometrik okuma (¢
tekrarli olarak yapildi ve 1Csy degeri asagidaki formiiliizasyona goére hesaplanarak 25 nM

olarak belirlendi.

% Canlilik= 100 X Her bir numunenin bulundugu kuyucuklarin ortalama OD degeri -
Negatif kontrol kuyucuklariin ortalama OD degeri

4.2.2.3. Protein ve RNA Izolasyonu Amach hsa-miR-185-5p Mimik Transfeksiyonu

6 kuyulu plakalara her bir kuyuya 1 ml icerisinde 350.000 hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi gergeklestirilmis ve CO’li etiive kaldirilmistir. 24 saat bekletilen 6 kuyulu plakalar
etiivden alnarak mikroskopta kontrol edilmistir. Kuyucuklardaki besiyerleri ¢ekilip
atilmig, her bir kuyucuk 2 ml soguk 1xPBS ile yitkanmis ve her bir kuyucuga 2 ml calisilan
hlcreye uygun besiyeri eklenmis, Uzerlerine 1Cso konsantrasyonunda hsa-miR185-5p ve
uygun besiyeri bulunan Transfeksiyon Stok’tan 400 pl pipet ile distan ice dogru saat
yoniinde araliklarla damla damla eklenmistir. miRNA negatif kontrolii ve uygun besiyeri
bulunan Transfeksiyon Stok’tan diger kuyucuklara ayni sekilde 400 pul eklenmistir. Kontrol
kuyucuklara ise sadece 400 pl hiicre besiyeri eklenmistir (Cizelge 4.3., 4.4.).

6 kuyulu plakalar 37°C’de %5 CO’li inkibatérde 48 saat siire ile transfeksiyonun
validasyonunun belirlenebilmesi icin RNA izolasyonu ve proteoma dayali yontemlerin

gerceklesmesi icin de protein izolasyonu yapmak amaciyla inkiibasyona birakilmistir.
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Cizelge 4.3. BT-474 hiicre hatt1 i¢in hsa-mir-185-5p mimik, negatif kontrol transfeksiyonu

ve besiyeri uygulamasinin 3 tekrarl kuyulara dagilimi

BT-474 hicresine 3 1 2 3
tekrarli miR-185-5p
transfeksiyonu

BT-474 hiicresine 3
tekrarli negatif
kontrol
transfeksiyonu

5
BT-474 hiicresi ve 8
Besiyeri

Cizelge 4.4. MCF-12A hiicre hatt1 i¢in hsa-mir-185-5p mimik, negatif kontrol

transfeksiyonu ve besiyeri uygulamasinin 3 tekrarli kuyulara dagilimi

MCEF-12A hiicresine 3
tekrarli miR-185-5p
transfeksiyonu

MCF-12A hicresine 3
tekrarli negatif kontrol
transfeksiyonu

MCF-12A hiicresi ve

Besiyeri

3
6
9
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4.2.2.3.1. hsa-miR-185-5p Mimik Transfeksiyonunun gRT-PCR ile Validasyonu

hsa-miR-185-5p mimik transfeksiyonunun gRT-PCR ile validasyonu igin transfeksiyon
asamas1 ger¢eklesmis hiicrelerden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve qRT-PCR

uygulamalar gergeklestirilmistir.

4.2.2.3.1.1. RNA lzolasyonu

6 kuyulu plakalara her bir kuyuya 35x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 saat
sonra ICsy degeri olarak belirlenen 25 nM, miRNA-185-5p mimik ve negatif kontrol
transfeksiyonu gergeklestirildi. Transfeksiyon isleminden 48 saat sonra 6 kuyulu
plakalardaki hiicreler mikroskopta kontrol edilmistir. Normal hiicreler ve kanserli hiicreler
icin ependorf tiipler hazirlanmis, kuyucuklarin sirasina gore numaralandirilmigtir. Buz
tizerine konulan 6 kuyulu plakalardaki kuyucuklarin her birine 1 ml Genezol (Geneaid,
Taiwan) soliisyonu eklenmis ve numaralandirilmis ependorf tiiplere konulmus ve
uzerlerine 200 pl kloroform eklenip, tiipler hafifce c¢alkalanip, oda 1sisinda 10 dk
bekletilmistir. 10 dk sonra tiipler +4°C’de 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi tiiplerde 3 farkli zon gdzlenmis, drneklerde en iistteki boliimde yer alan
RNA yeni Ependorf tiiplere aktarilmistir. Tiiplere 500 ul izopropanol eklenmis ve tiipler 1
dk hafifce asagi yukar c¢alkalanip, oda 1sisinda 10 dk bekletilmistir. 10 dk sonra tiipler
4°C’de 12000 rpm’de 8 dk santrifiij edilmistir. Tiipiin dip kistmda RNA pelleti olustugu
gozlenmistir. Pellete dikkat edilerek izopropanol uzaklastirilmig, tiiplere 1 ml % 75°lik
etanol (Merck, Germany) eklenerek pellet kaldirilmis, tiipler 4°C’de 7500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmis, dip kisimda beyaz pellet olustugu goriilmiistiir. Pelete dikkat edilerek
alkol uzaklagtirllmis ve tiipler kapagi acik bir sekilde temiz bir yiizey {izerine kurumaya
birakilmistir. Alkol ugtugu goriiliince tiiplere igindeki peletinmiktarina gore 35-50 pl RNaz
icermeyen su eklenmis ve pellet c¢oziilmeye birakilmistir. Bu asamada pelletler
coziildiikten sonra buz tizerine alinmig ve RNA oOrnekleri nanodrop cihazinda miktar ve

kalite 6l¢iimleri yapilarak -80 °C’ye kaldirilmugtir.
4.2.2.3.1.2. cDNA sentezi

1000 ng total RNA kullanilarak ¢cDNA sentezi, CDNA sentez kiti (EURx, Poland)
kullanilarak yapilmistir. 5X NG cDNA Buffer oda sicakligina alinarak c¢oziinmesi
saglanmis, ¢ozlinen Buffer yavasca vortekslenmistir. RNase free tiiplere 5X NG cDNA
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Buffer’dan 2 pl, Oligo(dT) Primer’den 0.5 pl, NG dART RT mix’den 0.5 pl ve RNA
(1000 ng) eklenip, solisyon RNaz icermeyen su ile 10 ul’ye tamamlanmistir. PCR cihazi

45 dk 50°C’ye ayarlanmis ve 6rnekler cihaza yerlestirilmistir. Ornekler reaksiyon bittikten

sonra 85 °C’de 5 dk bekletildikten sonra -20 °C’de saklanmustir.
4.2.2.3.1.3. Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR)

Daha sonra miR-185-5p’ye spesifik primer (5'UGGAGAGAAAGGCAGUUCCUGAS)
kullanilarak Kantitatif Real Time PCR (gRT-PCR) (Roche Light Cycler 480 Real-Time
PCR system) baslangi¢ basamagi i¢in (95°C’de 12 dk 1 dongii), Denatiirasyon basamagi
icin (95°C’de 15 sn, 40 dongii), Baglanma basamagi i¢in (65°C’de 30 sn, 40 dongii),
Uzama Basamagi i¢in (72°C’de 30 sn, 40 dongii) reaksiyon kosullarinda
gerceklestirilmistir.

4.2.3. PROTEOMIK ANALIZLER
4.2.3.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu icin 6 kuyulu plakalara her bir kuyuya 35x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapilmigtir. 24 saat sonra ICsy degeri olarak belirlenen 25 nM, hsa-miR-185-5p
mimik ve negatif kontrol transfeksiyonu ger¢eklestirildi. Transfeksiyon isleminden 48 saat
sonra 6 kuyulu plakalardaki hiicreler mikroskopta kontrol edilmistir. BT-474 ve MCF-12A
hlcreleri igin ependorf tiipler hazirlanmis, kuyularin sirasina gére numaralandirilmistir.
Kuyulardaki besiyerleri ¢ekilip atilmig, 1 ml soguk PBS konulup skrapel ile kazima
yapilmig ve Ornege ait ependorf tuplere konulmustur. Daha sonra kuyulara 500 pl soguk
PBS eklenerek skrapel ile biraz daha kazima yapilmis ve Ornege ait ependorf tlipe
eklenmistir. Tiim Ornekler icin ayni islemler tekrarlanmistir. 4°C’ye getirilmis santrifiij
cihazinda 1000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilmis, siipernatant dikkatlice gekilerek atilmig ve
pellet elde edilmistir.

Total protein izolasyonu sonikasyon yontemi ile Greli lizis buffer kullanilarak yapilmistir.

Ureli lizis buffer icerigi Cizelge 4.5.’de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.5. Ureli lizis buffer icerigi

ICERIK KONSANTRASYON | MIKTAR

Ure 7 M 21.021 ¢

Thioure 2M 7,611 ¢

Chaps %4 29

DTT %1 05¢

Ampholit %2 1ml

Proteaz inhibitoru | - 1 tablet

Distile su - Cozelti 50 ml’ye
tamamlanir.

Tipteki pellet miktarlarina gore 120-150 pl iireli lizis buffer eklenmistir. Sonikator ile
hiicrelerin pargalanmasi saglanmistir. Parcalanmis olan hiicreler 12000 rpm’de 40 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda olusan siipernatantlar dikkatli bir sekilde alinip,
ependorf tiiplere konulmustur. Protein érneklerinin miktar tayini, Bradford yontemi ile
yapilmistir. Bir protein ¢ozeltisinin protein igerigini dlgmek i¢in birgok yontem vardir.
Bradford yontemi boyanin proteinlere baglanip renk olusturma esasina dayanir. Bu
yontemde negatif yiiklii ve proteindeki pozitif yliklii gruplara baglanan organik bir boyar
madde olan Commassie Brillant Blue proteine baglaninca mavi renk olusturma

ozelliginden yararlanilir ve 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir (51).

Sigir serum albiimini (BSA) 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda
hazirlanarak standart olarak kullanilmistir. Protein drneklerden 5 pl alinarak 96 kuyulu
plakaya konulmustur. Uzerlerine 245 pl Bradford c¢ozeltisi (BioRad) eklenip, 10 dk
karanhk bir ortamda bekletilmistir. 96 kuyulu plakaya ticer tekrarli yapilan standartlar ve

orneklerin spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda 6l¢iimii gerceklestirilmistir.

4.2.3.2. Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometre Analizi i¢cin Ornek Hazirlanmasi

Ornekler, filtre destekli 6rnek hazirlama (FASP) yontemi, FASP Protein Digestion Kiti
(Expedeon, USA) kullanilarak proteomik analiz icin hazirlanmistir. Ilk olarak kitin i¢inde

bulunan soliisyonlar hazirlanmigtir.
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Sekil 4.4. Stvi Kromatografi-Kiitle Spektrometre Analizi i¢in 6rnek hazirlanmast

Ure soliisyonu hazirlanmasi: 1 ml Tris Hidroklorit soliisyonu (Expedeon, USA), FASP
Kiti icindeki bulunan ure tlpine (Expedeon, USA) ilave edildi. Sollisyon ¢dziinene kadar

vortekslendi.

10X Todoasetamit soliisyonu hazirlanmasi: Hazirlanan (irea soliisyonundan 100 pl kit

icerisinde bulunan iodoasetamit tlipiine (Expedeon, USA) eklendi, vortekslendi.

Tripsin soliisyonu hazirlanmasi: 4 pg Tripsin (ThermoFisher Scientific, USA), 75 ul 50
mM Amonyum Bikarbonat ¢ozeltisi (Expedeon, USA) icinde ¢6zuldu.

UPX ( Cok Amach Protein Ekstaksiyon Kiti) (Expedeon, San Diego, CA) : SDS, DTT,
EDTA, NaCl ve su gibi bilesenlerden olusur. UPX soliisyonunu i¢inde bulunan rediikte

edici ajanlar ve SDS, proteinlerin hiicrelerden ve dokulardan ekstraksiyonunu saglar.

Analizi yapilacak olan protein 6rnek tiipleri, yeni LoBind eppendorf tuplere (Expedeon,
USA) aktarild1 ve vortekslendi. Kullanilacak UPX soliisyonuna proteaz inhibitor kokteyli

eklenerek analize hazir hale getirdi. 50 ul UPX 6rneklerin iizerine eklendi.

Analizlerde kullanilacak 25 mM DTT (Dithiothreitol) (Expedeon, USA) cozeltisi
hazirlandi. DTT proteinlerin ikincil ve {iglinciil yapilarinda bulunan disiilfit baglarin
kirilmasini saglar ve proteinleri erisilebilir hale getirir. 1 ml Tris Hidroklorit soliisyonu
FASP Kkiti icinde bulunan Ure tiiptne ilave edildi. 37°C’de Thermo Shaker’da soliisyon

¢ozlinene kadar dondurulda.
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Tuplere 10 pl DTT ve 10 ul hazirlanan iire ¢ozeltisinden eklendi ve vortekslendi. Ornek
tpleri Thermo Shaker’da 95°C’de 600 rpm’de 7 dk bekletildi ve 15000 rpm’de 15 dk
santrifiije birakildi. Yeni tupler alinarak numaralandirildi. Bunlarin herbirinin {izerine filtre
tapleri eklendi. Filtre tiplerinin tizerine, filtreye degdirilmeden filtreyi 1slatmak amagli 20
ul hazirlanan dre solisyonundan eklendi. Santrifiijden gelen 6rnekler yeni hazirlanan tiip +
filtreli yeni tuplere eklendi. Her bir 6rnegin iizerine toplamda 300 pl olacak sekilde iire
soliisyonundan eklendi. Ornekler 14000 rpm’de 15 dk santrifiije birakildi. Santrifiijden
alinan orneklerin tizerine 200 pl daha Ure solusyonu ilave edilerek 14000 rpm’de 20 dk
santrifiije birakildi. Filtre tlipleri kaldirip altta kalan 6rnekler atildi. Filtreli tiipler 14000
rpm’de 5 dk santrifiije birakildi. Kitte bulunan 2 tiip iodoasetamit (IAA) (Expedeon, USA)
Uzerine 100 pl Ure soliisyonundan eklendi ve iodoasetamit ¢ozeltisi hazirlandi. IAA, sistein
zincirlerini alkiller ve alkillenme islemiyle tekrar olusabilecek disiilfit baglarin1 engellemis
olur. Santrifujden gelen filtrenin tzerine 10 pl iodoasetamit ve 90 pl Ure ¢Ozeltisi eklendi
ve filtre kisaca vortekslendi. Tiipler aliiminyum folyo ile sarilarak 30 dk boyunca
karanlikta bekletildi. Filtreler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Filtrelere 200 ul iire
cozeltisinden eklendi ve 14000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifijden gelen tiiplerin
dipleri dokuldi ve Uzerlerine 100 pl Ure g¢ozeltisinden eklendi ve 14000 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi. Santrifujden gelen tiplerin Gzerlerine 100 pl Ure solisyonundan eklendi ve
14000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Filtrelerin alt1 bosaltildi ve her bir 6rnege 150 pl
Amonyum bikarbonat ¢ozeltisi (Expedeon, USA) eklendi ve filtre 14000 rpm’de 10 dk
boyunca santriflj edildi. Santrifijden gelen tiplerin Uzerlerine 100 pl Amonyum
bikarbonat ¢ozeltisi eklendi ve 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Bu islem iki kez daha
tekrarlandi.

Santrifiijden c¢ikan tiiplerin altlar1 bosaltildi. Tiiplerin altina filtre kaldirihip 50 pl
NH4HCO3; (amonyum bikarbonat) solusyonu eklendi. Tripsin sollisyonu triptik peptitleri
elde etmek i¢in, 4 pg Tripsin’in (ThermoFisher Scientific, USA, Cat no:1862748), 75 ul
50 mM Amonyum bikarbonat (Expedeon, USA) i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlandi. Filtreye
75 ul Tripsin soliisyonu eklendi, filtreli tliplerin agizlar1 parafilmlendi ve filtre kisaca
vortekslendi. Filtre 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. 18 6rnek igin yeni tpler
hazirlanip numaralandirildi. Filtreler yeni tiiplere alindi. Uzerlerine 50 mM Amonyum
bikarbonat ¢ozeltisinden 40 pl eklendi ve filtreler 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifujden gelen tuplerin tzerlerine Amonyum bikarbonat ¢ozeltisinden 40 pl eklendi ve
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14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiijden gelen filtrelerin tzerlerine 0.5 mM
Sodyum Kilorit ¢ozeltisinden 50 pl eklendi ve filtreler 14000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
Filtrat peptit karisimi icermektedir. Bu asamadaki 6rnek tizerinden peptit konsantrasyon

tayini yapilabilir. Ornekler 4°C’de bekletildi.

4.2.3.3. Peptit Konsantrasyon Tayini

Peptit Assay Soliisyon kiti (Pierce™ Quantitative Kolorimetrik Peptit Assay Kiti, Thermo
Scientific, USA) igerigine gore 15 ml falkonun igerisine A ¢Ozeltisinden 1750 pl, B
cozeltisinden 1680 pl, C cozeltisinden 70 ul eklendi. Pipetaj yapildi ve falkon aliiminyum
folyoya sarilarak vortekslendi. 96 kuyulu bir plaka igerisine bir kuyuya blank olarak 20 pl
H.0 ve A, B ve C ¢ozelti karisimindan 180 pl eklendi, bes kuyuya 20 pl standart olarak
kullanilan 500, 250, 125, 62.5, 31.25 (ug/ml) olarak seyreltilen BSA ve A, B ve C ¢ozelti
karisimindan 180 pl eklendi. Diger 18 kuyuya 10 pl H,O, 10 pl 6rnek ve A, B ve C ¢ozelti
karisimindan 180 pl eklendi. 96 kuyulu plaka aliminyum folyo ile sarilarak Thermo
shaker’da (Grant-Bio) 1 dk calkalandi. Daha sonra 15 dk 37°C’de etiive kaldirildi.
Sonuglar  (Synergy H1 Hybrid Reader) cihazinda o6lgiildii ve peptit konsantrasyonlari
hesapland1 (480 nm).

Sekil 4.5. Peptit Assay Soliisyon kitine gore hazirlanan A,B ve C ¢ozeltisinin karigimi

4.2.3.4. LC-MS/MS Analizi

hsa-miR-185-5p transfeksiyonu gerceklestirilmis olan BT-474 ve MCF-12A hiicrelerinden

elde edilen proteinler, tripsin enzimi ile muamele edilmis, tripsinizasyon sonucu olusan
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peptitlerin  kiitle spektrometresine bagli bir sivi kromatografi kolonuna yiiklenip
birbirinden ayrigmasi saglanmis, peptit agirliklarinin incelenmesi igin MS analizi yapilmis,

(58) aminoasit sekanslarinin belirlenmesi i¢in ise MS/MS analizi yapilmaistir.

Elde edilen triptik peptitler, etiketsiz nano-LC-MS/MS yontemi ile kalitatif ve kantitatif
olarak analiz edildi. Hazirlanan heri bir 6rnegin triptik peptit karisimindan 5 pL (1 pg)
alimarak, LC/MS-MS cihazina (Xevo G2-XS QTOF, Waters, USA) yiiklendi. Peptit
ayrimi, nanoACQUITY basinghi sivi kromatografisi (UPLC, Waters, Milford, MA)
Uzerinde gerceklestirildi. Sivi  kromatografisi sisteminde, peptitlerin  giiglii  bir
kromatografik ayriminin gergeklesebilmesi i¢in kolonlarin kullanilmasi gerekir. Kolonlar,
%97 mobil faz A (su, %0.1 formik asit, %5 asetonitril) ve %3 mobil faz B (asetonitril,
%0.1 formik asit) ile dengelendi. Kolon sicakligi 45°C'ye ayarlandi. 5 pL hacimdeki 1 pg
triptik peptit, bir analitik kolona (Waters) mobil faz B’nin %5 den %40’a kadar olan
gradyan eliisyonuyla, oérneklerin tuzlardan uzaklastigi trap kolondan (Waters) 300 nL/dk
akis hizinda dogrusal bir gradyan ile 90 dakikada ayrildu.

Peptit m/z 6l¢iimii ve dizilimi, nanolock sprey iyon kaynagi (Waters) ile bir SYNAPT
yiiksek tanimli kiitle spektrometresinde gergeklestirildi. Paralel ¢carpisma kaynakli ayrisma
(MSE), cihazin pozitif iyon V modunda ¢alistirilmasi ve MS ve MS/MS fonksiyonlarinin 6
V diistik carpisma enerjisi ve 15-40 V yiiksek carpigsma enerjisi ile 1.5 sn araliklarla
uygulanmasiyla gerceklestirildi.

Amino asit dizisi, peptit kiitle oran1 (m/z) ve Urlin iyon bilgisine gore ¢ikarildi. Kutle
stiriiklenmesini duzeltmek icin, i¢ kitle kalibratori Glu-fibrinopeptit (500 pmol/uL) her 45
saniyede 300 nL/dk akis hizinda nanolock sprey iyon kaynagi yoluyla infiize edildi. Peptit

sinyal verileri 50 ile 1950 m/z degerleri arasinda cihazda toplandu.
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Sekil 4.6. LC-MS/MS Cihazi1 (Xevo G2-XS QTOF, Waters, USA)
4.2.3.5. istatiksel Analiz

Progenesis-Ql LC-MS yazilimi V4.0 (nonlinear dynamics), peptitlerin miktarlar1 ve
tanimlanmasi i¢in kullanilmistir. Peptit kiitle oran1 (m/z) 785,8426 olan Glu-fibrinopeptit
kalibrator olarak kullanilmis olup, Ornekler toplam iyon yogunluguna bagli olarak

normalize edilmistir.

Stu-t testi kullanilarak, p-degerleri ve proteinlerin deneysel orani hesaplandi ve tanimlanan
proteinler, bu iki parametreye gore filtrelendi. Belirlenen proteinlerle ilgili yolak analizi
etmek icin, STRING (Versiyon: 10.5), PANTHER (Versiyon 9.0) ve DAVID (Versiyon
6.8) veri tabanlari birlikte kullanildi.

4.2.3.6. SDS PAGE ve Western Blot Analizi

Western blot analizine baslamadan onceki ilk asama olan SDS PAGE jel dokiimii i¢in
gereken diizenlemeler asagida belirtilmistir. SDS-PAGE jelleri olan ayirici (Separating) jel

ve y1gma (Stacking) jelleri Cizelge 4.6.’da belirtilen madde ve miktarlar ile hazirlanmstir.
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Cizelge 4.6. Ayirici ve yigma jel yapimi igin kullanilan madde ve miktarlari

Ayirma Jeli (%12) Yigma Jeli (%4)
H,O 2.58 ml H,O 1.46 ml
1.5m Tris 1.5 ml 1.5m Tris 250 pl
% 40 poliakrilamid 1.8 ml % 40 poliakrialmid 250 pl
% 10 SDS 60 pl % 10 SDS 20 pl
% 10 APS 60 pl % 10 APS 20 pl
TEMED 2.4 ul TEMED 2 ul

Ayirict jel hazirlandiktan sonra jel yiizeyi izopropanol (EMSURE, K44834034334), ile
kaplanmistir. Jelin 45 dk polimerize olmasi beklenmis ardindan {izerindeki izopropanol
dokiilmistiir. Yigma jeli hazirlanmis ve ayirict jelin iizerine eklenmistir. Jel taraklari
konulup, jelin polimerize olmast i¢in 30 dk beklenmistir. Protein 6rnekleri 20 pl’de 10 pg
olacak bi¢cimde 1:4 oranindaki 6rnek tamponu ile karigtirildi. 95°C’de transfer cihazinda
(DRY Both Incubator, Major Science) 5 dk bekletildi. Ornekler jele yiiklendi ve elektrotlar
baglandi. Ornekler ayirici jele girinceye kadar 30 dk diisiik akimda 100 Volt gerilim
uygulandi, ayirict jeli gectikten sonra ise 50 dk 120 Volt gerilimi uygulandi. (Bio-Rad,
Power/PAC 3000) Brom fenol mavisi jelin alt ucuna geldiginde akim kesildi ve jel tanktan

uzaklagtirildu.

Western blot analiz yonteminde kullanilacak olan ¢ozeltiler Cizelge 4.7.”de belirtildigi gibi

hazirlanmstir.
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Cizelge 4.7. Western blot analiz yonteminde kullanilacak olan ¢ozeltiler

10X Towbin Buffer (Transfer Tamponu)
Stok Cozeltisi (1 litre)

30.3 g Tris + 144 g Glisin + 20 ml %10
SDS + Saf su eklenerek ¢ozelti 1 litreye
tamamlanir.

1X Towbin Buffer (Transfer Tamponu)

100 ml 10X Towbin Buffer Stok ¢ozeltisi

+ 200 ml %100 Metanol + 700 ml saf su
ile 1X’e seyreltilir.

24.23 g Trizma-HCI + 80.06 g NaCl + Saf
su eklenerek cozelti 1 litreye tamamlanir
(pH=7.6).

10X TBS stok ¢ozeltisi, 10 ml 10X stok +
89.95 ml Saf su + 50 pl Tween 20
(¢ozeltide son hacim oram1 %0.05 olacak
sekilde) ile 1X’e seyreltilir.

5 g BSA (Cozelti icinde %5 olacak
sekilde) + TBST ile 100 ml’ye
tamamlanir.

1 M Tris-HCI (pH=6.8) + 0,8 g SDS + 4
ml Gliserol + 0,5 ml Betamerkaptoetanol
+ %210 Brom fenol mavisi eklenir.

Cozeltisi

10X TBS Stok Cozeltisi (1 litre)

TBST Cozeltisi

Bloklama Tamponu

4X Ornek Tamponu (Loading sample
Buffer) (10ml)

PVDF membran (Thermo Fisher Scientific, USA) jelin boyutuna uygun olarak (9cm x
6cm) kesildi ve 1 dk %100 metanol ile, 1 dk 1X Towbin transfer tamponuyla islatildi. Yari
kuru transfer i¢in, 2 adet filtre kagidi 1X Towbin transfer buffer ile islatildi ve cihaza
(Biometra An Analytik Jena Company) yerlestirildi. Uzerine 1slatilan membran konuldu,
jel membranin {izerine diizgiin bir sekilde eklenip, 2 adet filtre kagidi 1X Towbin transfer
buffer ile 1slatilip, jelin lizerine eklendi. Bu agamalar sirasinda hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Yapilan sandvi¢ modeli olabildigince 1X Towbin transfer buffer ile 1slatildi.
Supply-EPS 601,

Amershem Biosciences) 15 Volt’ta 90 dk siirede gergeklestirildi. Proteinlerin transfer

Transfer islemi elektroforez cihazinda (Electrophoresis Power
oldugu membran bloklama tamponu iginde 90 dk oda sicakliginda bloke edildi ve
bloklama tamponu dokildi. Yeni hazirlanan bloklama tamponunun iginde proteine 6zgiin
Anti-CathepsinD (Biolegend, USD, Cat n0:678502), Anti14-3-3-Epsilon (Biolegend, USD,
Cat n0:637901), Anti-PAK1 (Abcam, US, Cat no:ab183894), birincil antikorlar1 1: 1000
oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Anti-Beta Aktin (FineTest, China, Cat no:FNab00872)

antikoru da 1:1000 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.
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Membran, membran poseti ile kaplanarak igerisine hazirlanan birincil antikorlarin
bulundugu bloklama tamponu ilave edildi ve gece boyu 4°C’de calkalayicida ¢alkalandi.
Tampon dokildi ve membran TBST cozeltisi ile 3 kez 10 dk sure ile yikandi. Membran,
bloklama tamponu iginde 1:2000 oraninda seyreltilerek hazirlanmis ikincil antikor Anti-
mouse 1gG HRP sekonder antikor (Abcam, USA Cat no: Ab131368) ile oda sicakliginda
calkalayicida 60 dk inkube edildi. Tampon dokildi ve membran TBST ¢ozeltisi ile 3 kez
10 dk sire ile yikandi.

Membrandaki protein bantlarinin goriilmesi amaciyla kit (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, Cat n0:34577) kullanildi. Kitin igindeki
SuperSignal West Pico Luminol/Enhancer Solution (Cat n0:1862123-LSG) ve SuperSignal
West Pico Stable Peroxide Solution (Cat no0:1862124-LSG) reaktiflerinin 1:1 (200 ul)
oraninda bir falkon tilipte karistirilmasiyla bir ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti 1s18a duyarh
oldugu i¢in falkon tiip aliiminyum folyo ile sarilmistir. Membranin iizerine bu ¢Ozeltiden
eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletilip, goriintiileme cihazi ile (Odyssey Imaging
System) (LI-COR ODYSSEY)  kullanilarak gorintilendi. Protein miktarlarindaki

degisimler goriintiileme cihazina ait Odyssey Imaging System programu ile hesaplanmaigtir.

Western blot analizi i¢in kullanilan antikorlar 3 tekrarli olarak ¢alisiimistir.

|

Sekil 4.7. Goriintiileme cihazi (LI-COR ODYSSEY)
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. HSA-MIiR-185-5P’NiN TRANSFEKSIiYONUN VALIDASYONU

hsa-miR-185-5p’nin transfeksiyon isleminin dogrulamas: Kantitatif Real Time PCR (qRT-
PCR) ile yapildi. qRT-PCR verileri, hsa-miR-185-5p transfeksiyonu sonucu BT-474 meme
kanseri hiicrelerinde miR-185-5p ifadesinin arttigi, MCF-12A normal meme hcrelerinde
miR-185-5p ifade seviyesinde artis olmadigini gostermistir. miR-185-5p’nin ifadesi Sekil

5.1.’de gosterilmistir.

miR-185-5p
160 *

[EY
D
o

120
100
80
60
40
20

miR-185-5p ifade seviyesi

Kontrol miR-Negatif miR-185-5p
Kontrol

o

Sekil 5.1. BT-474 meme Kkanseri hicrelerinde miR-185-5p transfeksiyon isleminin
dogrulamasi1 (53) (*: p[10.05)

5.2. HSA-MIiR-185-5P MIiMiK VE NEGATIF KONTROLUN FARKLI
KONSANTRASYONDAKI MTT HUCRE CANLILIGI TESTI IiLE
DEGERLENDIRILMESI

hsa-miR-185-5p’nin kanserli hiicre hattt BT-474 ve normal meme hiicre hatti MCF-
12A’nin hiicre ¢ogalmasi iizerindeki etkisini arastirmak iizere farkli konsantrasyonlarda
hsa-miR-185-5p mimik transfeksiyonu yapildi. hsa-miR-185-5p mimik ve negatif
kontroliin 10, 15, 25 ve 50 nM olarak belirlenen farkli konsantrasyon miktarlari, BT-474
ve MCF-12A hiicre hatlarina uygulanmig olup hiicre canliligi testi ig¢in MTT deneyi
yapilmustir. Deney sonuglarinin 48 saat stireli etkisine bagli absorbans degerleri Sekil 5.2.

ve Sekil 5.3.’te gosterilmistir. hsa-miR-185-5p mimik ve negatif kontroliin belirlenen
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konsantrasyonlarda u¢ tekrarli olarak uygulanmasiyla BT-474 meme kanseri hiicre hattinda

en etkili konsantrasyon miktarinin 25 nM oldugu belirlenmistir. Ancak MCF-12A normal

meme hiicre hatttinda hiicresel canlilik igin farkli konsantrasyon miktarlarinda énemli bir

azalma miktar1 belirlenmemistir.

0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Hicre Proliferasyonu Absorbans
Degerleri (570 nm)

MCF-12A

o = B ——
0nM 10 nM 15nM 25nM 50 nM

miRNA Mimik ve Negatif Kontrol Konsantrasyonu (nM)

=8—miR-185-5p mimik ==e= Negatif Kontrol

Sekil 5.2. MCF-12A hiicre hattina miR-185-5p mimik ve negatif kontrol uygulanmasi (53)
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Sekil 5.3. BT-474 hiicre hattina miR-185-5p mimik ve negatif kontrol uygulanmasi (53)

(p<0.01)
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5.3. PROTEIN ELDESi VE MiKTAR TAYIiNi

miR-185-5p mimik ve negatif kontroliin 25 nM konsantrasyonunda BT-474 meme kanseri
ve MCF-12A normal meme hiicre hatlarina uygulanmasi sonucunda sonikasyon yontemi
ve ureli lizis buffer ile protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Proteinlerin miktar tayinleri
icin Bradford yontemi kullanilmistir. MCF-12A ve BT-474 hiicrelerinde standartlarin
absorbans degerleri Cizelge 5.1.’de ve Sekil 5.4.’de gosterilmistir. MCF-12A normal
meme hiicre hattina protein Orneklerinin absorbans degerleri Cizelge 5.2.’de, BT-474

meme kanserine ait protein 6rneklerinin absorbans degerleri Cizelge 5.3.’de gdsterilmistir.

BSA standart1 bagl olarak ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 5.4.’de verilmistir.

BSA Standart Egrisi

y =0,0003x + 0,31

0 200 400 600 800 1000 1200
BSA (ug/ml)

Sekil 5.4. BSA Standart egrisi

36



Cizelge 5.1. BSA standart konsantrasyon miktarlar1 ve absorbans degerleri

BSA OD Degerleri | OD Degerleri | Ortalama
Standartlari (nM) (nM)
(ug/ml) 1. Tekrar 2. Tekrar

1000 0.64500 0.61400 0.62950
500 0.48100 0.48300 0.48200
400 0.42600 0.44300 0.43450
300 0.39800 0.40100 0.39950
200 0.39300 0.39000 0.39150
125 0.37200 0.37500 0.37350
50 0.32400 0.33100 0.32750

Lizis Buffer 0 0.312 0.303 0.308

miR-185-5p mimik transfeksiyonu sonrast MCF-12A insan meme epitel hiicresinde protein

izolasyonu sonrasi spektrofotometrede okuma degerleri Cizelge 5.2.’de verilmistir.

Cizelge 5.2. MCF-12A insan meme dokusu normal epitel hiicre hatti i¢in elde edilen

protein 6rneklerinin Bradford yontemi sonucunda absorbans degerleri

MCF-12A oD oD oD Ortalama
Degerleri Degerleri Degerleri
(nM) (nM) (nM)
1.tekrar 2.tekrar 3.tekrar

miR-185-5p 0.451 0.449 0.000 0.450
1.tekrar

miR-185-5p 0.47600 0.49900 0.48700 0.487
2.tekrar

miR-185-5p 0.466 0.468 0.450 0.461
3.tekrar
Negatif 0.539 0.569 0.554 0.554
kontrol
1.tekrar
Negatif 0.549 0.574 0.561 0.561
kontrol
2.tekrar
Negatif 0.454 0.501 0.472 0.476
kontrol
3.tekrar
Besiyeri 0.579 0.507 0.626 0.571
1.tekrar
Besiyeri 0.711 0.612 0.607 0.643
2.tekrar
Besiyeri 0.637 0.607 0.604 0.616
3.tekrar
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miR-185-5p mimik transfeksiyonu sonrasi1 BT-474 meme kanseri hicresinde protein

izolasyonu sonrasi spektrofotometrede okuma degerleri Cizelge 5.3.’de verilmistir.

Cizelge 5.3. BT-474 meme kanseri hiicre hatti i¢in elde edilen protein Grneklerinin

Bradford yontemi sonucunda absorbans degerleri

BT-474 OD Degerleri OD Degerleri OD Degerleri | Ortalama
(nM) Ltekrar | (nM) 2.tekrar | (nM) 3.tekrar

miR-185-5p 0.462 0.465 0.425 0.450
1.tekrar
miR-185-5p 0.43100 0.57000 0.43100 0.477
2.tekrar
miR-185-5p 0.43400 0.46300 0.48500 0.460
3.tekrar

Negatif 0.463 0.452 0.445 0.453
kontrol

1.tekrar

Negatif 0.429 0.488 0.441 0.4526
kontrol

2.tekrar

Negatif 0.443 0.426 0.458 0.442
kontrol

3.tekrar

Besiyeri 0.502 0.502 0.542 0.515
1.tekrar

Besiyeri 0.492 0.554 0.529 0.525
2.tekrar

Besiyeri 0.520 0.463 0.540 0.507
3.tekrar

5.3.1. PROTEIN MIKTARININ HESAPLANMASI

Protein miktar tayini i¢in absorbans degerleri lgiilen BT-474 ve MCF-12A hiicre hatlarina
ait protein 6rneklerinin konsantrasyon miktarlari (y = 0.003x + 0.3173) X Diliisyon oran1
formiiline gore hesaplandi (y: Konsantrasyon miktar1 hesaplanan Ornegin Bradford
yontemi sonucunda elde edilen absorbans degerleri ortalamasi, m: BSA standart egrisi
grafiginin egimi, n: sabit bir sayidir). miR-185-5p mimik ve negatif kontrolin 25 nM
konsantrasyonunda BT-474 meme kanseri ve MCF-12A normal hiicre hatlarina
uygulanmasi ve kontrol grubunun da dahil oldugu iicer tekrarli d6rneklerden elde edilen
proteinlerin konsantrasyon miktarlar1 hesaplanarak Cizelge 5.4. ve Cizelge 5.5.°de

gosterilmistir.
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Cizelge 5.4. BT-474 hiicre hattina ait protein konsantrasyon miktarlari

Ornek No MiRNA mimik mMiRNA negatif Besiyeri
protein miktari kontrol protein (kontrol) protein
miktar1 miktar1
miR-185-5p 44455 ug/ml 452.33 ug/ml 660.11 ug/ml
1.Tekrar
miR-185-5p 533.44 ug/ml 451.22 ug/ml 692.33 ug/ml
2.Tekrar
miR-185-5p 477.88 ug/ml 416.77 ug/ml 634.55 ug/ml
3.Tekrar

Cizelge 5.5. MCF-12A hiicre hattina ait protein konsantrasyon miktarlar

Ornek No MIiRNA mimik miRNA negatif | Besiyeri (kontrol)
protein miktari kontrol protein protein miktari
miktari

miR-185-5p 442.33 ug/ml 789 ug/ml 1086.77 ug/ml
1.Tekrar

miR-185-5p 566.77 ug/ml 813.44 ug/ml 995.66 ug/ml
2. Tekrar

miR-185-5p 480.111ug/ml 527.88 ug/ml 844.55 ug/ml
3.Tekrar

5.3.2. PEPTIT KONSANTRASYON MIKTAR TAYINI

MCF-12A insan meme epitel ve BT-474 meme kanseri hucrelerinde BSA standart
absorbans degerleri Cizelge 5.6.’da gosterilmistir. miR-185-5p mimik transfeksiyonu

sonrast BT-474 ve MCF-12A hiicrelerinde peptit izolasyonu sonrast spektrofotometrede

okuma degerleri ve peptit konsantrasyonlar1 Cizelge 5.7.’de verilmistir.

Cizelge 5.6. Hazirlanan BSA standart konsantrasyon miktarlari ve Olgiilen absorbans

degerleri

BSA Ortalama

Standartlar1 | OD (nM)

(ug/ml) Degerleri
31.30 0.062
62.5 0.143
125 0.302
250 0.59
500 1.703
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Peptit miktar tayini i¢in absorbans degerleri dlgiilen BT-474 ve MCF-12A hiicre hatlarina
ait peptit orneklerinin konsantrasyon miktarlart (y = 463.7x — 7.505) x Diliisyon orani
formiiliine gore hesaplandi ve Cizelge 17’de gosterilmistir (y: Konsantrasyon miktari
hesaplanan peptit 6rneginin Peptit Assay Solusyon testi sonucunda elde edilen absorbans
degerleri ortalamasi, m: BSA standart egrisi grafiginin egimi, n: sabit bir say1, Diliisyon
orani ise 2’dir).

Cizelge 5.7. BT-474 meme kanseri hiicre hattt ve MCF-12A hiicre hattina igin Peptit
Konsantrasyon testi sonucunda elde edilen peptitlerin absorbans degerleri ve

konsantrasyon miktarlari

BT-474 Absorbans Degerleri Peptit
OD (nM) Konsantrasyon
Miktarlan (ug/ml)
miR-185-5p transfeksiyonu 0.391 173.801
1.tekrar
miR-185-5p transfeksiyonu 0.38 168.101
2.tekrar
miR-185-5p transfeksiyonu 0.3855 171.251
3.tekrar
Negatif kontrol 0.334 147.370
transfeksiyonu 1. Tekrar
Negatif kontrol 0.166 69.469
transfeksiyonu 2. Tekrar
Negatif kontrol 0.25 108.420
transfeksiyonu 3. Tekrar
Besiyeri 1.tekrar 0.559 251.703
Besiyeri 2.tekrar 0.884 402.405
Besiyeri 3.tekrar 0.7215 327.054
MCF12-A
miR-185-5p transfeksiyonu 0.409 182.148
1.tekrar
miR-185-5p transfeksiyonu 0.521 234.082
2.tekrar
miR-185-5p transfeksiyonu 0,465 208.115
3.tekrar
Negatif kontrol 0.521 234.082
transfeksiyonu 1. tekrar
Negatif kontrol 0.609 274.888
transfeksiyonu 2. tekrar
Negatif kontrol 0.565 254.485
transfeksiyonu 3. Tekrar
Besiyeri 1.tekrar 0.642 290.190
Besiyeri 2.tekrar 0.726 3290.141
Besiyeri 3.tekrar 0.684 309.665

40



5.4. PROTEOM ANALIiZi

54.1. MiR-185-5P MIMIK VE NEGATIF KONTROL TRANSFEKSiYONU
SONRASI BT-474 VE MCF-12A HUCRE HATLARINDA TANIMLANMIS
OLAN PROTEINLER

miR-185-5p mimik ve negatif kontrol transfekte edilmis BT-474 meme kanseri ve MCF-
12A normal meme hiicre hatlarina ait peptit konsantrasyonlarinin LC-MS/MS cihazina
yuklenmesiyle birlikte yaklasik 3000 protein tanimlanmustir. Bu proteinlerin arasindan
peptit sayis1 3 ve lstiindeki proteinler segilerek 858 tane protein belirlenmistir. Tanimlanan
proteinlere ait "Kimlik" numaralari, Proteinlerin isimleri, Peptit sayilari, Benzersiz peptit
sayilar1 ve giliven skorlarina ait bilgiler Ek 1 boliminde verilmistir. Tanimlanan
proteinlerden 86 tanesi meme kanseri ve normal meme hiicreleri arasinda yapilan
biyoinformatik analizler sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir ifade farklilig:
gostermistir. Bu istatiksel degerlendirme yapilirken ilk 6nce miR-185-5p transfekte olmus
BT-474 hiicresi ve kontrol grubuna ait kiyaslanan protein listesi (Ek 2) ile negatif kontrol
uygulanan BT-474 hiicresi ve kontrol grubuna ait kiyaslanan protein listesi (Ek 3) Venny
2.1.0 programina konularak Venn diyagrami kullanilmistir. Bu listede (Sekil 5.5) negatif
kontrol ve besiyeri kontrolline ait olan proteinlerin elenmesi saglanmistir ve 114 tane

protein bulunmustur.

90

(28.4%)

Sekil 5.5. miR-185-5p transfekte olmus BT-474 hiicresi ve kontrol grubuna ait kiyaslanan
protein listesi ile negatif kontrol uygulanan BT-474 hiicresi ve kontrol grubuna ait

kiyaslanan protein listesi semast
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Ikincil olarak ayni islemler MCF-12A hiicresi spesifik proteinlerin bulunmasi igin
tekrarlanmigtir. miR-185-5p transfekte olmus MCF-12A hucresi ve kontrol grubuna ait
kiyaslanan protein listesi (Ek 4) ile negatif kontrol uygulanan MCF-12A hiicresi ve
kontrol grubuna ait kiyaslanan protein listesi (Ek 5) Venny 2.1.0 programina konulmustur.
Bu listede (Sekil 5.6.) negatif kontrol ve besiyeri kontroliine ait olan proteinlerin elenmesi

saglanmistir ve 160 tane protein bulunmustur.

Sekil 5.6. miR-185-5p transfekte olmus MCF-12A hicresi ve kontrol grubuna ait
kiyaslanan protein listesi ile negatif kontrol uygulanan MCF-12A hiicresi ve kontrol

grubuna ait kiyaslanan protein listesi gemasi

Uclinciil olarak da; miR-185-5p transfeksiyonu ile MCF-12A spesifik proteinler, BT-474
spesifik proteinlerden ¢ikarilarak sadece miR-185-5p transfekte olmus BT-474 hiicrelerine

0zgu 86 tane protein tanimlanmistir (Sekil 5.7).

Sekil 5.7. miR-185-5p transfeksiyonu ile BT-474 ve MCF-12A spesifik protein semasi
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Cizelge 5.8. miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi istatiksel olarak anlamli ifade farklilig

gosteren proteinlerin "Kimlik" numaralari

Q14103 | P23004 | O75306 | P26038 | 002192 | Q97E05 | P07339 | P23786
P04083 | Q03184 | Q99KV1 | P11799 | QOUTKS5 | P16106 | Q12797 | 060282
P11216 | P08515 | 015372 | O76743 | P16475 | Q60432 | P20061 | 075531
P31939 | QOWUMS3 | P13624 | QOUSI6 | P52209 | 075643 | P05198 | P15690
Q9BXP5 | 023755 | PA8637 | Q15436 | P23456 | P08729 | P35978 | Q13561
042184 | P12750 | PO4406 | Q28275 | P05712 | P17077 | P01252 | P46150
P42655 | 035156 | P21964 | P28799 | PA9736 | P45973 | 000299 | 013683
P49321 | Q13011 | P18754 | P36066 | Q13153 | Q01202 | P04765 | Q12874
060437 | P20951 | 043396 | P28894 | P29692 | P04645 | P02651 | P78406
P16989 | Q9D952 | Q99170 | Q24368 | Q00341 | P12004 | P53634 | QOUL4
P02827 | P10668 | O62768 | PA9753 | P08727 | P16152

Istatiksel olarak BT-474 ve MCF-12A hiicresi arasinda istatiksel olarak anlamlilik gdsteren
86 protein arasinda 53 tanesi kontrole gore ylksek ifade gosterirken, 33 tanesi diisiik ifade
seviyesi gdstermistir (Cizelge 5.9. ve 5.10.). ifade degisimi gdsteren bu proteinlerin gérev
aldiklar1 sinyal yolaklari, molekiiler fonksiyonlari ve biyolojik siiregleri STRING
(https://string-db.org/), PANTHER (http://www.pantherdb.org/)  ve DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/) veritabanlari kullanilarak incelenmistir (Sekil 5.8., Sekil 5.9. ve
Sekil 5.10.).

Cizelge 5.9. miR-185-5p transfeksiyonu sonrast BT-474 meme kanseri spesifik ifade

seviyeleri artan protein listesi

Benzersiz

Kimlik Peptit Sayist Protein p-degeri  Kat Degisimi

Heterogeneous nuclear

Q14103 4 ribonucleoprotein DO 6,29E-05 9,64
Ubiquinol-cytochrome C reductase

P23004 3 complex core prot 0,00325 9,56

3 NADH-ubiquinone oxidoreductase 9

075306 49 kDa subunit- mit 0,00041

P26038 19 Moesin 0,000218 8,82

002192 4 Heat shock protein 83 0,00563 8,8

Q97E05 3 Chaperone protein htpG 8,69E-06 8,76

P07339 8 Cathepsin D precursor 2,04E-06 8,76
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https://string-db.org/
http://www.pantherdb.org/
https://david.ncifcrf.gov/

P23786

P04083

Q03184 3
Q99KV1 3
P11799 5
Q9UTKS5 10
P16106 4
Q12797 6
060282 7
P11216

P08515 3
015372 4
076743 3
P16475 4
Q60432 3
P20061

075531

P31939

QIWUM3 4
P13624 5
Q9USI6 12
P52209 5
075643 4
P05198

Carnitine O-palmitoyltransferase
I1- mitochondrial

Annexin |
Succinyl-CoA ligase

DnaJ homolog subfamily B
member 11 precursor

Myosin light chain kinase-smooth
muscle and non-m

Abnormal long morphology
protein 1

Histone

Aspartyl/asparaginyl beta-
hydroxylase

Kinesin heavy chain isoform 5C

Glycogen phosphorylase-brain
form

Glutathione S-transferase 26 kDa

Eukaryotic translation initiation
factor 3 subunit

ATP-dependent RNA helicase glh-
4

Myosin light chain alkali-non-
muscle isoform

150 kDa oxygen-regulated protein
precursor

Transcobalamin | precursor
Barrier-to-autointegration factor

Bifunctional purine biosynthesis
protein PURH

Coronin 1B

Signal recognition particle 54 kDa
protein

Myosin type Il heavy chain 1

6-phosphogluconate
dehydrogenase- decarboxylating

U5 small nuclear
ribonucleoprotein 200 kDa helicas

Eukaryotic translation initiation
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0,008768
0,001157
0,00265

0,00046

8,9E-05

0,000225
0,001301

0,002007
0,035796

0,005237
0,000619

0,000512

0,031052

0,007136

0,003677
0,002547
0,000561

0,000252
0,003044

0,000415
0,011095

0,002393

0,002251
0,000618

8,66
8,44
8,36

8,33

8,16

8,03
7,99

7,83
7,77

7,37
7,33

7,3

7,2

7,12

7,04
7,02
6,94

6,81
6,81

6,72
6,72

6,65

6,63
6,59



factor 2 subunit
NADH-ubiquinone oxidoreductase

P15690 4 75 kDa subunit- mit 0,007413 6,56

Q9BXP5 4 Arsenite-resistance protein 2 0,014814 6,28

023755 9 Elongation factor 2 0,000508 6,2

P48637 9 Glutathione synthetase 0,001388 5,8

Q15436 4 Protein transport protein Sec23A  0,00113 5,84

P23456 3 RNA-directed RNA polymerase 0,006723 5,76

P08729 14 Keratin-type Il cytoskeletal 7 0,000182 5,56

P35978 4 Kinesin heavy chain 0,00192 4,93

Q13561 3 Dynactin complex 50 kDa subunit  0,055429 4,91
Restin (Cytoplasmic linker

042184 5 protein-170) 0,002742 4,77
40S ribosomal protein S4-X

P12750 10 isoform 0,000963 4,47
Glyceraldehyde 3-phosphate

P04406 8 dehydrogenase- liver 0,004839 4,41

Q28275 4 Fibronectin 0,015278 3,87

P05712 3 Ras-related protein Rab-2 0,000155 3,54

P17077 3 60S ribosomal protein L9 1,76E-05 3,51

P01252 4 Prothymosin alpha 0,021804 3,47

P46150 4 Moesin/ezrin/radixin homolog 0,055372 2,35

P42655 3 14-3-3 protein epsilon 0,010667 1,95
UTP--glucose-1-phosphate

035156 3 uridylyltransferase 1 0,024517 1,94
Catechol O-methyltransferase-

P21964 4 membrane-bound form 0,005022 1,84

P28799 7 Granulins precursor 0,029508 1,44
DNA replication licensing factor

P49736 4 MCM2 0,015282 1,4
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Cizelge 5.10. miR-185-5p transfeksiyonu sonrast BT-474 meme kanser spesifik ifade

seviyeleri azalan protein listesi

Benzersiz Kat
Kimlik  Peptit Sayis1  Protein p-degeri degisimi
P45973 3 Chromobox protein homolog 5 0,009527 0,59
000299 6 Chloride intracellular channel protein1  0,001543 0,58
013683 6 Hypothetical 143.0 kDa protein 7,61E-09 0,57
Nuclear autoantigenic sperm protein
P49321 8 (NASP) 0,013624 0,57
Delta3-5-delta2-4-dienoyl-CoA
Q13011 6 isomerase- mitochond 0,000439 0,56
P18754 5 Regulator of chromosome condensation  0,000848 0,56
P36066 3 Hypothetical 54.4 kDa protein 0,0057 0,54
Q13153 4 Serine/threonine-protein kinase PAK 1~ 0,003678 0,54
Q01202 4 Paramyosin 0,009424 0,53
P04765 6 Eukaryotic initiation factor 4A-I 0,021454 0,52
Q12874 5 Splicing factor 3A subunit 3 0,008334 0,52
060437 5 Periplakin 0,049354 0,5
P20951 3 RNA replication protein 0,001973 0,5
043396 3 Thioredoxin-like protein 0,000193 0,5
P28894 4 Fumarate hydratase C 4,79E-05 0,5
P29692 5 Elongation factor 1-delta 0,00064 0,48
P04645 4 60S ribosomal protein L30 2,27E-05 0,48
P02651 3 Apolipoprotein A-1V precursor 0,046928 0,44
P78406 6 mRNA-associated protein mrnp 41 0,016012 0,44
P16989 4 DNA-binding protein A 0,009247 0,4
Q9D952 8 Envoplakin 0,000133 0,38
78 kDa glucose-regulated protein
Q99170 3 homolog precursor 0,011519 0,32
Q24368 3 Iswi protein 0,043569 0,3
Vigilin (High density lipoprotein-binding
Q00341 7 protein) 0,040739 0,3
P12004 3 Proliferating cell nuclear antigen 0,035008 0,28
P53634 3 Dipeptidyl-peptidase | precursor 0,022374 0,27
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QIULV4
P02827
P10668
062768

P49753
P08727
P16152

w o1 W w

19

Coronin 1C

Heat shock 70 kDa protein
Cofilin-non-muscle isoform
Thioredoxin reductase

Peroxisomal acyl-coenzyme A thioester
hydrolase 2

Keratin-type | cytoskeletal 19
Carbonyl reductase

0,004844
2,94E-05
0,017359
0,006983

0,000112
2,38E-05
0,000764

0,27
0,27
0,22
0,12

0,1
0,1
0,05

47



’{ \
i \; L0150 s ~ 1B
. I

/

ASPH

@
NDUFS? U
AL ST 8
\
|
\

Sekil 5.8. miR-185-5p transfeksiyon sonrasi BT-474 meme kanseri hiicre hattina spesifik
tanimlanan ifade seviyesi artan ve azalan proteinlerin STRING (Version 10.5) fonksiyonel

protein iliskilendirme aglari programi ile gosterimi
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Sekil 5.9. miR-185-5p transfeksiyon sonrast BT-474 meme kanseri hiicre hattina spesifik

tanimlanan ve ifade seviyesi artan proteinlerin STRING (Version 10.5) fonksiyonel protein

iliskilendirme aglar1 programi ile gésterimi

49



Sekil 5.10. miR-185-5p transfeksiyon sonrasi BT-474 meme kanseri hiicre hattina spesifik
tanimlanan ve ifade seviyesi azalan proteinlerin STRING (Version 10.5) fonksiyonel

protein iliskilendirme aglari programi ile gosterimi
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5.4.2. MIiR-185-5P TRANSFEKSiYONU ILE IFADESi DEGiSMIiS OLAN
PROTEINLERIN GOREV ALDIKLARI SINYAL YOLAKLARINA GORE
DEGERLENDIRILMESI

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifade degisimi gosteren proteinlerden ifadesi artan
proteinlerin PANTHER veritabaninda de novo piirin biyosentezi, heterotrimerik G-protein
aracilt sinyal yolaklari, adrenalin ve ndradrenalin biyosentezi, pentoz fosfat yolagi,
dopamin resept6r aracili sinyal yolagi, glikoliz ve apoptoz sinyal yolaklarinda goérev aldig

tespit edilmistir.

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi artmis olan proteinlerin sinyal yolaklarinin grafiksel

ifadesi Sekil 5.11.’de gosterilmistir.

PANTHER SINYAL YOLAKLARI
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Sekil 5.11. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi artan proteinlerin gorev aldigi sinyal
yolaklar1 (PANTHER veri tabani)

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifade degisimi gosteren proteinlerden ifadesi azalan

proteinlerin PANTHER veri tabaninda anjiyogenez, T hiicre aktivasyonu, Ras yolagi,
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oksidatif stres tepkisi, inflamasyon sinyal yolagi ve hiicre iskeleti diizenlenmesi gibi sinyal

yolaklarinda gorev aldigi tespit edilmistir.

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi azalmis olan proteinlerin sinyal yolaklarinin

grafiksel ifadesi Sekil 5.12.”de gdsterilmistir.

PANTHER SINYAL YOLAKLARI
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Sekil 5.12. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi azalan proteinlerin gérev aldigi sinyal
yolaklar1 (PANTHER veri tabant)

5.4.3. MIiR-185-5P TRANSFEKSIYONU ILE IFADESi DEGiSMiS OLAN
PROTEINLERIN MOLEKULER FONKSiYONLARINA GORE
DEGERLENDIRILMESI

miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi ifade degisimi gosteren proteinlerin molekiiler
fonksiyonlart GO veritabaninin ek bilgilerini kullanan PANTHER veritabani ile tespit

edilmistir.
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Molekdiler fonksiyonuna gore incelendiginde ifade degisimi gosteren proteinlerden ifadesi
artan proteinlerin en biiyiik grubu katalitik aktiviteye sahiptir, ikinci siradaki protein grubu

baglanma ile ilgili, tiglincii siradaki molekiiler fonksiyon diizenleyici proteinlerdir.

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi artmis olan proteinlerin molekiiler fonksiyonlarina

gore gruplandirilmasiin grafigi Sekil 5.13.’de gosterilmistir.

PANTHER-GO MOLEKULER
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katalitik aktivite baglanma molekiiler molekiiler yapisal molekiiler
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diizenleyici aktivite

Sekil 5.13. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi artan proteinlerin gorev aldigi molekiiler
fonksiyonlar (PANTHER veri tabani)

Molekdler fonksiyonuna gore incelendiginde ifade degisimi gosteren proteinlerden ifadesi
azalan proteinlerin en biiylik grubu baglanma ile ilgili, ikinci siradaki protein grubu
katalitik aktiviteye sahiptir ve baglanma ile ilgilidir. Ugiincii siradaki grup ise molekiler
fonksiyon duzenleyici proteinlerdir. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi azalmis olan
proteinlerin molekiiler fonksiyonlarma gore gruplandirilmasimnin grafigi Sekil 5.14.°de

gosterilmistir.
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PANTHER-GO MOLEKULER
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Sekil 5.14. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi azalan proteinlerin gorev aldigi
molekiiler fonksiyonlar (PANTHER veri tabani)

5.4.4. MIiR-185-5P TRANSFEKSIYONU ILE IFADESi DEGiSMiS OLAN
PROTEINLERIN BiYOLOJIK SURECLERE GORE
DEGERLENDIRILMESI

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifade degisimi gosteren proteinlerin biyolojik strecleri GO

veritabaninin ek bilgilerini kullanan PANTHER veri tabani ile tespit edilmistir.

Biyolojik stireclere gore incelendiginde ifade degisimi gosteren proteinlerden ifadesi artan
proteinlerin en buyik grubu metabolik siireglerde gorev alir, ikinci siradaki protein grubu

hiicresel siireglerde gorev alir.

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi artmis olan proteinlerin biyolojik siireglere gore

gruplandirilmasinin grafigi Sekil 5.15.’de gosterilmistir.
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PANTHER-GO BiYOLOJIK SURECLER
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Sekil 5.15. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi artan proteinlerin gérev aldigi biyolojik
stirecler (PANTHER veri tabani)

Biyolojik siireclere gore incelendiginde ifade degisimi gosteren proteinlerden ifadesi
azalan proteinlerin en blyuk grubu hiicresel siiregler iken, ikinci siradaki protein grubu

metabolik siireclerde gorev alir.

miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi azalmis olan proteinlerin biyolojik siireglere gore

gruplandirilmasinin grafigi Sekil 5.16.’da gosterilmistir.
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PANTHER-GO BiYOLOJIK SURECLER
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Sekil 5.16. miR-185-5p transfeksiyonu ile ifadesi azalan proteinlerin gorev aldigi biyolojik
stirecler (PANTHER veri tabani)

5.45. WESTERN BLOT

hsa-miR-185-5p transfeksiyonu ile BT-474 insan meme kanseri hiicrelerinden elde edilen
ve nano-LC-MS/MS analizi sonucunda tanimlanmis olan proteinlerin validasyonu igin
Western Blot analizi yapilmistir. LC-MS/MS analizi sonucunda Katepsin D’nin 8,76 kat
ifadesinin arttig1, 14-3-3 epsilon (YWHAE)’nin 1,95 kat ifadesinin arttigi, PAK1 proteinin
ise 0,54 kat ifadesinin azaldigi goriilmistiir. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda Katepsin
D’nin ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozisin diizenlenmesinde pozitif bir rol oynadigi,
apoptozu indiikledigi, timdr biiylimesi ile metastazlarin dnlemesi 6zelligi belirlenmistir
(54,86-89). YWHAE’nin apoptozu destekledigi, hiicre ¢ogalmasini, invazyonu ve
metastazi engelledigi belirlenmistir (55,90-93). PAK1’in ¢esitli hiicre yilizeyi veya hiicre ici
sinyallerle aktive oldugu, MAPK sinyal yolunu aktive edip, hiicre iskeletinin seklini
degistirdigi ve meme kanserinde onkogen olarak davrandigi belirlenmistir (56, 94-97).

Ilgili proteinlerin yer aldig: literatiirdeki galismalarin incelenmesiyle literatiirdeki verileri
destekleyen tez c¢alismamizda Katepsin D, YWHAE proteinlerinin ve PAKI

inhibitdrlerinin tiimor baskilayici bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
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Elde edilen LC-MS/MS analizi sonuglarina gore protein seviyesinde degisim gdsteren bu
proteinlerin antikorlar1 belirlenip western blot analizi ile dogrulamasinin yapilmasi
amaglanmistir. Normalizasyon igin B-Aktin kullanilmistir. 3’er biyolojik tekrar yapilmistir.
Western blot analizi sonuglarinda ise aymi sekilde Katepsin D ve YWHAE proteinlerinin
ifadesinin yiikksek seviyede, PAKI1 proteinin ise diisiikk seviyede ifade gdsterdigi

dogrulanmistir.

1.Tekrar 2.Tekrar 3.Tekrar
miR-185-5p  Kontrol miR-185-5p Kontrol miR-185-5p Kontrol

B-Aktin— “ L ] L w

Katepsin D s oy D D --

PAK]1— - e— - - -

YWHAE — gme S a» - ‘

Sekil 5.17. hsa-miR-185-5p transfeksiyonu yapilan BT-474 meme kanseri hicreleri ve
kontrol grubunun kiyaslanmasi ile Katepsin D, PAK1 ve YWHAE proteinlerinin western

sonuglari

miR-185-5p transfeksiyonu yapilan BT-474 meme kanseri hiicreleri ve kontrol grubunun
kiyaslanmasi ile Katepsin D, YWHAE ve PAKI proteinlerinin ifade seviyesindeki
degisimler Sekil 5.18., Sekil 5.19. ve Sekil 5.20.’de gosterilmistir.
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Sekil 5.18. miR-185-5p transfeksiyonu yapilan BT-474 meme kanseri hucreleri ve kontrol

grubunun kiyaslanmasi ile Katepsin D proteininin ifade seviyesindeki degisim

(***p<0.001)
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Sekil 5.19. miR-185-5p transfeksiyonu yapilan BT-474 meme kanseri huicreleri ve kontrol
grubunun kiyaslanmasi ile Y WHAE proteininin ifade seviyesindeki degisim (***p<0.001)
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Sekil 5.20. miR-185-5p transfeksiyonu yapilan BT-474 meme kanseri hucreleri ve kontrol

grubunun kiyaslanmasi ile PAK1 proteininin ifade seviyesindeki degisim (***p<0.001)

Sonuglarda miR-185-5p transfeksiyonu yapilan BT-474 meme kanseri huicreleri ve kontrol
grubunun kiyaslanmasi ile Katepsin D protein seviyesinin 0.49 ve YWHAE protein
seviyesinin 0.973 Kkat arttigi, PAK1 protein seviyesinin ise 0.73 kat azaldig1 belirlenmistir
(p<0.001).
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. TARTISMA

Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen malign hastaliklardan biridir (57).
2018 yilinda GLOBOCAN veri tabanina gore yaklasik 2,1 milyon kadin meme kanseri
tanis1  belirlenmistir (58). Meme kanseri heterojen bir hastaliktir, klinikteki farkli
davraniglarinin arkasindaki bircok mekanizmanin hala bilinmemesi, tedaviye direngli
kanser hiicrelerinin olmasi, mevcut tedavi yontemlerinin yeterli olmamasi sebebiyle meme
kanseri hastalarinda hala yliksek oranda oliim gerceklesmektedir ve bu yiizden tedavide

farkli alternatif yontemler bulmak gerekmektedir (4, 20, 59).

MikroRNA’lar 21-25 niikleotit uzunlugunda, hiicre gelisimi, farklilagsmasi, proliferasyonu
ve apoptozis gibi biyolojik siireglerde rol alan protein kodlamayan RNA’lardir (45).
miRNA’lar onkogen veya tiimor baskilayici olarak kanser siirecinde fonksiyon
gosterebilirler (60). miRNA’larin metastatik meme kanseri teshisinde ve siirecinde
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi yapilan g¢alismalar ile gosterilmistir (45, 60-62).
Omegin, Ma ve ark. yaptigi1 ¢alismada, mikroRNA-10b'nin (miR-10b) metastatik meme
kanseri hicrelerinde yiksek oranda ifade edildigini ve hiicre invazyonunu ve metastazi
pozitif sekilde diizenledigi gosterilmistir (60). Ekhelser ve ark. yaptigi ¢alismada miR-34a,
miR-93 ve miR-373’¢ ait ifade seviyesinin, meme kanseri hastalarinda saglikli bireylere
gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir (61). Diger bir ¢alismada ise primer meme
timorlerinin ¢ogunda miR-126 ve miR-335"in ifadelerinin azaldigi gézlenmis olup, miR-
126’nin tiimor biiylimesi ve ¢ogalmasini azaltmasi ve miR-335’in ise metastaz1 onledigi
tespit edilmistir ve bdylece miR-335 ve miR-126 insan meme kanserinde metastaz
baskilayict mikroRNA'lar olarak tanimlanmigtir (62). Bu miRNA’larin ifadelerinin
azalmasi metastaz ile iligkilendirilmis olup, miR-126 ve miR-335’in meme kanseri
modellerinde miRNA ifadelerinin artirilmas: ile in vivo metastazlar1 baskilayabilecegi

gosterilmistir (45, 62).

Laboratuvarimizda daha once yapilan ¢aligmada, MDA-MB-231, BT-474 ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlar1 {izerine liken sekonder metaboliti olan alternatif ila¢ adayr molekiilii
usnik asitin anti-proliferatif etkisi arastirtlmis ve mikrodizin analizi ile her bir hiicre

hattinda usnik asite cevap veren miRNA’lar tanimlanmistir (51). Usnik asitin buyimeyi
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inhibe edici etkisi meme kanseri hiicre hatlarinda gosterilmistir ve 67 adet miRNA MDA-
MB-231, 15 adet miRNA BT-474 ve 8 adet miRNA MCF-7 hiicre hatlarinda
tamimlanmistir (51). Tanimlanan miRNA’larin sadece 6 tanesinin (hsa-miR-3171, hsa-
miR-4726-5p, hsa-miR-3198, hsa-miR-5194, hsa-miR-6805-5p, hsa-miR-4306) MDA-
MB-231 ve BT-474 hiicre hatlarinda ortak oldugu, diger miRNA’larin ise her bir meme

kanseri hiicre hattina 6zgii oldugu tespit edilmistir (51).

Usnik asite cevap veren miRNA hedeflerinin yolak analizi yapilarak ilgili yolaklar
belirlenmistir (51). BT-474 hiicre hattina spesifik miRNA’larin hedeflerinin fokal adezyon,
ErbB sinyal ve mTOR sinyal yolaklar1 oldugu gozlenmis ve BT-474 hiicre hattinda usnik
aside cevap veren miRNA’lardan birinin hsa-miR-185-5p oldugu tespit edilmistir (51). Bu
miRNA’nin ifadesinin usnik asit muamelesi sonucunda mikrodizin analizi ile 2.86 kat
arttig1 belirlenmistir. Mikrodizin sonuglarinin validasyonu i¢in qRT-PCR yapilmistir ve
usnik asit muamele edilen BT-474 hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla 2.49 kat degisimi
ile arttig1 belirlenmistir (51). miR-185-5p’nin hedefleri miRWalk programi ile belirlenmis,
yolak analizi sonuglari ile de g¢ogu hedefin kanser iligkili yolaklarda gorev aldigi
anlasilmistir (51). Hedeflerin MDM2, p53 sinyal yolaklarinda ve CDK4/6 ile Siklin E
hiicre dongiisii yolaklarinda anahtar rol aldig1 ve ayrica proliferasyon (PI3K, Akt, VEGF,
Whnt, IGFR), anjiyogenez (VEGF,HIF-alpha) ve apoptoz (TRAF) gibi kanser slrecinde
onemli olan yolaklarda gorev aldigi belirlenmistir (51). Laboratuvarimizda yapilan 6n
caligmalarda miR-185-5p, MDA-MB-231 clu negatif meme kanseri alt tipine sahip
hicrelere ve Ostrojen reseptoru pozitif olan Luminal B alt tipine sahip BT-474 meme
kanseri hiicrelerine uygulanmigtir. miR-185-5p uygulanmig, MDA-MB-231 hiicrelerinde
hiicre proliferasyonunun etkilenmedigi gozlemlenirken, BT-474 hicrelerinde hiicre

proliferasyonunun azaldig1 belirlenmistir.

Literatiirdeki ¢alismalarda, usnik asitin insan meme kanseri hiicre hatlarinda antiproliferatif
ve invazyonun engellenmesi gibi 6zellikler gostererek, tiimor baskilayict bir 6zellikte
oldugu (63, 64) ve meme kanserinde diisiik ifade gésteren miR-185-5p’nin, ifadesini
artirdigr goz Oniine alindiginda miR-185-5p’nin tiimor baskilayict bir miRNA oldugu
ortaya c¢ikarilmistir (51, 63-66). Tez kapsaminda miR-185-5p’nin hiicre proliferasyonu
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT analizi gergeklestirilmis ve meme kanseri

hicrelerinde miR-185-5p’nin anti-proliferatif etkisi oldugu belirlenmistir. miR-185-5p’nin
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etkisinin, meme kanseri hiicrelerinde ve normal meme doku hiicrelerinde yapmis oldugu
protein diizeyindeki degisikliklerin ise proteomik bir yontemle belirlenmesi tezin amacin

olusturmustur.

Proteomik teknolojileri, hiicrelerde ifade edilen proteinlerin kimligini, miktarini, ti¢
boyutlu yapilarini ve etkilesim gosterdigi molekiilleri belirlemeyi amaglayan, giderek daha
onemli hale gelen ve hizla biiyliyen genis bir aragtirma alanin1 kapsayan konu haline
gelmistir (67). Farkli proteomik teknikler sayesinde ¢esitli hastaliklardaki protein
farkliliklarin1 kantitatif olarak analiz etmek, kanser teshis ve tedavisi i¢in biyobelirteg
kesfedilmesinde, hiicresel olaylarin aydinlatilmasinda, diger hastaliklarin tedavilerinde ve

yeni ilag tiretiminde kullanilir (46, 68, 69).

Proteinlerin 0Ozellikle kanser hastaligi icin biyobelirte¢ olabilecegine dair caligsmalar
gerceklestirilmistir (70-72). Ornegin, arastirmaci Lopez’in gerceklestirdigi ¢alismada
hepatoseluler karsinom (HCC) igin en dénemli tumor belirtecinin alfa-fetoproteini (AFP)
oldugu ve AFP belirteci ile ultrasonografinin kullanildigi hastalarda erken teshisin
yapildig1 ve buna bagl olarak tiimorlerin daha kolay tedavi edildigi gosterilmistir. Ayrica
HCC ig¢in diger bir biyobelirte¢ olarak des-gama-karboksi-protrombin (DCP) oldugu
bulunmustur (70). Arechavaleta-Velasco ve ark. Biylme Faktoru olan Progranulin
(PGRN), farkli kanser tiirlerinde Onemli biyolojik islevi oldugu ve bu proteinin
tiimorojenezin diizenleyicisi olup, hiicre ¢ogalmasini, invazyonu, metastazi anjiyogenezi,
malign transformasyonu, antikanser ilaglara karsi direnci uyardigi tespit edilmistir (71).
Arechavaleta-Velasco ve ark. ¢esitli kanser modellerinde biiyiime faktorunin (PGRN),
biyolojik etkilerine odaklanip, kanser tedavisinde potansiyel bir biyobelirte¢ ve hedef
olarak goriilmesi gerektigine dair ¢aligmalari tamamlanmistir (71). Heo ve ark. yaptigi
caligmada, insan Akciger Adenokarsinomu’nda Haptoglobin (HP), Inter-o Tripsin
Inhibitdrii agir zincir 4 (ITI4H4), Tamamlayici C3 prekiirsorii, Plazma Kallikrein
(KLKB1) ve Inter-a Tripsin Inhibitorii agir zincir 3 (ITIH3) gibi potansiyel akciger kanseri
biyobelirtecleri olarak nitelendirilen proteinler tanimlanmis olup, KLKBI1'in akciger
kanseri igin potansiyel bir aday serum biyobelirte¢i oldugu dogrulanmistir (72).
Gergeklestirilen ¢alismamizda YWHAE, Katepsin D ve PAKL proteinlerinin ifade
seviyesindeki istatistiksel olarak anlamli degisim molekiillerin tiim6r baskilayic

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Ouchida ve ark., miR-19a, miR-20a ve miR-92-1'in MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda
dogrudan hedef profillerini tanimlayabilmek i¢in nicel bir proteomik yaklasim kullanmistir
(73). miR-19a, miR-20a ve miR-92-1 susturulduktan sonra iki boyutlu elektroforez ve
kitle spektrometrik analiz ile potansiyel hedefler olarak tanimlanan toplamda 123 proteinin
ifade seviyesinin arttig1 belirlenmistir (73). Yuksek ifade gosteren proteinlerden dérduniin
PPP2R2A, ARHGAPI, IMPDHI ve NPEPL1 mRNA'larinda miR-19a veya miR-20a
baglama boélgelerine sahip oldugu gosterilmistir (73). Her bir baglanma bolgesi ile
plazmidlerin lusiferaz aktivitesinin azaldig1 ve spesifik anti-miRNA-LNA'nin varliginda
lusiferaz aktivitesinde bir artig gozlenmistir (73). Western blot analizi ile anti-miR-19a
kullanildiktan sonra IMPDH1 ve NPEPLI'in ifade seviyelerinde artis goriiliirken,
PPP2R2A ve ARHGAPI proteinlerinin ifade seviyelerinde bir degisiklik goriilmemistir
(73). IMPDH1 ve NPEPL1 proteinlerinin bir Western blot analizi ile miR-19a'nin
potansiyel dogrudan hedefleri oldugu dogrulanmistir (73). Yang ve ark. gore, miR-21,
invazyon ve go¢ gibi kanserle ilgili ¢esitli siireglerde rol oynayan onkogenik aktiviteye
sahip oldugu ve tlimorijenezdeki 6nemi anlasildigindan, miR-21'in potansiyel hedeflerinin
belirlenmesi i¢in kantitatif bir proteomik strateji kullanmiglardir (8). MCF-7 meme kanseri
hicrelerinde miR-21 ifade seviyesini durdurarak, miR-21'in potansiyel hedefleri
olabilecegi diisiiniilen 58 proteinin ifadesinde artis gézlemlenmistir (8). Bu aday hedeflerin
12 tanesine lusiferaz analizi yapilmistir ve 6 tanesinin miR-21'in dogrudan hedefleri
oldugu gosterilmistir (8). Kromozom yogunlasma proteini G (NCAPG), oksidatif strese
duyarli 1 (OXSR1), SEC23 ile iliskili protein A (SEC23A) ve Programlanmis hiicre 6limii
4 (PDCD4) proteini miR-21’in tanimlanan hedefleridir (8). Calismanin sonuglari, miR-
21'in, translasyon inhibisyonu yoluyla birgok hedefinin ifadesini etkiledigini ve miRNA
hedeflerini tanimlamak i¢in proteomik yaklagimlarin kullaniminin 6nemini géstermektedir
(8). Yan ve ark., miR-373'tin meme kanseri invazyonu ve metastazinda rolii oldugunu
aciklayan bu ¢alismada, miR-373 tarafindan diizenlenen genlerin tanimlanmasi i¢in SILAC
bazli kantitatif proteomik analizi kullanilmistir (9). Toplamda 3666 protein tanimlanmis ve
335 proteinin miR-373 tarafindan diizenlendigi bulunmustur (9). Bu ¢alismada yapilan
Lusiferaz ve mutasyon analizleri ile TXNIP ve RABEP1'in miR-373'Un direkt hedef
genleri oldugunu dogrulanmistir (9). Bu sonuglar, proteomik tabanli yaklasimlarin,
miRNA'larin hedef genlerinin tanimlanmasi i¢in uygun teknoloji oldugunu gdstermistir

(9). Gergeklestirilen calismamizda MS-bazli etiketsiz kantitatif proteomik analizi
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kullanilmistir. miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi toplamda 858 protein tanimlanmis, 86
tanesinin istatiksel olarak anlamli ifade farkliligi gosterdigi bulunmustur. Calisma
sonucunda DCTN2, ANXA1, MSN, GAPDH, RCC1, PAK1, KRT19, PPL ve CORO1C,
ATIC, CLICI, EEF1D, HDLBP, HISTIH3A, YWHAE, SEC23A MCM2, NASP, RAEI,
HNRNPD, SRRT, ASPH, COMT, BANF1, SEC23A, TCN1, PYGB, GSS, RAE1, RPL30,
RPS4X, CBR1, CPT2, ACOT2, COMT, CTSC, CTSD, KIF5C, CBX5, PGD, EIF4A1,
EIF3H, EIF2S1, EEF10, SRP54, CBX5, NDUF32, GRN, MSN, RAE1, EIF4A1, TXNL1,
HNRNPD, EIF2S1, PCNA, NDUFS2 proteinlerin Epitelyal Mezenkimal Gegisi (EMT),
hiicre dongusi, hilcre metabolizmasi, oksidatif stres ve inflamasyon gibi cesitli

mekanizmalarin anlagilmasinda kullanilabilecegi belirlenmistir.

Son yillarda yiiksek ¢oztiniirlikklii, hizli, yiksek verimli, yiiksek hassasiyetli iTRAQ
(Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification), ICAT (Isotope-Coded Affinity
Tag), SILAC (Stable Isotope Labeling with Amino in Cell Culture) gibi etiketli proteomik
ve etiketsiz kantitatif proteomik yaklagimin da dahil oldugu kiitle spektrometrisi tabanli
proteomik teknikler gelismistir (69, 74). Ancak, bir¢ok etiketleme ydnteminin uzun is
akisi, eksik etiketleme, yiksek konsantrasyonda numune gereksinimi, yuksek maliyetli
deney prosediirleri ve sinirli sayida numune analizi gibi potansiyel kisitlamalar1 vardir
(49). Bu nedenle, tez kapsaminda bu kisitlamalarin iistesinden gelmek igin, herhangi bir
izotopik veya kimyasal etiketlemenin olmadig, etiketlemenin neden oldugu sinirlamalarin
ortadan kalktig1, molekiiler mekanizmalar1 ve yolaklar1 anlamada, cesitli hastaliklarin ilag
hedeflerinin kesfedilmesinde, normal ve hastalik iceren 6rneklerde farkli sekilde ifade
edilen proteinlerin tanimlanmasinda ve biyobelirte¢ belirlenmesinde biiyiik bir potansiyeli

olan MS-bazli etiketsiz yontem kullanildi (69, 75).

Meme kanserinde miRNA'larin Hiicre Dongiisti ilerlemesini, Apoptozu, Epitelyal-
Mezenkimal Gegis’i, Invazyonu ve Metastazi diizenledigi bilinmektedir (44). Son
zamanlarda, Epitelyal Mezenkimal Gegis’in (EMT) ve Mezenkimal Epitelyal Gegis’in
(MET) meme kanseri metastazi i¢in ana mekanizmalar oldugu bildirilmis ve
mikroRNA'larin EMT ile iligkili kanser invazyon ve metastazinda anahtar faktorler oldugu
gosterilmistir (65, 76). Yin ve ark. ¢alismasina gore, Immiin glubulin ailesinin bir iiyesi
olan RAGE, prostat kanseri ve meme kanseri gibi bircok kanser tiriinde timor biyumesini

ve metastazi artiran bir reseptdr oldugu epitel mezenkimal gegisine (EMT) neden oldugu
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bilinmektedir (65). miR-185-5p'nin meme kanserinde ifadesinin azaldigi tespit edilmis ve
hedef gen tahmininden elde edilen sonucglar, miR-185-5p'nin bir RAGE baglanma yerine
sahip oldugu gosterilmistir (66). Calismada hastalarda miR-185-5p’in seviyesinin
artirilarak, RAGE’yi hedeflemesi tomor migrasyonunu ve invazyonunu baskilayabilecegi
ongoriilmiistiir (65). Calismada miR-185-5p’in asir1 ifade seviyesi artist ile F-aktin
polimerizasyonunu inhibe ettigi ve RAGE'yi hedefleyerek insan meme kanseri hiicrelerinin
Epitelyal Mezenkimal Gegisi’ni tersine g¢evirdigi goézlemlenmistir ve miR-185-5p’nin,
meme kanserinde RAGE'ye baglanarak potansiyel bir terapotik hedefi temsil ettigi ifade
edilmistir (65). Gergeklestirilen g¢alismamizda ise miR-185-5p’nin ifade seviyesinin
artirtlarak, miR-185-5p’nin hedefi olabilecegi ve insan meme kanseri hiicrelerinde
Epitelyal Mezenkimal Gegis’i ve hiicre iskeleti organizasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilen
DCTN2, ANXA1, MSN, GAPDH, RCC1, PAK1, KRT19, PPL ve CORO1C, ATIC,
CLIC1, EEF1D, HDLBP, HIiST1H3A, YWHAE ve SEC23A proteinleri STRING,
PANTHER ve DAVID veri tabanlari ile tespit edilmis ve bu proteinlerin meme kanserinin
invazyon mekanizmasi ve EMT'nin potansiyel mekanizmasinin anlasilmasinda aydinlatici

olarak etkili bir terapotik strateji ve EMT belirteg adaylari olabilecegi belirlenmistir.

Son yillarda kanser gelisimi ve hiicre dongiisii kontrolii arasindaki baglantilara
odaklanilmis ve kotl huylu tiimorlerin birgogundaki karakteristik 6zelligin, hiicre dongiisti
kontroliinde ve ilerlemesinde gorev alan proteinlerin degisen ifade miktarlarindan
kaynaklanan diizensizlik oldugu diistiniilmiistiir (77). Ayrica Hiicre Dongiisii ile dstrojen
sinyali arasinda da bir iligki bulunmustur (78). ERa'nin, bir proto-onkogen olarak kabul
edilen Siklin D1 ile etkilesimi oldugu bilinmektedir (77, 78). Ostadrahimi ve ark. yaptigi
caligmaya gore; miR-1266-5p ve miR-185-5p'nin, iki anti-apoptotik geni (BCL2 ve
BCL2L1) hedeflemesinin, prostat kanserinin molekiiler patogenezi ile iligkili oldugu
diistiniilmiistiir. Shiva Ostadrahimi ve ark. yaptig1 farkli bir ¢alismada, prostat kanseri
timor doku ve hiicre hatlarinda miR-1266-5p ve miR-185-5p'nin ifadesinin azaldig1 tespit
edilmistir (79). Bu ¢alismada miR-1266-5p ve miR-185-5p'nin ifadesinin artirilmasi ile
miRNA’larin BCL2 ve BCL2L1 genlerini inhibe edip proliferasyonu azaltarak, hicre
apoptozunu indiikledigi ve bdylece tiimor baskilayici olarak davrandiklart ortaya
konulmustur (80). Calismamizda ise insan meme kanseri hiicrelerinde miR-185-5p’nin
ifade seviyesinin artirilarak, miR-185-5p’nin hedefinin olabilecegi ve hiicre dongiisii ile
iligkili oldugu disiinilen DCTN2, YWHAE, RCC1, MCM2, NASP, PCNA, ANXAI,
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MSN, RAE1, HNRNPD, SRRT, ASPH, COMT ve BANF1 proteinleri STRING veri tabant
ile tespit edilmis ve bu proteinlerin meme kanserinde 6strojen sinyali ve hiicre dongusu
mekanizmasi arasindaki iligskiyi protein boyutunda aydinlatabilecegi etkin terapdtik bir

hedef olabilecegi tespit edilmistir.

Kanser hiicrelerinin metabolik ihtiyaclart ve bagimliliklart Warburg Etkisi ile
aciklanmaktadir (81). Hizli proliferasyon gosteren tiimor hiicrelerinin biiyiik kismi
oksidatif fosforilasyon yerine, aerobik glikolizis olan Warburg Etkisi ile metabolize olur
(81). Bu nedenle, oksidatif fosforilasyondan aerobik glikolize gegisin kontroliiniin
anlasilmasi kanser tedavisi i¢in ¢ok 6nemlidir (82). Ma ve ark. yaptigi ¢alismada, miR-
361-5p ifadesinin meme kanserinde diisiikk oldugunu ve bir glikolitik yolagin destekgisi
olan FGFRI1'1 dogrudan hedefleyerek meme kanseri hiicrelerinde aerobik glikoliz ve
cogalmayi inhibe ettigini belirlemislerdir (82). Ayrica meme kanseri hiicrelerinde invazyon
ve metastazi baskilamak icin MMP-1"1 hedeflemistir (82). Bir tiimor baskilayici olarak,
miR-361-5p'nin meme kanseri hiicrelerinin glikolitik metabolizmasini, proliferasyonunu ve
metastazi Onledigi tespit edilmistir (82). Gergeklestirilen tez kapsaminda insan meme
kanseri BT-474 hiicresinde miR-185-5p’nin ifade seviyesinin artirilarak miR-185-5p’nin
hedefinin olabilecegi, hiicre metabolizmasi ile iliskili oldugu diistiniilen SEC23A, TCNI1,
PYGB, ATIC, GSS, GAPDH, RAE1, RPL30, RPS4X, CBR1, CPT2, ACOT2, COMT,
CTSC, CTSD, KIF5C, DTCNZ2, CBX5, PGD, EIF4A1, EIF3H, EIF2S1, EEF10, SRP54,
PCNA, CBX5 ve NDUF32 proteinleri STRING veri tabaninda tespit edilerek bu
proteinlerin meme kanseri ve hiicre metabolizmas1 arasindaki iliskiyi aydinlatacak bir

terapotik hedef olabilecegi literatiire sunulmustur.

Kronik inflamasyon meme kanseri gelisimine ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar (83).
Interlokin-1 (IL-1), IL6, TUimor Nekroz Faktorl (TNF-o) ve C-reaktif protein (CRP),
meme kanseri ile iliskilendirilmis olan inflamasyonun biyobelirtegleridir (83). Bu
bagisiklik sistemi biyobelirte¢lerinde meme kanseri hastalar: ile saglikli bireyler arasinda
onemli farkliliklar vardir. Bunlardan en 6nemlisi, TNF-o ve IL-6’nin meme kanseri olan
hastalarda artmig bir seviyede olmasit ve genel bagisiklik sisteminde islev bozuklugu
gostermesidir (83). Aziz’in yaptig1 calismada, diyabet tip 2, kan zehirlenmesi, romatoid
artrit ve inflamatuar bozukluklar gibi cesitli hastaliklarda miR-223’iin ifade seviyesinde

farkliliklar tespit edilmistir (84). miR-223iin STATS, EPB41L3, Ect2, Pknox1, C/EBPa,
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C/EBPB, E2F1, FOXOI1, NFI-A, Caprin-1, IGF-1R ve 1s1 sok proteini 90’1 (Hsp90)
hedefleyerek inflamasyonu diizenledigi bulunmustur (84). Bizim galismamizda ise insan
meme kanseri hicrelerinde miR-185-5p’nin seviyesinin artirtlarak, miR-185-5p’nin
hedefinin olabilecegi, immiin sistem ile iligkili oldugu diisiiniilen SEC23A, CTSC, GRN,
PYGB, CTSD, TCN1, ANXA1, MSN, DCTN2, RAEL, EIF4Al, PAK1 ve PPL proteinleri
bulunmus ve inflamasyon hastaliklarinda erken tani ve terapotik hedef i¢in biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Oksidatif stres meme kanserini de igeren cesitli kanser tiplerinde ©onemli bir rol
oynamaktadir. Oksidatif stres, ROS'un (serbest radikaller) asir1 iiretilmesini destekleyen
antioksidan savunma arasindaki bir rahatsizliktir (83). Serbest radikaller, anjiyojenik faktor
IL-8 ve Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii’niin (VEGF) tiimor hiicresi liretimini arttirir ve
timor mikro-ortami iginde damar biiylimesini destekleyen bir kollajenaz olan matris
metaloproteinazlarinin salgilanmasini destekler ve bu nedenle meme karsinomunda
anjiyogeneze neden olabilir (83). Degli-Esposti ve ark. galismalarinda, miR-500a-5p'nin
bir ¢ok oksidatif stres genlerinin ifadesini kontrol ettigini ve oksidatif stres kosullar altinda
asir1 ifade edildigini gostermislerdir (85). Bu hedefler arasinda, meme kanseri hastalarinda
diistik ifadesinin kotii sonuglarla iligkilendirilen bir gen olan NFE2L2’yi bulmuslar ve
miR-500a-5p’nin kanserlesme siirecine etki ettigini tespit etmislerdir (85). Meme kanseri
hastalarinda miR-500a-5p’nin bir onkogen oldugu ve ifadesinin azaltilarak tedavide
kullanilabilecegi diisiiniiliirken, bizim ¢alismamizda ise insan meme Kkanseri hiicrelerinde
timor baskilayici 6zelligi oldugunu diisiindiigiimiiz miR-185-5p’nin seviyesinin artirilarak,
miR-185-5p’nin hedefinin olabilecegi ve oksidatif strese cevap yolaklari ile iligkili oldugu
diigiiniilen ANXA1, GSS, TXNL1, HNRNPD, EIF2S1, PCNA, NDUFS2 proteinlerin,
meme kanseri hastalarinda miR-185-5p ve onun hedefi olabilecegi diisiiniilen genlerinin

potansiyel terapotik hedefler olabilecegi agiga cikarilmistir.

hsa-miR-185-5p transfeksiyonu sonrasi, insan meme kanseri hiicrelerinden elde edilen
proteinlerin nano-LC-MS/MS analizi sonucunda belirlenmis olan ve miR-185-5p’nin
hedefi oldugu diisiiniilen proteinlerin validasyonunun saglanmasi amaciyla Western Blot
analizi yapilmistir. LC-MS/MS analizi sonucunda Katepsin D’nin 8,76 kat yiiksek ifadesi,
14-3-3 epsilon (YWHAE)’nin 1,95 kat yiiksek ifadesi, PAK1 proteinin ise 0,54 kat diisiik
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ifadesi bulunmustur. Western blot sonuglarinda da Katepsin D ve YWHAE proteinlerinin

ifadelerinin arttig1, PAKI proteinin ise ifadesinin azaldig1 belirlenmistir.

Chwieralski ve ark. gergeklestrdigi ¢alismada apoptozun diizenlenmesinde farkli
proteolitik enzimlerin rolii olduguna dair bulgular yer almaktadir (86). Katepsinler,
fizyolojik kosullar altinda lizozomun i¢inde bulunan proteazlardir (86). Katepsinler, olusan
baz1 sinyallere cevap olarak, lizozom ile Kaspazlarin aktivasyonu veya mitokondriden
proapoptotik faktorlerin salimimini da igeren, cesitli yollardan apoptotik hiicre 6liimiiniin
tetiklendigi sitoplazmaya yayilirlar (86). Katepsin B, L ve D'nin apoptozisin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigr bulunmustur (86). Deiss ve ark. ¢alismasinda,
Katepsin D’nin inaktif bir membranla iligkili 6ncii madde olarak sentezlendigi ve yliksek
ifadesinin, HeLa hiicrelerinin apoptozisini indiikledigi belirlenmistir (87). Roberg K ve
arkadaslarinin yaptigi calismada, Katepsin D inhibitorii Pepstatin A’nin, oksijene bagh
apoptozu inhibe ettigi bulunmus ve sitozolik Katepsin D'nin, insan fibroblastlarinda
Sitokrom-C salimi1 ve Kaspaz aktivasyonu yoniinde proapoptotik bir araci olarak gorev
yapabildigi tespit edilmistir (88). Johansson ve ark. yaptig1 calismada; Katepsin D'nin, bir
genis spektrumlu protein kinaz inhibitorii olan starosporin ile indiklenen insan foreskin
fibroblast apoptozundaki onemini degerlendirilmistir (89). Elde edilen sonuglarda,
sitozolik Katepsin D'nin, starosporin ile indiiklenen apoptoziste anahtar bir araci oldugu,
Sitokrom-C salinimi ve Kaspaz aktivasyonunu artirarak apoptozda pozitif bir rol
oynadigi gbzlenmistir (89). Tsukuba ve ark. ¢alismasina gore; insan prostat karsinomu
hiicrelerinden salgilanan Katepsin D'nin, tiimor biiyiimesinin 6nlenmesine ve metastazlarin
anjiyogenez bagimli biiylimesinin onlenmesine katki saglayan anjiyostatin olusumundan
sorumlu oldugu gosterilmistir (54). Katepsin D 'nin ¢esitli uyaranlar ve P53'e bagli timor
baskilayicisi ile indiiklenen apoptoza aracilik ettigi ve insan meme karsinomu ve prostat
karsinomu hiicrelerinde tiimdr biliylimesini ve metastazi Onleme rolii oldugu
gozlemlenmistir (54). Gergeklestirilen ¢alismamizda da Katepsin D’nin, hsa-miR-185-5p
transfekte edilmis meme kanseri hiicrelerindeki LC-MS/MS ve western blot analizleri
sonucunda ifadesinin arttigi goriilmistiir. Yapilan ¢aligmalardaki Katepsin D’nin ¢esitli
kanser hiicrelerinde apoptozisin diizenlenmesinde pozitif bir rol oynadigi, apoptozu
indiikledigi, timor biiylimesi ile metastazlarin 6nlemesi 6zelligi géz Oniine alindiginda
calismamizda da tiimor baskilayici aktiviteye sahip olan terapotik hedef igin biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi diistintilmiistiir.
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YWHAE (14-3-3 Epsilon), metabolizma, sinyal iletimi, apoptoz ve hicre déngisi
diizenlemesi gibi bir¢cok hiicresel siiregte yer almaktadir (55). Tiimor baskilayict olarak
islev goriir ve ifadesi P53 ve BRCAL ile koordineli olarak duzenlenir (55). Xing-Hua Che
ve ark. yaptig1 calismada; Larinks skuamoz hiicre karsinomunda (LSCC), YWHAE’nin,
ifadesini ve biyolojik 6zelliklerini analiz ederek LSCC'nin gelisiminde ve siirecinde rolii
aragtirtlmistir (90). LSCC dokularinda YWHAE’nin protein seviyesinin diisiik oldugu
goriilmiistiir (90). LSCC dokularinda azalmis YWHAE ifadesi, LSCC'nin baglamasina ve
ilerlemesine katkida bulundugu boylece YWHAE’nin apoptozu destekleyebilecegi ve
LSCC'nin invazyonunu engelleyebilecegi belirtilmistir (90). Leal ve ark. yaptig1 caligmada,
YWHAE, MYC onkogenin transkripsiyonel bir hedefi olan siklin CDC25B'nin negatif
diizenleyicisi olarak goérev yaptigi ve CDC25B’nin onkogenetik o6zellik gosterdigi
bulunmustur (91). Mide kanseri hiicre hatlarinda, Y WHAE nin ifadesinin artirilmasi, MYC
ve CDC25B ifadelerinin azaltmasi ile hiicre ¢ogalmasini, invazyonu ve metastazi inhibe
ettigi gozlenmistir (91). Bunun aksine, MYC, CDC25B'nin ifadelerinin artirilmasi ve
YWHAEin ifadesinin azalmasi yoluyla hiicre ¢ogalmasi, invazyon ve metastazin arttig
goriilmistir (91). Mide kanseri tiimorlerinde YWHAE proteinin ifadesinin azalmis
olmasinin, CDC25B ve MYC ifadesinin ise artmig olmasinin tiimor gelisimine ve mide
kanseri hiicrelerinde metastaz ve invazyona katki sagladigi belirtilmistir (91). Ayrica
kiigiik hiicreli akciger kanserlerinde ve cocuklarda en sik goriilen malign beyin tlimorii
olan medulloblastomlarda (MB) YWHAE ifadesinin azaldig1 ve bu proteinin bir timor
baskilayici olarak rol oynayabilecegi belirlenmistir (91-93). Bizim ¢alismamizda da 14-3-3
epsilon (YWHAE) nin meme kanseri hiicrelerindeki miR-185-5p etkisinin belirlenmesi
amagli LC-MS/MS ve western blot analizleri sonucunda ifadesinin arttigi goriilmistiir.
Yapilan caligmalardaki YWHAE’ nin apoptozu destekledigi, hiicre ¢ogalmasini, invazyonu
ve metastazi engelledigi goz Oniine alindiginda literatiirde Ki verileri destekleyen tez
calismamizda bu proteinin miR-185-5p’nin hedefi olabilecegi ve tiimor baskilayici bir

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.

PAK1 molekiilii (p21 ile aktive edilmis kinaz), bircok temel fizyolojik siire¢te dnemli rol
oynar ve bu nedenle bir¢ok kanser tipi de dahil olmak Gzere birden fazla patolojik duruma
dahil edilir (94). PAK1, MAPK, AKT, Wntl/B-katenin, ERa, BAD ve NF-kB gibi sinyal

yolaklarinda ve hiicre seklini, yapigsmay1 kontrol eden cesitli sinyalleri ileten, hicre
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hareketliliginin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar (95). PAK1 meme kanserinde bir
onkogen olarak etki eder ve ¢esitli hiicre yiizeyi veya hiicre i¢i sinyallerle aktive olur (96).
Zhan ve ark. yaptigi calismada, miR-494'in, meme kanserinde in vitro ve in vivo
deneylerde tiimor biiyliimesini baskiladigini ve miR-494'lin meme kanseri dokusunda
ifadesinin azalmis oldugu tespit edilmistir (97). MAPK sinyal yolunu aktive edip, hiicre
iskeletinin seklini degistirerek meme kanserinde onkogen olarak davranan PAK1'in, miR-
494'in dogrudan hedef geni oldugu bulunmustur (97). Raghavan ve ark.’nin ¢alismasinda,
hormon reseptéril durumu ve PAKI1 ifade seviyeleri arasinda bir iliski gozlenmis, PAK1
ifadesinin belirli progesteron ve Ostrojenin reseptorleri tarafindan kontrol edilebilecegini
diistindiirmiistiir. Elde edilen sonuglarda, PAK1'in transkripsiyon diizeyinde progesteron
reseptorii tarafindan diizenlenebilecegi One siiriilmistiir (94). Shrestha ve ark. yaptigi
calismada, PAK1’in meme tomorii Orneklerinde ifadesinin arttigt ve PAKI1'in merlin
inhibisyonu yoluyla es zamanli olarak MAPK ve MET sinyalini aktive ettigi
gozlemlenmistir (96). Bu bulgular, insan meme kanserinde PAK1’in yiiksek ifadesinin
MAPK aktivasyonu i¢in alternatif bir mekanizma oldugunu ve malign transformasyona yol
acan ¢oklu sinyal yollarini diizenleyen bir meme kanseri onkogeni oldugunu géstermistir
(96). Wang ve ark. yaptig1 ¢alismada, bazi kanser tiirlerine kars giiglii antikanser aktivitesi
gosterdigi bir antiparaziter ila¢ olan Ivermektin’in, sitostatik makrofatofaji/otofajiyi
uyararak meme kanseri hiicrelerinin biiylimesini belirgin sekilde inhibe ettigi bulunmustur
(56). Ivermektin, meme kanseri hiicrelerinde PAK1'in ifadesini inhibe ettigi ve bunun,
AKT-MTOR sinyal yolaginin etkisizlestirilmesine neden oldugu bulunmustur (56).
Ivermektin PAK1 yikimini hedefleyebildigi i¢in, meme kanseri tedavisinde umut verici bir
tedavi secenegi olabilecegi literatiire sunulmustur (56). Calismamizda elde edilen verilere
gore PAK1’in meme kanseri hiicrelerindeki miR-185-5p’nin ifadesinin proteom boyutunda
belirlenmesi icin LC-MS/MS ve western blot analizleri yapildiginda ifadesinin azaldigi
belirlenmigtir. Yapilan caligmalardaki PAK1’in ¢esitli hiicre yilizeyi veya hiicre i¢i
sinyallerle aktive oldugu, MAPK sinyal yolunu aktive edip, hiicre iskeletinin seklini
degistirdigi ve meme kanserinde onkogen olarak davrandigi goéz Oniine alindiinda
proteinin ifadesinin azalmasi ile PAK1 inhibitorlerinin tiimor baskilayict bir biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
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Her ne kadar miRNA'larin translasyonu inhibe ederek veya mRNA yikimini saglayarak
post transkripsiyonel gen ifadesini diizenlemelerine ragmen, bazt miRNA’larin hedef
genlerinin ifade seviyelerini artirabildigi de bulunmustur (98). Bu bilgiler 1s18inda
invazyon ile metastazi engelledigi ve apoptozu destekledigi diistiinilen YWHAE ve
Katepsin D proteinlerinin ifadelerinin g¢alismamizda artis gostermesi g0z Onune
alindiginda, elde edilen sonuglar miR-185-5p'nin meme kanserinde tiimor baskilayici

olarak gorev yapabilecegini ortaya ¢ikarmistir.

6.2. SONUC

Gergeklestirilen tez caligmasi sonucunda usnik aside cevap veren miR-185-5p’nin,
proteom boyutunda etkisini degerlendirmek amagli LC-MS/MS analizi yapilmistir. miR-
185-5p’nin hedefi olabilecegi diisiiniilen proteinler arasindaki iligski belirlenmistir. BT-474
meme kanseri hiicrelerinde hsa-miR-185-5p’nin protein boyutunda analizi ile miR-185-
Sp'nin etki gosterdigi 858 protein tanimlanmis olup bunlardan 33 tane proteinin diisiik
ifade gosterdigi ve 53 tane proteinin yiiksek ifade gosterdigi belirlenmistir. ifade degisimi
gosteren proteinlerin sinyal yolaklari, biyolojik siiregleri ve molekiiler fonksiyonlari
incelenmistir. ifade degisimi gosteren proteinlerden 3 tanesinin dogrulamasimin saglanmasi
amacityla western blot analizi yapilmistir. Sonuglarda Katepsin D ve YWHAE
proteinlerinin ifadelerinin arttigi, PAK1 proteinin ise ifadesinin azaldigi goriilmiistiir. Bu
proteinlerle ilgili elde edilen bilgiler g6z Oniine alindiginda miR-185-5p'nin  meme
kanserinde tiimor baskilayici olarak gorev yaptigi belirlenmistir. Boylelikle usnik asite
duyarli olan miR-185-5p’nin proteom boyutunda etkisinin belirlenmis olmasi ile meme

kanserine kars1 potansiyel yeni bir tedavi yaklagiminin 6nii agilmistir.
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8. EKLER

EK 1: Hsa-Mir-185-5p Mimik Uygulanmis BT-474 ve MCF-12A Hiicre Hatlarinda

Tanimlanmis Proteinlerin Isimleri Ve Bilgileri

Kimlik Protein Peptit Benzersiz | Glven
sayisi Peptit Degerleri
Sayisi
P42704 130 kDa leucine-rich protein (LRP 130) | 51 37 360.505
(GP130).
P52272 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 39 29 2.791.265
Q00610 Clathrin heavy chain 1 (CLH-17). 49 28 3.556.984
QI9NZM1 | Myoferlin (Fer-1 like protein 3). 38 27 2.131.167
P02545 Lamin A/C (70 kDa lamin). 61 25 5.845.018
P31948 Stress-induced-phosphoprotein 1 (STI11) 33 23 2.250.696
P15144 Aminopeptidase N (EC 3.4.11.2) 36 23 3.034.015
P02769 Serum albumin precursor 43 23 3.661.904
Q00839 Heterogenous nuclear ribonucleoprotein U | 30 22 2.223.869
(hnRNP U)
P07814 Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase 34 22 1.998.026
P34932 Heat shock 70 kDa protein 4 26 21 1.681.584
P36776 Lon protease homolog-mitochondrial precursor 25 20 1.478.865
P35579 Myosin heavy chain-nonmuscle type A 110 19 9.140.243
P19338 Nucleolin (Protein C23). 26 19 2.130.858
P08727 Keratin_ type | cytoskeletal 19 (Cytokeratin 19) | 46 19 4.473.436
P26038 Moesin (Membrane-organizing extension spike | 31 19 2.681.644
protein
Q02218 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component- | 24 18 1.626.194
mitochondrial
P13667 Protein disulfide isomerase A4 precursor 34 18 2.756.824
P40939 Trifunctional enzyme alpha subunit- | 30 18 2.478.238
mitochondrial
P04843 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein 29 18 1.990.196
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glycosy

Q12906 Interleukin enhancer-binding factor 3 22 18 1.489.481
P02786 Transferrin receptor protein 1 (TfR1) (TR) (TfR) | 30 17 2.121.847
P27824 Calnexin precursor 21 17 2.185.289
P55060 Importin-alpha re-exporter 24 15 1.574.876
P14866 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 17 15 1.360.462
Q9QXS1 | Plectin 1 (PLTN) (PCN) 21 15 1.292.525
P23246 Splicing factor-proline-and glutamine-rich 21 15 1.504.127
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 | 37 15 3.394.541
P08799 Myosin Il heavy chain-non muscle. 23 15 127.686
P21796 Volta_ge—dependent anion-selective  channel | 18 15 1.804.992
protein
P04792 Heat shock 27 kDa protein (HSP 27) 19 14 1.774.897
P04626 Receptor  protein-tyrosine  kinase ERBB-2 | 24 14 1.989.166
precursor
P07942 Laminin beta-1 chain precursor (Laminin Bl | 25 14 1.504.085
chain).
Q02790 FK506-binding protein 4 (Possible peptidyl- | 20 14 1.684.323
prolyl
P54886 Delta  1-pyrroline-5-carboxylate  synthetase | 19 14 1.203.973
(P5CS)
P08729 Keratin-type Il cytoskeletal 7 (Cytokeratin 7) 41 14 3.500.787
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A. 33 14 3.281.533
P11940 Polyadenylate-binding protein 1 (Poly(A)- | 30 13 1.858.443
binding
P50454 Collagen-binding protein 2 precursor (Colligin 2) | 15 13 1.310.834
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 29 13 252.705
Q9Y4L1 | 150 kDa oxygen-regulated protein precursor 35 13 2.665.823
P75471 Cytadherence high molecular weight protein 2 26 13 1.288.815
P30038 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase- | 17 13 1.292.493

mitochondrial

81




Q16658 Fascin (Singed-like protein) 18 13 1.754.357
P78371 T-complex protein 1-beta subunit (TCP-1-beta) 20 13 148.453
P05783 Keratin_ type | cytoskeletal 18 (Cytokeratin 18) 30 13 2.648.704
P49748 Acyl-CoA  dehydrogenase-  very-long-chain | 23 13 1.745.891
specific
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 23 13 2.668.154
Q14847 LIM and SH3 domain protein 1 (LASP-1) (MLN | 20 13 1.991.923
50).
P17844 Probable RNA-dependent helicase p68 24 12 1.731.515
P35221 Alpha-1 catenin (Cadherin-associated protein) 30 12 1.969.337
075874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic 20 12 1.472.126
043143 Putative pre-mRNA splicing factor RNA helicase | 21 12 1.273.731
P18206 Vinculin (Metavinculin). 27 12 1.815.018
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 25 12 2.313.974
QI9NY33 | Dipeptidyl-peptidase Il 13 12 790.473
P38159 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 16 12 1.152.799
043390 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 16 12 1.168.665
Q15393 Splicing factor 3B subunit 3 17 12 1.073.065
Q9USI6 Myosin type 1l heavy chain 1 25 12 1.361.057
P07954 Fumarate hydratase-mitochondrial precursor 18 12 1.225.561
Q9Y4AW6 | AFG3-like protein 2 22 12 1.135.731
P38117 Electron transfer flavoprotein beta-subunit 17 12 1.193.432
075131 Copine 111 13 11 77.487
Q29443 Serotransferrin precursor (Siderophilin) 18 11 1.082.085
P08670 Vimentin 49 11 5.733.012
Q9Y617 | Phosphoserine aminotransferase 13 11 1.133.413
QINQC3 | Reticulon 4 (Neurite outgrowth inhibitor) 18 11 1.287.962
Q99832 T-complex protein 1-eta subunit (TCP-1-eta) 17 11 1.163.891

82




P49588 Alanyl-tRNA synthetase 20 11 1.265.772
P21107 Tropomyosin 5-cytoskeletal type 27 11 2.263.066
P13010 ATP-dependent DNA helicase 11-80 kDa subunit | 21 11 1.370.445
P80723 Brain acid soluble protein 1 (BASP1 protein) 15 11 1.178.242
P21980 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 28 11 2.393.558
P10809 60 kDa heat shock protein-mitochondrial | 43 11 4.123.791
precursor
P26639 Threonyl-tRNA synthetase-cytoplasmic 22 11 1.370.366
P33194 DNA damage binding protein 1 18 11 952.642
P26599 Polypyrimidine tract-binding protein (PTB) 16 10 1.192.243
Q92841 Probable RNA-dependent helicase p72 28 10 1.927.418
P12750 40S ribosomal protein S4- X isoform 11 10 80.134
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase-cytoplasmic 15 10 866.407
P11047 Laminin gamma-1 chain precursor (Laminin B2 | 26 10 1.613.362
chain)
P55884 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 21 10 1.106.202
Q99323 Myosin heavy chain-non-muscle (Zipper protein) | 34 10 1.978.788
Q01518 Adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP 1). 17 10 1.158.455
Q16698 2_4-dienoyl-CoA reductase-mitochondrial | 13 10 1.076.267
precursor
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2 16 10 857.504
P51858 Hepatoma-derived growth factor (HDGF) 12 10 990.288
P31040 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] | 17 10 1.238.564
flavoprotein
Q13263 Transcription intermediary factor 1-beta 17 10 1.294.838
P06748 Nucleophosmin (NPM) 16 10 1.429.264
P22570 NADPH:adrenodoxin oxidoreductase- | 16 10 1.193.431
mitochondrial
QI9UTKS5 | Abnormal long morphology protein 1 (Sp8) 21 10 987.621
Q13451 51 kDa FK506-binding protein (FKBP51) 15 10 1.204.253
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P50990 T-complex protein 1-theta subunit (TCP-1-theta) | 24 10 1.837.476
Q13200 26S proteasome regulatory subunit S2 16 10 886.105
P33176 Kinesin heavy chain 25 10 1.347.489
P43243 Matrin 3 19 10 105
P78347 General transcription factor I1-1 (GTFII-I) 18 10 955.252
P31930 Ubiqyinol-cytochrome C reductase complex core | 18 10 1.593.168
protein
Q14764 Major vault protein (MVP) 18 10 1.086.719
P21249 Major antigen 18 10 820.407
P34897 Serine hydroxymethyltransferase-mitochondrial | 20 10 1.452.344
P29401 Transketolase 28 10 2.668.078
P22695 Ubiqyinol—cytochrome C reductase complex core | 18 10 1.664.049
protein
Q01813 6-phosphofructokinase-type C 19 10 1.541.362
P29742 Clathrin heavy chain 28 9 1.613.252
023755 Elongation factor 2 (EF-2) 18 9 1.068.907
075694 Nuclear pore complex protein Nup155 12 9 656.126
P38919 Eukaryotic initiation factor 4A-like NUK-34 14 9 975.054
P30084 Enoyl-CoA hydratase-mitochondrial precursor 15 9 1.307.591
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase precursor 15 9 909.939
P13928 Annexin A8 (Annexin VIII) 14 9 1.149.308
Q9UKX3 | Myosin heavy chain-skeletal muscle-extraocular | 32 9 1.682.062
P22102 Trifunctional  purine  biosynthetic  protein | 16 9 908.857
adenosin
Q06210 Glucosamine-fructose-6-phosphate 14 9 690.507
aminotransferase
P51659 Estradiol 17 beta-dehydrogenase 4 23 9 1.378.368
P12956 ATP-dependent DNA helicase 11-70 kDa subunit | 17 9 1.448.478
P13639 Elongation factor 2 (EF-2) 37 9 3.033.964
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P21399 Iron-responsive element binding protein 1 15 733.444
P05659 Myosin 11 heavy chain-non muscle 16 938.016
P15121 Aldose reductase 24 2.436.275
P30041 Antioxidant protein 2 (1-Cys peroxiredoxin) 15 1.454.618
P48637 Glutathione synthetase 15 986.954
P23588 Eukaryotic translation initiation factor 4B 15 802.012
P30153 Serine/threonine protein  phosphatase 2A-65 | 14 925.812
KDA
P50416 Carnitine O-palmitoyltransferase I-mitochondrial | 22 1.346.154
P08964 Myosin-1 isoform (Type Il myosin) 28 1.562.991
P19096 Fatty acid synthase 11 643.907
P26006 Integrin alpha-3 precursor (Galactoprotein B3) 19 1.239.405
P41653 Hypothetical 244.6 kDa protein ycf2 11 571.321
Q9UQ80 | Proliferation-associated protein 2G4 11 796.724
P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase-mitochondrial 13 1.144.684
Q02455 Myosin-like protein MLP1 17 891.793
014157 Myosin type Il heavy chain 2 27 1.571.759
P16991 Nuclease sensitive element binding protein 1 12 908.304
P26640 Valyl-tRNA synthetase 2 14 772.039
P49321 Nuclear autoantigenic sperm protein (NASP) 12 605.478
P48047 ATP synthase oligomycin sensitivity conferral | 10 974.945
prot
P55809 Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A |17 1.395.667
transferase-mitochondrial
P41091 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit | 14 816.049
QI9NZN4 | EH-domain containing protein 2 12 775.054
P25205 DNA replication licensing factor MCM3 10 451.513
Q16881 Thioredoxin reductase 18 1.472.269
Q15029 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein | 15 798.644
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compone

095831 Programed cell death protein 8-mitochondrial 18 113.019
P11586 C-1-tetrahydrofolate synthase-cytoplasmic 24 1.517.634
P35232 Prohibitin 11 960.723
000159 Myosin Ic (Myosin | beta) (MMI-beta) 23 1.452.468
P15559 NAD(P)H dehydrogenase 8 567.692
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain 21 1.920.722
Q03252 Lamin B2 27 1.664.182
P49241 40S ribosomal protein S3A 15 1.297.705
P49411 Elongation factor Tu-mitochondrial precursor 28 288.519
P07237 Protein disulfide isomerase precursor (PDI) 30 2.758.698
Q15233 54 kDa nuclear RNA- and DNA-binding protein | 17 1.105.557
P49419 Antiquitin 14 86.706
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain 13 922.573
P04406 Glyceraldehyde 3-phosphate  dehydrogenase- | 27 2.627.434
liver
Q92499 ATP-dependent helicase DDX1 (DEAD-box | 13 685.996
protein 1)
P35606 Coatomer beta'subunit 22 1.283.588
P23526 Adenosylhomocysteinase 17 1.291.175
P14105 Myosin heavy chain-nonmuscle 77 5.928.243
P07339 Cathepsin D precursor 22 1.453.436
P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 13 970.769
P05787 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 (Cytokeratin 8) 41 4.330.768
Q05682 | Caldesmon (CDM) 17 911.253
P43155 Carnitine O-acetyltransferase 20 1.425.919
P37802 Transgelin 2 (SM22-alpha homolog) 13 1.248.972
Q13268 HEP27 protein (Protein D) 10 99.168
P32322 Pyrroline-5-carboxylate reductase 11 941.366
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Q15155 Protein pM5 precursor 12 655.001
Q08211 ATP-dependent RNA helicase A 33 235.242
060568 grocolIagen-Iysine-2-oxog|utarate 5-dioxygenase | 9 574.138
P36957 Dihydrolipoamide succinyltransferase | 12 589.611
component of
P40121 Macrpphage capping protein (Actin-regulatory | 10 698.848
protein
P21613 Kinesin heavy chain 14 737.339
Q9D952 Envoplakin (p210) (210 kDa cornified envelope | 19 845.873
precursor
P21397 Amine oxidase [flavin-containing] A 18 1.540.085
P00367 Glutamate  dehydrogenase  1-mitochondrial | 28 3.359.317
precursor
Q9Y2Q3 | Glutathione S-transferase-mitochondrial 12 891.719
Q13423 NAD(P) transhydrogenase-mitochondrial | 40 3.664.116
precursor
P27816 Microtubule-associated protein 4 (MAP 4) 16 890.272
095433 Protein C14orf3 (Protein HSPC322) 9 539.627
PO7737 Profilin | 10 1.031.791
P54136 Arginyl-tRNA synthetase 16 889.699
P35222 Beta-catenin 8 439.866
P35613 Basigin precursor 7 519.186
075521 Peroxisomal 3-2-trans-enoyl-CoA isomerase 9 614.586
P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 19 1.388.154
Q9PI130 DNA-directed RNA polymerase beta'chain 10 478.476
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 49 4.186.538
P50502 Hsc70-interacting protein (Hip) 8 606.132
P07602 Proactivator polypeptide precursor 17 1.281.133
Q14247 Src substrate cortactin (Amplaxin) (Oncogene | 20 139.684

EMS1)
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060664 Cargo selection protein TIP47 (47 kDa mannose | 10 578.423
6-ph
P52292 Importin alpha-2 subunit 9 543.068
P07910 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 | 19 1.603.978
Q05944 Heat shock 70 kDa protein. 21 1.861.714
Q11102 Hypothetical 131.5 kDa protein C02F12.7 in | 9 535.477
chromos
P25786 Proteasome subunit alpha type 1 10 675.425
P28799 Granulins precursor (Acrogranin) 8 601.864
P40925 Malate dehydrogenase-cytoplasmic 10 728.738
Q15019 Septin 2 (NEDDS5 protein homolog) 11 856.178
Q99714 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type 11 12 1.043.481
P42126 3_2-trans-enoyl-CoA  isomerase-mitochondrial | 9 607.387
precu
P14550 Alcohol dehydrogenase [NADP+] 10 608.065
P09211 Glutathione S-transferase P 15 1.495.678
Q02952 A-kinase anchor protein 12 13 662.162
060716 Catenin delta-1 (p120 catenin) (p120(ctn)) 12 629.676
P18669 Phosphoglycerate mutase_ brain form 13 1.221.612
P39656 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 8 534.373
glycosy
Q9XHR2 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 13 586.779
P24539 ATP synthase B chain-mitochondrial precursor 12 846.333
Q90705 Elongation factor 2 (EF-2) 33 226.121
060282 Kinesin heavy chain isoform 5C 13 633.048
Q12931 Heat shock protein 75 kDa-mitochondrial | 26 2.029.239
precursor
P41250 Glycyl-tRNA synthetase 13 702.299
P42765 3-ketoacyl-CoA thiolase-mitochondrial 12 729.038
P06733 Alpha enolase 32 3.079.399
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P26641 Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) 15 1.162.422
055131 Septin 7 (CDC10 protein homolog) 11 866.801
P13804 Electron transfer flavoprotein alpha-subunit- | 15 1.331.668
mitochondri
P36871 Phosphoglucomutase 11 759.499
015061 Desmuslin 15 891.865
P02567 Myosin heavy chain D (MHC D) 15 763.174
Q04637 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma | 15 869.622
P32119 Peroxiredoxin 2 (Thioredoxin peroxidase 1) 11 887.931
P35016 Endoplasmin  homolog precursor (GRP94 | 17 1.005.316
homolog)
P00735 Prothrombin precursor 10 630.227
P39019 40S ribosomal protein S19 11 774.433
P30101 Protein disulfide isomerase A3 precursor 34 2.900.671
Q07955 Splicing factor_ arginine/serine-rich 1 10 677.146
P16152 Carbony! reductase 12 928.593
Q00341 Vigilin ~ (High density lipoprotein-binding | 15 771.338
protein)
P12268 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 9 517.738
P34062 Proteasome subunit alpha type 6 9 607.714
P24733 Myosin heavy chain-striated muscle 11 518.412
P78406 mRNA-associated protein mrnp 41 (RAE1 |9 537.631
protein homo
P28331 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa | 19 1.194.873
subunit-mitochondrial
Q14974 Importin beta-1 subunit 12 771.035
Q15942 | Zyxin (Zyxin 2) 9 607.748
P04083 Annexin | (Lipocortin 1) (Calpactin 1) 18 1.672.998
P11310 Acyl-CoA dehydrogenase-medium-chain | 11 739.196
specific- mitochondrial
000299 Chloride intracellular channel protein 1 9 683.651
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P22234 Multifunctional protein ADE2 12 737.676
P34574 Probable clathrin heavy chain 12 58.682
P47897 Glutaminyl-tRNA synthetase 11 622.685
P24821 Tenascin precursor (TN) (Hexabrachion) 11 632.829
P04765 Eukaryotic initiation factor 4A-I (elF-4A-I) 19 1.602.955
P31939 Bifunctional purine biosynthesis protein 12 90.655
P14565 Tral protein (DNA helicase 1) 11 440.073
P55265 Double-stranded RNA-specific ~ adenosine | 15 688.224
deaminase
P09058 40S ribosomal protein S8 6 458.135
019048 Poly(rC)-binding  protein 1  (Alpha-CP1) | 13 999.416
(hnRNP-E1)
P27348 14-3-3 protein tau (14-3-3 protein theta) 15 1.321.525
P16070 CD44 antigen precursor (Phagocytic | 10 703.622
glycoprotein 1)
Q12797 Aspartyl/asparaginy! beta-hydroxylase 16 963.418
P13489 Placental ribonuclease inhibitor 8 509.299
013683 Hypothetical 143.0 kDa protein 7 341514
Q15084 Protein disulfide isomerase A6 precursor 15 101.369
P95647 60 kDa chaperonin 2 (Protein Cpn60 2) 7 344.931
075533 Splicing factor 3B subunit 1 18 920.901
P35908 Keratin-type Il cytoskeletal 2 epidermal 15 1.160.089
Q9Y263 Phospholipase A-2-activating protein (PLAP) 6 33.117
Q99460 26S proteasome regulatory subunit S1 6 375.833
Q14259 Enhancer of rudimentary homolog 6 583.072
Q14157 Hypothetical protein KIAA0144 7 375.802
Q99439 Calponin H2_ smooth muscle (Neutral calponin) | 7 465.968
P00938 Triosephosphate isomerase 17 2.173.794
P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein precursor (Fetuin-A) 10 961.285
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P35214 14-3-3 protein gamma (Protein kinase C inhibitor | 17 1.582.721
protein
P08559 Pyruvate dehydrogenase E1 component alpha | 13 788.844
subunit
Q9UHG3 | Prenylcysteine lyase precursor 10 767.105
P19012 Keratin-type | cytoskeletal 15 (Cytokeratin 15) 16 1.288.692
Q63009 Protein arginine N-methyltransferase 1 9 582.834
P30046 D-dopachrome tautomerase 7 464.573
P35287 Ras-related protein Rab-14 10 826.969
Q92355 Hypothetical 192.5 kDa protein C6G9.10C in | 13 638.201
chromos
P04844 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein 6 399.177
glycosy
P27641 ATP-dependent DNA helicase 11-80 kDa subunit | 10 521.701
P20061 Transcobalamin | precursor (TCI) 6 354.856
P12861 Heat shock protein 83 12 913.522
P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 6 654.857
P28838 Cytosol aminopeptidase 7 396.063
P04181 Ornithine  aminotransferase-  mitochondrial | 8 511.647
precursor
P27176 RNA-directed RNA polymerase 9 383.042
P05091 Aldehyde dehydrogenase-mitochondrial | 21 1.614.416
precursor
015142 Actin-like protein 2 (Actin-related protein 2) 8 560.444
P22359 Chaperone protein htpG (Heat shock protein | 7 340.579
htpG)
P27190 DNA primase traC 8 385.848
P58238 Proteasome activator complex subunit 1 8 505.999
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 8 631.017
P29966 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate 9 680.206
P22314 Ubiquitin-activating enzyme E1 (A1S9 protein) 31 2.033.833
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Q16822 Phosphoenolpyruvate carboxykinase- | 9 555.026
mitochondrial protein
P12814 Alpha-actinin 1 42 3.839.268
P05556 Integrin beta-1 precursor 26 1.892.049
pP21912 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron- | 9 609.602
sulfur protein
P23193 Transcription elongation factor S-11 10 650.409
P23152 Splicing factor_ arginine/serine-rich 3 9 569.372
P30043 Flavin reductase 8 548.737
P08237 6-phosphofructokinase-muscle type 8 452.372
P07099 Epoxide hydrolase 1 8 585.997
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 28 1.469.998
P05198 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit | 9 557.168
Q13011 Delta3-5-delta2-4-dienoyl-CoA isomerase- | 8 551.867
mitochondrial
P34955 Alpha-1-antiproteinase precursor 9 546.424
P00387 NADH-cytochrome B5 reductase 7 549.008
P08133 Annexin VI (Lipocortin VI) 24 1.528.736
Q92804 TATA-binding protein associated factor 2N 9 565.931
Q16401 26S proteasome subunit S5B 8 440.739
P21291 Cysteine-rich protein 1 (CRP1) 8 709.717
Q10567 Adapter-related protein complex 1 beta 1 subunit | 25 1.461.259
P23358 60S ribosomal protein L12 7 67.588
P20810 Calpain inhibitor (Calpastatin) 8 42.463
075390 Citrate synthase-mitochondrial precursor 11 832.251
000469 Procollagen-lysine-2-oxoglutarate 5-dioxygenase | 7 450.477
2
P40926 Malate dehydrogenase-mitochondrial precursor 22 2.101.774
Q99798 Aconitate hydratase-mitochondrial precursor 25 1.782.529
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P17987 T-complex protein 1l-alpha subunit (TCP-1- | 21 1.692.351
alpha)
P55084 Trifunctional enzyme beta subunit-mitochondrial | 23 178.805
p
Q9UBR2 | Cathepsin Z precursor 9 706.719
Q14126 Desmoglein 2 precursor (HDGC) 6 308.097
P36189 Fatty acid synthase 8 64.098
P26196 Probable ATP-dependent RNA helicase p54 6 321.107
P37039 NADPH-cytochrome P450 reductase 15 868.636
Q04984 10 kDa heat shock protein-mitochondrial | 13 1.100.314
(Hsp10)
P11177 Pyruvate dehydrogenase E1 component beta | 8 642.358
subunit
P11576 14-3-3 protein eta 12 984.239
060437 Periplakin (195 kDa cornified envelope | 22 1.118.669
precursor)
P42330 Probable trans-1-2-dihydrobenzene-1-2-diol | 12 782.484
dehydro
P43121 Cell surface glycoprotein MUC18 precursor 7 421.288
P14868 Aspartyl-tRNA synthetase 21 1.236.157
P43897 Elongation factor Ts-mitochondrial precursor 5 317.682
P54727 UV excision repair protein RAD23 homolog B 6 462.952
P49189 Aldehyde dehydrogenase-E3 isozyme 9 569.842
P11137 Microtubule-associated protein 2 (MAP 2) | 23 1.383.448
(MAP2B)
P41832 BNI1 protein (Synthetic lethal 39) 14 716.465
P48725 Pericentrin 10 462.785
P14731 Lamin B1 24 1.578.402
Q07590 SAV protein 10 588.565
095573 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3 8 434.221
Q92598 Heat-shock protein 105 kDa 25 1.647.393
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P21675 Transcription initiation factor TFIID 250 kDa | 6 296.247
subunit

P35900 Keratin_ type | cytoskeletal 20 (Cytokeratin 20) | 10 554.318

P26368 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit 6 49.196

P22087 Fibrillarin (34 kDa nucleolar scleroderma | 10 678.193
antigen)

P43490 Pre-B cell enhancing factor precursor 10 830.387

P01024 Complement C3 precursor 10 559.399

P25388 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit | 15 1.351.415

Q04837 Single-stranded DNA-binding protein- | 6 668.713
mitochondrial

013287 6-phosphogluconate dehydrogenase- | 11 574.867
decarboxylating

P56959 RNA-binding protein FUS (Pigpen protein) 10 859.352

P07195 L-lactate dehydrogenase B chain 15 1.348.251

P29358 14-3-3 protein beta/alpha 15 1.370.968

Q92105 Sarcoplasmic/endoplasmic  reticulum calcium | 13 695.685
ATPase

P29692 Elongation factor 1-delta 14 1.140.511

051578 Exodeoxyribonuclease V beta chain 10 541.506

075746 Calcium-binding mitochondrial carrier protein | 13 791.288
Aral

Q92973 Importin beta-2 subunit 6 326.491

P13647 Keratin_ type 1l cytoskeletal 5 (Cytokeratin 5) 24 2.012.982

P11216 Glycogen phosphorylase-brain form 14 820.361

P18754 Regulator of chromosome condensation 10 626.297

P54651 Heat shock cognate 90 kDa protein 12 837.025

P12532 Creatine kinase-ubiquitous mitochondrial | 8 508.087
precurso

P18708 Vesicular-fusion protein NSF 12 622.537

P36542 ATP synthase gamma chain-mitochondrial | 12 861.225

precursor
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P52209 6-phosphogluconate dehydrogenase- | 11 704.432
decarboxylating
P46940 Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 | 27 1.678.854
(P195)
P28072 Proteasome subunit beta type 6 precursor 6 385.135
P29312 14-3-3 protein zeta/delta 17 1.681.137
P05067 Alzheimer's disease amyloid A4 protein | 13 808.467
precursor
043776 Asparaginyl-tRNA synthetase-cytoplasmic 11 762.679
Q10713 Mitochondrial ~ processing peptidase alpha | 8 462.815
subunit
Q14978 Nucleolar phosphoprotein p130 8 444,794
Q15459 Splicing factor 3 subunit 1 12 675.386
P12830 Epithelial-cadherin precursor (E-cadherin) 7 467.216
P48449 Lanosterol synthase 9 575.113
P39027 40S ribosomal protein S15a 9 686.205
Q9HAV7 | GrpE protein homolog 1-mitochondrial precursor | 7 465.622
Q13310 Polyadenylate-binding protein 4 19 1.140.125
P53590 Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-chain- | 9 514.749
mitochondrial
P07226 Tropomyosin-fibroblast non-muscle type 19 1.601.066
P14927 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14 | 6 441.708
kDa pr
P51649 Succinate semialdehyde dehydrogenase- | 10 642.297
mitochondrial
P50402 Emerin 5 318.168
Q9Y678 | Coatomer gamma subunit (Gamma-coat protein) | 11 599.173
Q9H4M9 | EH-domain containing protein 1 (Testilin) | 11 55.87
(hPAST1)
P10668 Cofilin-non-muscle isoform 12 1.180.719
P54819 Adenylate kinase isoenzyme 2- mitochondrial 11 895.129
P13624 Signal recognition particle 54 kDa protein | 9 463.821
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(SRP54)

P46781 40S ribosomal protein S9 6 361.357
P11799 Myosin light chain kinase-smooth muscle 7 357.397
P46405 40S ribosomal protein S12 6 500.218
P79136 F-actin capping protein beta subunit (CAPZ beta) | 8 702.328
P14314 Protein kinase C substrate-80 kDa protein-heavy | 20 1.474.867
P51648 Fatty aldehyde dehydrogenase 8 450.577
042184 Restin (Cytoplasmic linker protein-170) (CLIP- | 17 790.005
170)
P02468 Laminin gamma-1 chain precursor 17 1.039.658
P25120 60S ribosomal protein L8 6 535.133
Q12874 Splicing factor 3A subunit 3 7 36.875
P49755 Transmembrane protein Tmp21 precursor 5 319.646
P50895 Lutheran blood group glycoprotein precursor 6 358.559
P19367 Hexokinase-type | 30 2.366.122
Q9PHZ3 | Chaperone protein htpG (Heat shock protein | 8 527.329
htpG)
P27105 Erythrocyte band 7 integral membrane protein 6 44.278
P27715 Phorbol ester/diacylglycerol-binding protein 4 189.793
P56537 Eukaryotic translation initiation factor 6 (elF-6) 6 462.225
P11055 Myosin heavy chain-fast skeletal muscle- | 25 1.367.522
embryonic
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 15 1.222.876
Q14103 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 12 939.125
014773 Tripeptidyl-peptidase | precursor 6 296.832
P35998 26S protease regulatory subunit 7 (MSS1 | 11 695.048
protein)
015067 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 6 298.975
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 6 370.752
P06737 Glycogen phosphorylase-liver form 12 606.076
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P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 5 431.299
P16394 Heat shock 70 kDa protein 13 1.239.837
P01252 Prothymosin alpha 6 492.011
Q01202 Paramyosin 8 376.873
P07384 Calpain 1-large [catalytic] subunit 14 82.104
P52943 Cysteine-rich protein 2 (CRP2) (ESP1 protein) 6 530.786
P33993 DNA replication licensing factor MCM7 8 431.752
Q00765 Polyposis locus protein 1 (TB2 protein) 5 332.943
Q9Y3E5 | Hypothetical protein CGI-147. 4 317.002
P49609 Aconitate hydratase  mitochondrial precursor 8 48.294
P00403 Cytochrome ¢ oxidase polypeptide 11 6 402.289
P55209 Nucleosome assembly protein 1-like 1 5 445.651
P02578 Actin 1 24 2.140.463
P51148 Ras-related protein Rab-5C (RAB5L) (L1880) 8 583.188
Q14203 Dynactin 1 (150 kDa dynein-associated | 6 287.029
polypeptide)
P53992 Protein transport protein Sec24C 12 707.998
P24534 Elongation factor 1-beta (EF-1-beta) 5 391.282
P21964 Catechol O-methyltransferase-membrane-bound | 5 295.686
form
P10515 Dihydrolipoamide acetyltransferase 11 693.353
P23116 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 30 1.393.532
P20700 Lamin B1 30 2.261.055
P04643 40S ribosomal protein S11 5 344.971
P13861 CAMP-dependent protein kinase type ll-alpha | 6 280.745
regulation
017071 Probable 26S protease regulatory subunit S10B 6 313.332
P43815 Alanyl-tRNA synthetase 13 529.504
Q9WUMS3 | Coronin 1B (Coronin 2) 6 327.666

97




008638 Myosin heavy chain-smooth muscle isoform | 35 2.359.326
(SMMHC).
P11498 Pyruvate carboxylase-mitochondrial precursor 11 63.735
P51968 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 | 11 798.015
homolog
P15170 G1 to S phase transition protein 1 homolog 6 318.922
075439 Mitochondrial processing peptidase beta subunit | 11 710.057
P20290 Transcription factor BTF3 4 353.972
P35978 Kinesin heavy chain 13 67.738
060313 Dynamin-like 120 kDa protein-mitochondrial | 13 645.741
precursor
P25788 Proteasome subunit alpha type 3 10 694.065
P50533 Chromosome assembly protein XCAP-E 5 249.216
P04645 60S ribosomal protein L30 8 628.464
P22307 Nonspecific lipid-transfer protein-mitochondrial | 13 798.795
Q13510 Acid ceramidase precursor 6 343.263
P13662 Nuclear transport factor 2 (NTF-2) 5 470.359
P27595 Hexokinase-type | 27 1.858.054
P09661 U2 small nuclear ribonucleoprotein A 6 350.127
043681 Arsenical pump-driving ATPase 4 255.904
Q99426 Tubulin-specific chaperone B 5 300.649
Q92743 Serine protease HTRAL precursor 6 36.602
P17220 Proteasome subunit alpha type 2 4 271.819
P04720 Elongation factor 1-alpha 1 (EF-1-alpha-1) 25 2.090.146
Q15428 Splicing factor 3A subunit 2 6 345.894
P10587 Myosin heavy chain-gizzard smooth muscle. 33 2.091.027
014408 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase 6 277.271
P53999 Activated RNA polymerase |1 transcriptional 11 945.405
Q14566 DNA replication licensing factor MCM®6 13 746.946
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Q04760 Lactoylglutathione lyase 5 372.715
P09960 Leukotriene A-4 hydrolase 6 347.667
P05387 60S acidic ribosomal protein P2 4 441.971
P11021 78 kDa glucose-regulated protein precursor 34 3.971.828
Q92947 Glutaryl-CoA dehydrogenase-mitochondrial | 4 227.758
precursor
Q64252 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 5 29.619
P08473 Neprilysin 13 860.109
075643 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa | 6 298.521
helicas
P13648 Lamin A 28 2.302.045
Q10947 Hypothetical 139.9 kDa protein B0361.3 in | 8 378.464
chromosom
P34896 Serine hydroxymethyltransferase-cytosolic 5 284.155
P00533 Epidermal growth factor receptor precursor 6 334.857
P13668 Stathmin (Phosphoprotein p19) (pp19) 10 907.508
000151 PDZ and LIM domain protein 1 8 615.106
P00737 Haptoglobin-1 precursor 7 445,743
P09527 Ras-related protein Rab-7 16 1.230.694
P31696 Agrin precursor 9 367.458
P18827 Syndecan-1  precursor (SYND1) (CD138 |5 346.397
antigen)
P52907 F-actin capping protein alpha-1 subunit 7 463.524
P16546 Spectrin alpha chain-brain 7 397.864
Q9KE51 | Chaperone protein htpG (Heat shock protein | 6 375.402
htpG)
Q28275 Fibronectin (FN) (Fragment) 5 283.605
002192 Heat shock protein 83 (HSP 82) 17 1.446.728
P24724 Heat shock protein 90 (HSP90) 16 1.094.629
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 9 507.855
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Q15436 Protein transport protein Sec23A 9 562.694
P49368 T-complex protein 1-gamma subunit (TCP-1- | 16 1.184.761
gamma)
P35421 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 5 290.671
P08778 Keratin-type | cytoskeletal 47 kDa 9 489.005
P31943 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 17 1.156.517
P33992 DNA replication licensing factor MCM5 4 206.009
P54578 Queuine tRNA-ribosyltransferase 9 591.487
P46869 Kinesin-like protein FLA10 (KHP1 protein) 8 353.217
Q9Y6M9 | NADH-ubiquinone oxidoreductase B22 subunit | 4 229.054
P02722 ADP-ATP carrier protein_ heart isoform T1 17 1.123.758
P50914 60S ribosomal protein L14 (CAG-ISL 7) 5 264.662
084641 Transcription elongation factor 7 292.264
P49256 Vesicular integral-membrane protein VIP36 | 8 437.233
precursor
P36422 Isoleucyl-tRNA synthetase 4 18.726
P21926 CD9 antigen (P24) (Leukocyte antigen MIC3) 4 272.666
P26043 Radixin 16 1.335.663
094826 Mitochondrial precursor proteins import receptor | 16 985.464
P16106 Histone 9 616.479
P00390 Glutathione reductase-mitochondrial precursor 7 385.323
Q13153 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 5 276.736
Q9Z1E9 Golgi apparatus protein 1 precursor 22 1.109.563
P10155 60-kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein 7 30.692
P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 42 4.237.134
Q9Y5S9 | RNA-binding protein 8 4 25.361
Q9UG63 | ATP-binding cassette-sub-family F-member 2 7 418.217
P13135 Calcium-dependent protease-small subunit 7 45.824
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P12845 Myosin heavy chain C (MHC C) 9 425.425
P09010 Lamin L 18 1.175.878
P52709 Probable threonyl-tRNA synthetase-cytoplasmic | 9 470.296
P46664 Adenylosuccinate synthetase-non-muscle | 5 229.379
isozyme
Q15257 Protein phosphatase 2A- regulatory subunit B' 5 246.667
035501 Stress-70 protein-mitochondrial precursor 45 4.034.481
Q14956 Putative transmembrane protein NMB precursor | 5 251.032
Q15181 Inorganic pyrophosphatase 7 515.861
P38646 Stress-70 protein-mitochondrial precursor 45 4.261.665
P53675 Clathrin heavy chain 2 (CLH-22) 18 1.279.655
Q9WY22 | Primosomal protein N' (Replication factor Y) 6 33.057
Q01844 RNA-binding protein EWS 10 670.642
P37399 ATP  synthase beta  chain-mitochondrial | 7 535.655
precursor
Q9BXP5 | Arsenite-resistance protein 2 9 479.371
P51572 B-cell receptor-associated protein 31 7 450.875
P05165 Propionyl-CoA  carboxylase alpha chain- | 7 358.236
mitochondrial
P55327 Tumor protein D52 (N8 protein) 7 476.508
P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase precursor 7 443.353
P28894 Fumarate hydratase C 5 301.072
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2 (EF-1-alpha-2) 17 1.549.018
P46150 Moesin/ezrin/radixin homolog (D17 protein) 9 495,729
015320 Meningioma-expressed antigen 6/11 5 238.382
P24789 Vimentins 1 and 2 20 1.428.304
Q60301 Hypothetical protein MJECS02 9 471.965
P17140 Collagen alpha 2(1V) chain precursor 9 406.253
015144 ARP2/3 complex 34 kDa subunit (P34-ARC) 5 293.098
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P46561 Probable ATP synthase beta chain-mitochondrial | 15 1.189.096
P40340 TAT-binding homolog 7 7 346.898
P16475 Myosin light chain alkali-non-muscle isoform 8 737.869
P15690 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa | 15 1.019.694
subunit-mitochondrial
P14618 Pyruvate kinase-M1 isozyme 39 3.824.325
P48643 T-complex protein 1-epsilon subunit 15 99.595
075531 Barrier-to-autointegration factor 4 283.044
P30040 Endoplasmic reticulum protein ERp29 precursor | 10 813.013
P40227 T-complex protein 1-zeta subunit (TCP-1-zeta) 15 1.065.566
P49736 DNA replication licensing factor MCM2 10 551.493
Q92524 26S protease regulatory subunit S10B 7 43.697
P27708 CAD protein 15 834.202
075367 Core histone macro-H2A.1 (Histone | 4 243.844
macroH2A1)
P16989 DNA-binding protein A 9 583.029
P27695 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase 10 846.625
P30837 Aldehyde  dehydrogenase  X-mitochondrial | 10 677.027
precursor
P54996 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 7 396.133
Q60649 SKD3 protein 5 237.205
P34537 Hypothetical 97.1 kDa protein R05D3.4 in | 7 397.351
chromosom
015372 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 8 433.525
Q05866 78 kDa glucose-regulated protein homolog | 6 346.071
precursor
P43331 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 4 286.589
P36290 Genome polyprotein 6 289.722
P47583 DNA-directed RNA polymerase beta chain 7 340.791
P10619 Lysosomal protective protein precursor 7 393.826
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P17545 DNA-directed RNA polymerase Il largest | 11 507.005
subunit
P47813 Eukaryotic translation initiation factor 1A 4 254.991
P25375 Saccharolysin 7 331.823
095816 BAG-family molecular chaperone regulator-2 4 235.347
P49753 Peroxisomal  acyl-coenzyme A  thioester | 4 219.847
hydrolase 2
P43686 26S protease regulatory subunit 6B 4 230.136
P23131 60S ribosomal protein L23 (L17) 4 306.311
P53451 T-complex protein 1_ delta subunit (TCP-1- | 10 550.559
delta)
P47985 Ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur | 8 550.265
subunit
P70288 Histone deacetylase 2 (HD2) (YY1 transcription | 8 54.684
factor
043399 Tumor protein D54 8 669.809
P20951 RNA replication protein (176 kDa protein) 6 232.922
Q9BPWS8 | NipSnapl protein 7 406.639
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein | 10 748.316
(PEBP)
Q99613 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 7 398.299
Q01581 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase- | 7 444.001
cytoplasmic
Q08170 Splicing factor- arginine/serine-rich 4 9 503.502
Q14839 Chromodomain helicase-DNA-binding protein4 | 9 407.669
P12576 RNA polymerase beta subunit 8 364.478
Q99KV1 | DnalJ homolog subfamily B member 11 precursor | 6 324.053
QOUUE2 | Protein csx2 4 159.974
P17922 Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain 3 140.779
P52758 14.5 kDa translational inhibitor protein 4 294.999
P17077 60S ribosomal protein L9 4 295.386
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P08515 Glutathione S-transferase 26 kDa 4 248.742

P49649 Preprotein translocase secA subunit 7 342.242

P45973 Chromobox protein homolog 5 4 177.895

Q07812 Apoptosis regulator BAX-membrane isoform | 4 281.559
alpha

P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase- | 9 671.041
mitochondrial

P11387 DNA topoisomerase | 8 432.008

P17080 GTP-binding nuclear protein RAN (TC4) (Ran | 11 91.354
GTPase)

Q99615 DnaJ homolog subfamily C member 7 4 188.632

P34455 Probable aconitate  hydratase-mitochondrial | 8 374.802
precur

Q15691 Microtubule-associated protein RP/EB family | 9 634.652
member

QoY277 Volta_ge—dependent anion-selective  channel | 11 776.618
protein

P23229 Integrin alpha-6 precursor (VLA-6) 11 554,984

P45878 FK506-binding protein precursor (FKBP-13) 4 258.279

Q15654 Thyroid receptor interacting protein 6 3 162.039

P29398 DNA-directed RNA polymerase beta chain 4 193.612

P37880 Arginyl-tRNA synthetase 10 538.661

Q92376 Kinesin-like protein 1 6 345.308

P12004 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) | 12 881.201
(Cyclin)

P32391 Actin-like protein 3 (Actin-related protein 3) 11 817.322

P30044 Putative peroxisomal antioxidant enzyme (PLP) 6 507.126

P45357 Heme/hemopexin utilization protein C precursor | 4 136.281

P38205 Putative methyltransferase NCL1 7 366.611

P46060 Ran-GTPase activating protein 1 8 425.519

Q13630 GDP-fucose synthetase 6 329.689

104




Q13247 Splicing factor-arginine/serine-rich 6 9 463.739
P80724 Brain acid soluble protein 1 (BASP1 protein) 6 391.781
Q15437 Protein transport protein Sec23B 4 221.907
P43330 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 6 411.671
067125 DNA polymerase Il alpha subunit 8 379.844
P34991 Cyclin A/CDK?2-associated protein p19 5 339.822
P04062 Glucosylceramidase precursor 8 469.331
043396 Thioredoxin-like protein 4 256.254
035156 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1 | 4 227.715
P05712 Ras-related protein Rab-2 8 564.097
P51375 Ferredoxin-dependent glutamate synthase 4 178.943
Q13347 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | 4 198.014
Q24368 Iswi protein (Imitation swi protein) 7 374.166
P40457 Hypothetical 195.1 kDa protein in DNA43-UBI1 | 6 28.549
inter
P13693 Translationally controlled tumor protein (TCTP) | 4 340.605
P17931 Galectin-3 (Galactose-specific lectin 3) 6 353.569
075380 NADH-ubiquinone oxidoreductase 13 kDa-A | 4 261.089
subunit
Q06968 Flagellin 4 18.89
Q9UZC8 | DNA double-strand break repair rad50 ATPase 6 246.836
P52434 DNA-directed RNA polymerases I-11-and 111 4 225.211
P10486 Type | restriction enzyme EcoR12411 R protein 8 383.911
Q16629 Splicing factor-arginine/serine-rich 7 8 58.514
060361 Putative nucleoside diphosphate kinase 10 728.242
Q9PB05 | Chaperone protein dnaK (Heat shock protein 70) | 7 606.881
Q9EQBY9 | Zinc finger protein ZNF287 4 247.491
Q08046 Elongation factor 1-alpha 6 360.674
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Q00796 Sorbitol dehydrogenase 4 225.128
P53007 Tricarboxylate transport protein-mitochondrial | 8 607.573
protein
P55145 Arginine-rich protein 9 495.451
Q13442 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein 4 254.786
043278 Kunitz-type protease inhibitor 1 precursor 4 196.426
P33991 DNA replication licensing factor MCM4 9 522.336
Q13428 Treacle protein 7 399.848
P56836 Chaperone protein dnaK (Heat shock protein 70) | 7 36.493
Q15293 Reticulocalbin 1 precursor 9 692.607
P21189 DNA polymerase Il 6 231.441
P49020 Cop-coated vesicle membrane protein p24 | 4 26.017
precursor
P12035 Keratin_ type Il cytoskeletal 3 (Cytokeratin 3) 9 762.783
Q10701 Probable helicase hel Y 7 290.923
Q45388 TEX protein 4 160.096
P23786 Carnitine O-palmitoyltransferase -7 331.641
mitochondrial
000217 NADH-ubiquinone oxidoreductase 23 kDa | 7 426.718
subunit
P46776 60S ribosomal protein L27A 4 265.966
P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 10 780.825
050288 ATP synthase alpha chain 8 603.307
Q28177 Phakinin (Beaded filament structural protein 2) 4 192.281
Q38676 Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A | 7 330.857
isoform
Q9WZF8 | Trigger factor (TF) 4 184.995
Q92597 NDRG1 protein 4 190.635
P43588 Proteasome regulatory subunit RPN11 (MPR1 | 7 334.497
protein)
P35658 Nuclear pore complex protein Nup214 4 197.742
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PA7547 Chaperone protein dnaK (Heat shock protein 70) | 9 560.497
QoUll2 ATPase inhibitor-mitochondrial precursor 7 397.618
P27730 Calpain 4 180.534
P17980 26S protease regulatory subunit 6A 8 401.752
P50897 Palmitoyl-protein thioesterase precursor 7 465.431
P70859 Flagellar hook-associated protein 1 (HAP1) 4 18.852
P56192 Methionyl-tRNA synthetase 4 211.838
070736 DNA polymerase 4 19.61
067762 DNA-directed RNA polymerase beta chain 8 361.322
P18031 Protein-tyrosine phosphatase-non-receptor type 1 | 10 59.919
P55735 SEC13-related protein 6 369.522
Q99805 Transmembrane 9 superfamily protein member 2 | 4 209.618
precursor
Q12263 Serine/threonine-protein kinase GIN4 4 129.076
Q9NZB2 | Protein C9orf10 4 192.884
067323 Alanyl-tRNA synthetase 8 290.337
QINR30 | Nucleolar RNA helicase Il 8 493.077
P05314 Ferredoxin--nitrite reductase-chloroplast | 3 142.756
precursor
097680 | Thioredoxin 3 317.847
P42655 14-3-3 protein epsilon 15 1.337.966
Q94738 97 kDa heat shock protein (Heat shock protein | 3 206.532
110)
Q9KACO | DNA mismatch repair protein mutS 5 237.877
QI9YAG3 | Seryl-tRNA synthetase 5 223.953
Q28115 Glial fibrillary acidic protein-astrocyte (GFAP) 14 821.767
P48673 Vimentin beta 15 1.153.937
P00366 Glutamate dehydrogenase 23 2.187.087
P40261 Nicotinamide N-methyltransferase 3 208.821
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043684 Mitotic checkpoint protein BUB3 5 303.045
095239 Chromosome-associated kinesin KIF4A 5 21.911
Q06193 Elongation factor 2 (EF-2) 5 276.732
Q08156 Mast/stem cell growth factor receptor precursor 5 218.232
P12749 60S ribosomal protein L26 5 319.447
P48735 Isocitrate dehydrogenase [NADP]-mitochondrial | 22 1.712.073
precursor
P41753 Heat shock 70 kDa protein 15 1.173.116
Q03184 Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] 5 25.611
Q00688 Rapamycin-selective 25 kDa immunophilin | 5 245.662
(FKBP25)
000571 DEAD-box protein 3 (Helicase-like protein 2) 22 1.447.931
P02827 Heat shock 70 kDa protein (HSP70) 15 1.397.704
P02651 Apolipoprotein A-1V precursor (Apo-AlV) 5 253.329
P97372 Proteasome activator complex subunit 2 5 302.833
P35239 Ras-related protein Rab-5B 5 352.645
P23514 Coatomer beta subunit (Beta-coat protein) 6 359.377
P16919 RhsD protein precursor 3 122.817
P23225 Ferredoxin-dependent glutamate 6 312.713
095793 Double-stranded RNA-binding protein Staufen | 6 344.349
homolog
Q45477 Isoleucyl-tRNA synthetase 6 253.294
P08106 Heat shock 70 kDa protein (HSP70) 26 2.522.103
Q01233 Heat shock 70 kDa protein (HSP70) 13 121.736
P40112 Proteasome subunit beta type 3 6 413.517
023627 Glycyl-tRNA synthetase 6 300.857
Q63120 Canalicular ~ multispecific ~ organic  anion | 3 145.778
transporte
P49006 MARCKS-related protein 3 199.791

108




075306 NADH-ubiquinone oxidoreductase 49 kDa | 6 346.558
subunit-mitochondrial
P09874 Poly [ADP-ribose] polymerase-1 22 1.308.551
P16525 DNA replication terminus site-binding protein 3 147.575
P17655 Calpain 2-large [catalytic] subunit precursor 6 417.084
P48819 Vitronectin precursor (Serum spreading factor) 3 134.456
pP21872 Trifunctional ~ purine  biosynthetic ~ protein | 6 33.302
adenosin
015173 Membrane associated progesterone receptor | 6 324.386
componen
PO7741 Adenine phosphoribosyltransferase 4 239.935
P09203 Tubulin beta-1 chain 26 2.480.906
P05179 Cytochrome P450 2C7 3 155.305
P23284 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B precursor 15 1.400.003
P21266 Glutathione S-transferase Mu 3 3 176.893
P31691 ADP_ATP carrier protein-mitochondrial | 5 29.942
precursor
P31350 Ribonucleoside-diphosphate reductase M2 chain | 6 312.151
P12429 Annexin 11 (Lipocortin I11) 5 325.384
P13538 Myosin heavy chain-skeletal muscle-adult 22 1.237.811
060841 Translation initiation factor I1F-2 5 283.441
P00568 Adenylate kinase isoenzyme 1 5 310.847
015027 Hypothetical protein KIAA0310 5 283.491
Q03247 Apolipoprotein E precursor (Apo-E) 3 157.188
005069 Mu-like prophage FIuMu transposase A 5 135.363
P14732 Lamin B2 19 1.118.197
P78332 RNA-binding protein 6 (RNA binding motif | 5 210.593
protein 6
061998 Heat shock protein 90 17 1.456.007
P20004 Aconitate hydratase-mitochondrial precursor 19 1.168.456
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P97379 Ras-GTPase-activating protein binding protein 2 | 6 44.107
P16422 Tumor-associated calcium signal transducer 1 | 3 213.571
precursor
P20357 Microtubule-associated protein 2 (MAP 2) 19 1.100.409
P22059 Oxysterol-binding protein 1 5 269.952
Q27954 | Coatomer alpha subunit (Alpha-coat protein) 18 972.064
Q07021 Complement component 1-Q subcomponent | 6 422.401
binding protein
P35875 Poly [ADP-ribose] polymerase 5 292.389
Q9AJ79 | Antigenic heat-stable 120 kDa protein (PS120) 5 239.994
075340 Programed cell death protein 6 5 323.718
P21910 Lamin L(I1) 18 1.167.854
P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP]-mitochondrial | 18 1.375.431
precursor
P09622 Dihydrolipoamide dehydrogenase-mitochondrial | 18 1.283.383
precursor
QAJLV1 BAG-family molecular chaperone regulator-3 6 317.592
Q9H1E3 | Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent | 3 11.779
kinase
P20042 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit | 5 292.913
Q97E05 Chaperone protein htpG (Heat shock protein | 6 362.187
htpG)
002494 Eukaryotic initiation factor 4A 5 304.876
095197 Reticulon protein 3 4 261.419
P13496 150 kDa dynein-associated polypeptide (DP-150) | 3 150.394
043291 Kunitz-type protease inhibitor 2 precursor 3 26.092
043272 Proline oxidase-mitochondrial precursor 5 221.389
P04155 PS2 protein precursor (HP1.A) 3 238.285
P04264 Keratin_ type Il cytoskeletal 1 (Cytokeratin 1) 16 1.063.167
P53396 ATP-citrate (pro-S-)-lyase 21 145.64
P00505 Aspartate aminotransferase-mitochondrial | 22 1.799.208
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precursor

P08239 Guanine nucleotide-binding protein G(O)-alpha | 6 282.233
subunit
P36066 Hypothetical 54.4 kDa protein 3 132.185
Q60432 150 kDa oxygen-regulated protein precursor 22 1.668.885
P05141 ADP-ATP carrier protein-fibroblast isoform 16 1.334.881
P23456 RNA-directed RNA polymerase 5 23.892
P09653 Tubulin beta-5 chain (Beta-tubulin class-V) 18 1.607.079
QI9NYKS5 | Mitochondrial 60s ribosomal protein L39 (MRP- | 4 165.308
L39)
Q04695 Keratin_ type | cytoskeletal 17 (Cytokeratin 17) 16 1.378.528
Q99020 | CARG-binding factor-A (CBF-A) 5 472.128
P09467 Fructose-1-6-bisphosphatase 3 204.313
P17075 40S ribosomal protein S20 5 47.752
P50140 Chaperonin  homolog  HSP60-mitochondrial | 12 740.996
precursor
Q13561 Dynactin complex 50 kDa subunit 5 292.531
P21851 Adapter-related protein complex 2 beta 1 subunit | 22 1.271.505
043896 Kinesin-like protein KIF1C 5 24.364
P19028 POL polyprotein 3 148.555
P54812 Transitional endoplasmic reticulum ATPase | 14 868.199
homolog
059787 Signal recognition particle 72 kDa protein | 4 17.48
homolog
P20674 Cytochrome ¢ oxidase polypeptide VA-|7 383.321
mitochondrial
P49257 ERGIC-53 protein precursor 12 695.072
060763 General vesicular transport factor p115 12 697.178
062768 | Thioredoxin reductase 12 919.402
Q04595 PYRBI protein 3 15.095
P18091 Alpha-actinin-sarcomeric 12 713.684
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P09790 IgA-specific serine endopeptidase precursor 6 281.108
096008 Probable mitochondrial import receptor subunit 6 42.416
P05786 Keratin-type 11 cytoskeletal 8 28 2.621.255
043175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 6 416.131
QauUlJ7 GTP:AMP phosphotransferase mitochondrial 12 841.211
Q46323 Excinuclease ABC subunit B 3 145.262
P11638 Quinic acid utilization activator 3 153.604
P48722 Osmotic stress protein 94 12 712.128
Q9Y3F4 | UNR-interacting protein 6 389.306
Q09446 Hypothetical 92.8 kDa protein C04A2.7 in | 3 148.465
chromosom
Q08277 Heat shock protein 82 13 1.084.608
P23004 Ubiqyinol—cytochrome C reductase complex core | 12 850.181
protein
P49915 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] 5 377.321
Q15392 24-dehydrocholesterol reductase precursor 5 289.145
009175 Aminopeptidase B 5 306.576
Q03042 cGMP-dependent protein Kinase-isozyme 1 5 237.667
P48515 Translation initiation factor I1F-2 3 15.018
076041 Nebulette (Actin-binding Z-disk protein) 4 129.047
076743 ATP-dependent RNA helicase glh-4 5 252.587
P50311 Phosphoglycerate kinase 6 314.479
Q15356 Small nuclear ribonucleoprotein F (SnRNP-F) 3 224.436
088487 Dynein intermediate chain 2-cytosolic (DH 1C-2) | 3 158.533
P10909 Clusterin precursor 3 193.187
P00974 Pancreatic trypsin inhibitor precursor 4 330.581
P53634 Dipeptidyl-peptidase | precursor 3 195.966
Q08379 Golgin-95 5 259.742
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P05094 Alpha-actinin 1 42 3.342.104
P40429 60S ribosomal protein L13a 5 291.263
P45253 HemK protein homolog 3 137.698
Q28141 ATP-dependent RNA helicase A 27 1.818.765
008557 NG-NG-dimethylarginine 6 292.774
dimethylaminohydrolase 1
P09543 2'-3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase 3 157.778
Q9ULV4 | Coronin 1C (Coronin 3) (\CRNN4) 6 342.439
P30575 Enolase 1 5 290.977
Q90734 Alpha-actinin 4 36 3.075.293
P48674 Vimentin 12 993.103
P02795 Metallothionein-I1 (MT-I1) 5 527.162
P27635 60S ribosomal protein L10 5 300.614
P51540 Adenosylhomocysteinase 6 425.955
P29353 SHC transforming protein 3 163.588
Q64658 Cytochrome P450 11B2-mitochondrial precursor | 3 149.193
Q60524 Ubiquitin-protein ligase E3 Mdm2 3 156.424
P20340 Ras-related protein Rab-6A 12 781.143
P04412 Epidermal growth factor receptor precursor 3 148.126
000154 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 3 158.808
Q12888 Tumor suppressor p53-binding protein 1 6 328.469
Q13838 Probable ATP-dependent RNA helicase p47 13 902.538
067124 Probable DNA double-strand break repair rad50 | 5 35.653
ATPase
Q01650 Large neutral amino acids transporter small | 4 272.414
subunit
014737 Programed cell death protein 5 (TFAR19 |5 381.863
protein)
P02565 Myosin  heavy chain-fast skeletal muscle- | 26 1.422.273

embryonic
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Q9COAQ | Contactin associated protein-like 4 precursor 7 3 334.503

015382 Branched-chain amino acid aminotransferase- | 5 3 265.387
mitochondrial

P06756 Integrin alpha-V precursor 6 3 299.492

Q57440 3-deoxy-D-manno-octulosonic-acid transferase 3 3 157.115

P17210 Kinesin heavy chain 6 3 270.003

P43061 Argininosuccinate lyase 3 3 135.222

P42024 Alpha-centractin (Centractin) 5 3 304.977

P11476 Ras-related protein  Rab-1A  (YPT1-related | 12 3 913.858
protein)

Q99170 78 kDa glucose-regulated protein homolog | 13 3 953.641
precursor

P25111 40S ribosomal protein S25 5 3 283.992

P30997 Alpha-2 catenin (Alpha N-catenin) 14 3 844.411

Q972765 Preprotein translocase secA subunit 6 3 300.154

EK 2: hsa-miR-185-5p Mimik Uygulanmis BT-474 ve BT-474 Kontrol Gruplarinin

Kiyaslanmasina Ait Proteinlerin isimleri ve Bilgileri

Kimlik Protein P Degeri Kat Degisimi
Q9XHR2 | Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,002858668 | 9,97161255
P11177 Pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit_ 0,00221061 9,66390327
Q14103 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO (hnRNP 6,28563E-05 9,64961412
P23004 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex core prot 0,003249519 9,56709743
P35232 Prohibitin. 0,00593163 9,55408099
P07384 Calpain 1_ large [catalytic] subunit (EC 3.4.22.17 0,005487351 | 9,28999063
Q12263 Serine/threonine-protein kinase GIN4 (EC 2.7.1.-). 0,000670652 9,24290284
075306 NADH-ubiquinone oxidoreductase 49 kDa subunit_ mit 0,000409678 9,0050214
P26038 Moesin (Membrane-organizing extension spike protei 0,000217656 8,82731741
002192 Heat shock protein 83 (HSP 82). 0,005629859 | 8,80208216
P02468 Laminin gamma-1 chain precursor (Laminin B2 chain) 0,009843211 8,76852512
Q97EQ5 Chaperone protein htpG (Heat shock protein htpG) ( 8,69352E-06 8,76360436
P07339 Cathepsin D precursor (EC 3.4.23.5). 2,04218E-06 8,7615748
P49189 Aldehyde dehydrogenase_ E3 isozyme (EC 1.2.1.3) (G 0,000386546 8,75392013
P23786 Carnitine O-palmitoyltransferase I11_ mitochondrial 0,008767994 | 8,66917556
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P05659 Myosin 1l heavy chain_ non muscle. 4,81078E-06 8,63897357
P11055 Myosin heavy chain_ fast skeletal muscle_ embryoni 0,004032692 8,55983918
P15170 G1 to S phase transition protein 1 homolog (GTP-bi 0,000669185 | 8,55408336
P04083 Annexin | (Lipocortin 1) (Calpactin I1) (Chromobin 0,001157162 8,44155432
Q03184 Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-chain_ hydr 0,002649777 8,36782386
Q99KV1 | DnaJ homolog subfamily B member 11 precursor. 0,00046006 8,33648696
P95647 60 kDa chaperonin 2 (Protein Cpn60 2) (groEL prote 0,000263465 8,3321082

P11799 Myosin light chain kinase_ smooth muscle and non-m 8,90152E-05 8,16963222
P02567 Myosin heavy chain D (MHC D). 0,001001509 | 8,08905186
Q01581 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase_ cytoplasmic (E 0,006178467 8,08281074
Q9UTKS | Abnormal long morphology protein 1 (Sp8). 0,000225238 8,03195327
P16106 Histone H3.1 (H3/a) (H3/c) (H3/d) (H3/f) (H3/h) (H 0,00130098 7,99737575
P13928 Annexin A8 (Annexin VIII) (Vascular anticoagulant- 0,015521383 7,95281758
P11586 C-1-tetrahydrofolate synthase_ cytoplasmic (C1-THF 0,002762833 7,85660236
Q12797 Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase (EC 1.14.11. 0,002006979 7,83164532
P40926 Malate dehydrogenase_ mitochondrial precursor (EC 0,001470909 7,81843161
060282 Kinesin heavy chain isoform 5C (Kinesin heavy chai 0,035795929 7,77574946
Q15029 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein compone 0,015081656 7,76803033
P18708 Vesicular-fusion protein NSF (N-ethylmaleimide-sen 8,2438E-05 7,72784781
Q92499 ATP-dependent helicase DDX1 (DEAD-box protein 1) (| 0,000207641 7,65303691
P04792 Heat shock 27 kDa protein (HSP 27) (Stress-respons 0,001380349 7,49687965
Q15155 Protein pM5 precursor. 0,002340248 7,37980986
P11216 Glycogen phosphorylase_ brain form (EC 2.4.1.1). 0,005236953 7,37087846
Q08379 Golgin-95. 3,58032E-05 7,33248744
P08515 Glutathione S-transferase 26 kDa (EC 2.5.1.18) (GS 0,000619262 7,33223854
015372 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,000511625 7,30582368
076743 ATP-dependent RNA helicase glh-4 (Germline helicas 0,031051513 7,2148193

P16475 Myosin light chain alkali_ non-muscle isoform (MLC 0,007135981 7,12756804
Q60432 150 kDa oxygen-regulated protein precursor (Orp150 0,003676573 7,04083682
P20061 Transcobalamin I precursor (TCI) (TC I). 0,002546739 7,02408539
QI9NQC3 | Reticulon 4 (Neurite outgrowth inhibitor) (Nogo pr 0,001302741 6,96759403
075531 Barrier-to-autointegration factor (Breakpoint clus 0,000560871 6,94391894
P31939 Bifunctional purine biosynthesis protein PURH [Inc 0,000251661 6,81361962
Q9WUMS3 | Coronin 1B (Coronin 2). 0,003043752 6,81110726
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A (EC 4.1.2.13) (Mu 3,35292E-05 6,78683538
P40227 T-complex protein 1_ zeta subunit (TCP-1-zeta) (CC 0,001699591 6,74379985
Q9Y617 Phosphoserine aminotransferase (EC 2.6.1.52) (PSAT 0,000205844 6,73479878
P13624 Signal recognition particle 54 kDa protein (SRP54) 0,000414545 6,72958834
Q9UsI6 Myosin type Il heavy chain 1. 0,011095283 6,72030003
P29401 Transketolase (EC 2.2.1.1) (TK). 0,00036565 6,70437068
P04643 40S ribosomal protein S11. 6,80286E-05 6,6858051

P52209 6-phosphogluconate dehydrogenase_ decarboxylating 0,002392903 6,65170177
075643 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicas 0,002250712 6,63983802
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P05198 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 0,000618136 6,59907025
P15690 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit_ mit 0,007413209 6,56079281
P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F (hnRNP F 0,000726828 6,50592267
P21851 Adapter-related protein complex 2 beta 1 subunit ( 0,001083919 6,43537631
P21397 Amine oxidase [flavin-containing] A (EC 1.4.3.4) ( 0,007588899 6,30942094
095433 Protein C14orf3 (Protein HSPC322). 0,003413322 | 6,30566253
Q9BXP5 | Arsenite-resistance protein 2. 0,014814198 6,28690975
Q9Y678 Coatomer gamma subunit (Gamma-coat protein) (Gamma | 0,003806146 6,27228229
023755 Elongation factor 2 (EF-2). 0,000507615 | 6,20161235
P55327 Tumor protein D52 (N8 protein). 1,46686E-05 6,18408053
Q15437 Protein transport protein Sec23B (SEC23-related pr 0,019765707 6,1804963

P48637 Glutathione synthetase (EC 6.3.2.3) (Glutathione s 0,001388191 5,89471627
Q15436 Protein transport protein Sec23A (SEC23-related pr 0,001129659 5,84630089
P21291 Cysteine-rich protein 1 (CRP1) (CRP). 0,001466937 | 5,84492272
P07737 Profilin I. 0,000234176 | 5,78669003
P09467 Fructose-1_6-bisphosphatase (EC 3.1.3.11) (D-fruct 0,000220644 5,77315767
P23456 RNA-directed RNA polymerase (EC 2.7.7.48) (L prote 0,006723329 5,76567383
Q04637 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma ( 0,002950068 5,65897162
P27595 Hexokinase_ type | (EC 2.7.1.1) (HK I) (Brain form 5,04085E-06 5,63029261
P08729 Keratin_ type Il cytoskeletal 7 (Cytokeratin 7) (K 0,000181919 5,56797575
P06733 Alpha enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate 0,000651509 5,28963859
P00938 Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) (TIM). 0,000817012 5,14225092
075694 Nuclear pore complex protein Nup155 (Nucleoporin N 0,002925993 5,08636125
P16991 Nuclease sensitive element binding protein 1 (Y bo 0,001499206 4,98072807
P35978 Kinesin heavy chain. 0,00191969 4,93555568
Q13561 Dynactin complex 50 kDa subunit (50 kDa dynein-ass 0,055428589 4,91960438
P20810 Calpain inhibitor (Calpastatin) (Sperm BS-17 compo 0,016279739 4,91535648
P46405 40S ribosomal protein S12. 0,007995781 | 4,83779447
042184 Restin (Cytoplasmic linker protein-170) (CLIP-170) 0,002742217 4,77313829
P12750 40S ribosomal protein S4_ X isoform (Single copy a 0,000963241 4,47250545
P04406 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase_ liver (E 0,00483937 4,41096769
P20290 Transcription factor BTF3 (RNA polymerase B transc 0,006242249 4,24882062
P49915 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] (EC 6.3.5.2) 0,000857973 4,20042386
P11940 Polyadenylate-binding protein 1 (Poly(A)-binding p 0,015355225 4,02543979
015320 Meningioma-expressed antigen 6/11 (MEA6) (MEA11). 5,74441E-06 3,94372473
Q28275 Fibronectin (FN) (Fragment). 0,015278373 3,8721731

014157 Myosin type Il heavy chain 2. 0,003770479 3,58404441
P05712 Ras-related protein Rab-2. 0,000154677 3,54982889
P17077 60S ribosomal protein L9. 1,75619E-05 3,51031848
P01252 Prothymosin alpha. 0,021803789 3,4796738

050288 ATP synthase alpha chain (EC 3.6.3.14). 0,000246271 | 2,89667205
P12576 RNA polymerase beta subunit (EC 2.7.7.48) (Large s 0,03936131 2,56148723
P46150 Moesin/ezrin/radixin homolog (D17 protein). 0,055371647 2,35620906
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P42655 14-3-3 protein epsilon (Mitochondrial import stimu 0,010666813 1,95281831
035156 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1 (EC 0,024516988 1,94640749
P21964 Catechol O-methyltransferase_ membrane-bound form 0,00502174 1,84500722
P05786 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 (Cytokeratin 8) (C 0,048658388 1,64211074
P28799 Granulins precursor (Acrogranin) [Contains: Paragr 0,029508357 1,44923717
P49736 DNA replication licensing factor MCM2 (Nuclear pro 0,015281525 1,40781076
P70288 Histone deacetylase 2 (HD2) (YY1 transcription fac 0,01863395 0,60129145
P45973 Chromobox protein homolog 5 (Heterochromatin prote 0,00952708 0,59947844
019048 Poly(rC)-binding protein 1 (Alpha-CP1) (hnRNP-E1). 0,002377249 | 0,58984239
P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] (EC 1.15.1.1). 0,002334227 | 0,58883338
000299 Chloride intracellular channel protein 1 (Nuclear 0,001543215 0,58158125
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein (Protei 0,005711402 0,5719297

013683 Hypothetical 143.0 kDa protein C11E3.02C in chromo 7,6095E-09 0,57148687
P49321 Nuclear autoantigenic sperm protein (NASP). 0,013623689 0,57092973
P13639 Elongation factor 2 (EF-2). 0,000745503 | 0,5671795

Q13011 Delta3_5-delta2_4-dienoyl-CoA isomerase_ mitochond 0,000439267 0,56479214
P18754 Regulator of chromosome condensation (Cell cycle r 0,000847907 0,56377059
P52907 F-actin capping protein alpha-1 subunit (CAPZ alph 0,00022726 0,56188526
Q14764 Major vault protein (MVP) (Lung resistance-related 4,05298E-06 0,55424143
P49609 Aconitate hydratase  mitochondrial precursor (EC 4 0,012327715 0,55250953
P00735 Prothrombin precursor (EC 3.4.21.5). 0,006743933 0,5521764

P36066 Hypothetical 54.4 kDa protein in APL2-MYO3 interge 0,005699652 0,5490371

Q13153 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 (EC 2.7.1.-) 0,003678157 0,54242662
P25120 60S ribosomal protein L8. 0,005096617 | 0,54234313
P52943 Cysteine-rich protein 2 (CRP2) (ESP1 protein). 0,000346259 0,54011639
Q01202 Paramyosin. 0,009424179 | 0,53883354
P14618 Pyruvate kinase_ M1 isozyme (EC 2.7.1.40) (Pyruvat 0,003289176 | 0,53492408
P04765 Eukaryotic initiation factor 4A-I (elF-4A-1) (elF4 0,021454026 | 0,52987202
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase (EC 5.3.1.9) (GPI) ( 0,004438157 0,52629746
097680 Thioredoxin. 0,019560682 | 0,52538459
P30575 Enolase 1 (EC 4.2.1.11) (2-phosphoglycerate dehydr 0,004355738 0,5234955

Q04760 Lactoylglutathione lyase (EC 4.4.1.5) (Methylglyox 0,002889739 0,52319682
Q12874 Splicing factor 3A subunit 3 (Spliceosome associat 0,008334436 0,52190153
Q13347 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,032277247 | 0,51433255
P40261 Nicotinamide N-methyltransferase (EC 2.1.1.1). 0,004186977 0,51000048
060437 Periplakin (195 kDa cornified envelope precursor) 0,049354181 0,50809067
P20951 RNA replication protein (176 kDa protein) (ORF 1) 0,001973372 0,50736117
043396 Thioredoxin-like protein (32 kDa thioredoxin-relat 0,000192847 0,5073035

P28894 Fumarate hydratase C (EC 4.2.1.2) (Fumarase C). 4,7928E-05 0,50349595
Q9UBR2 | Cathepsin Z precursor (EC 3.4.22.-) (Cathepsin X) 0,030265325 0,50297518
P13668 Stathmin (Phosphoprotein p19) (pp19) (Oncoprotein 0,007744241 0,49137946
P29692 Elongation factor 1-delta (EF-1-delta) (Antigen NY 0,000640411 0,48979302
Q92804 TATA-binding protein associated factor 2N (RNA-bin 0,011645698 0,48191781
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P04645 60S ribosomal protein L30. 2,26945E-05 0,48084374
Q14157 Hypothetical protein KIAA0144. 0,00064883 0,47831596
P29398 DNA-directed RNA polymerase beta chain (EC 2.7.7.6 0,000337991 | 0,46963482
QI9KE51 Chaperone protein htpG (Heat shock protein htpG) ( 0,008789964 | 0,46635971
P02651 Apolipoprotein A-1V precursor (Apo-AlV). 0,046928393 0,44798385
094826 Mitochondrial precursor proteins import receptor ( 0,050183639 0,44787615
P78406 mRNA-associated protein mrnp 41 (RAE1 protein homo | 0,016011839 0,44342778
P00533 Epidermal growth factor receptor precursor (EC 2.7 0,027066272 0,44297716
P18669 Phosphoglycerate mutase_ brain form (EC 5.4.2.1) ( 0,000130412 0,435884
P41250 Glycyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.14) (Glycine--tRN 0,004606184 | 0,43146507
Q09446 Hypothetical 92.8 kDa protein C04A2.7 in chromosom 0,000255615 0,42326961
P29353 SHC transforming protein. 0,002742837 0,41865827
Q01844 RNA-binding protein EWS (EWS oncogene) (Ewing sarc | 1,24133E-05 0,41482655
Q08046 Elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha) (14 NM fila 0,001315508 0,41156772
015144 ARP2/3 complex 34 kDa subunit (P34-ARC) (Actin-rel 0,000212068 0,41070971
P16989 DNA-binding protein A (Cold shock domain protein A 0,009246949 0,40661114
Q9D952 Envoplakin (p210) (210 kDa cornified envelope prec 0,000133477 0,38884846
P27641 ATP-dependent DNA helicase I1_ 80 kDa subunit (Ku 0,004038758 0,37809857
P23514 Coatomer beta subunit (Beta-coat protein) (Beta-CO 0,045161263 0,3717042
P02769 Serum albumin precursor (Allergen Bos d 6). 0,000248598 0,36380326
P48735 Isocitrate dehydrogenase [NADP]_ mitochondrial pre 0,002610056 0,35441656
P22314 Ubiquitin-activating enzyme E1 (A1S9 protein). 0,051274114 | 0,33615534
P05387 60S acidic ribosomal protein P2. 0,047577677 0,32822197
P12268 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 (EC 1.1.1 0,05368687 0,32456499
Q99170 78 kDa glucose-regulated protein homolog precursor 0,011518996 0,32014859
075746 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aral 0,037026127 0,31876567
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 (EC 2.7.2.3) (Primer rec 0,046095307 0,3136854
Q24368 Iswi protein (Imitation swi protein) (Nucleosome r 0,043568972 0,3099991
Q00341 Vigilin (High density lipoprotein-binding protein) 0,040739145 0,30729464
P12429 Annexin I (Lipocortin 111) (Placental anticoagul 0,035277745 0,30479931
Q64658 Cytochrome P450 11B2_ mitochondrial precursor (EC 0,015982715 0,30408545
P55735 SEC13-related protein. 0,000126203 0,29851977
P12004 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Cyclin) 0,035008147 0,28733922
P53634 Dipeptidyl-peptidase | precursor (EC 3.4.14.1) (DP 0,022373975 0,27455098
Q9ULV4 | Coronin 1C (Coronin 3) (hnCRNN4). 0,00484425 0,27238683
P02827 Heat shock 70 kDa protein (HSP70). 2,94453E-05 0,27162274
P23225 Ferredoxin-dependent glutamate synthase_ chloropla 0,02418557 0,25255624
P40112 Proteasome subunit beta type 3 (EC 3.4.25.1) (Prot 0,023003452 0,24943164
P17922 Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain (EC 6.1.1. 1,98958E-05 0,22753357
P10486 Type | restriction enzyme EcoR124l1 R protein (EC 0,002298706 0,2248677
P10668 Cofilin_ non-muscle isoform. 0,017359306 0,22146919
P19012 Keratin_ type | cytoskeletal 15 (Cytokeratin 15) ( 0,000813676 | 0,20196389
Q01233 Heat shock 70 kDa protein (HSP70). 0,002591778 | 0,19915849
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P31350 Ribonucleoside-diphosphate reductase M2 chain (EC 0,01607926 0,19712148
P36290 Genome polyprotein [Contains: Coat protein VP4 (P1 6,92627E-06 0,18872371
P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase_ mitochondrial 0,000868108 0,18598721
P41753 Heat shock 70 kDa protein. 5,16563E-05 0,18250064
P34455 Probable aconitate hydratase_ mitochondrial precur 0,00660234 0,17791064
P19367 Hexokinase_ type | (EC 2.7.1.1) (HK I) (Brain form 0,000193633 0,13663044
062768 Thioredoxin reductase (EC 1.6.4.5). 0,006982932 | 0,12906352
P48722 Osmotic stress protein 94 (Heat shock 70-related p 0,000623732 0,11248823
043291 Kunitz-type protease inhibitor 2 precursor (Hepato 0,000139927 0,11237406
P49753 Peroxisomal acyl-coenzyme A thioester hydrolase 2 0,000111948 0,10276255
P08727 Keratin_ type | cytoskeletal 19 (Cytokeratin 19) ( 2,37673E-05 0,10199367
P08106 Heat shock 70 kDa protein (HSP70). 0,002779109 | 0,0864551

076041 Nebulette (Actin-binding Z-disk protein). 4,27388E-05 0,07664461
Q14974 Importin beta-1 subunit (Karyopherin beta-1 subuni 0,001118252 0,06551982
P16152 Carbonyl reductase [NADPH] 1 (EC 1.1.1.184) (NADPH | 0,000764241 0,05878634
Q92765 Preprotein translocase secA subunit. 1,78247E-06 0,05141849
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein (PEBP) (N 2,06783E-06 0,03450487

EK 3: Negatif Kontrol Uygulanmigs BT-474 ve BT-474 Kontrol Gruplariin
Kiyaslanmasina Ait Proteinlerin Isimleri ve Bilgileri

Kimlik Protein p Degeri Kat Degisimi
P53992 Protein transport protein Sec24C 0,003148012 | 9,738226285
Q10947 Hypothetical 139.9 kDa protein 0,023134875 | 9,48844565

Q12263 Serine/threonine-protein kinase GIN4 0,003535422 | 9,464360678
P95647 60 kDa chaperonin 2 0,000368481 | 9,270645234
Q9XHR2 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,014211902 | 9,191647638
P40227 T-complex protein 1-zeta subunit 0,011929692 | 8,97150431

Q9CO0A0 Contactin associated protein-like 4 precursor 3,33785E-05 | 8,854186856
P05659 Myosin Il heavy chain-non muscle 0,003157226 | 8,680004663
014737 Programed cell death protein 5 0,003932412 | 8,386258511
P07384 Calpain 1- large [catalytic] subunit 0,030932594 | 8,223184367
pP21851 Adapter-related protein complex 2 beta 1 subunit 0,00021968 8,017590279
P35232 Prohibitin 0,001925524 | 7,987468841
Q99714 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type Il 0,000730817 | 7,827482514
Q01581 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase-cytoplasmic 0,01586431 7,671123742
P18206 Vinculin (Metavinculin) 0,002763371 | 7,65674454

QINQC3 Reticulon 4 0,000991319 | 7,591469148
P15170 G1 to S phase transition protein 1 homolog 0,036453917 | 7,472067322
P04643 40S ribosomal protein S11 0,008040757 | 7,332306517
Q15019 Septin 2 (NEDDS5 protein homolog) 0,000144968 | 7,301473316

119



Q06210 Glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase 0,01388166 7,234830853
Q05944 Heat shock 70 kDa protein 0,023496739 | 7,231953933
P55327 Tumor protein D52 0,042403592 | 7,096524169
Q03042 cGMP-dependent protein kinase- isozyme 1 0,010596267 | 7,068778202
Q15942 Zyxin (Zyxin 2) 0,01276835 7,000714798
P49189 Aldehyde dehydrogenase-E3 isozyme 0,046662573 | 6,94393343

P39027 40S ribosomal protein S15a 0,002982059 | 6,833498323
Q08379 Golgin-95 0,015852479 | 6,664679123
Q92499 ATP-dependent helicase DDX1 0,00299274 6,568093891
P33194 DNA damage binding protein 1 0,000280498 | 6,34925128

075694 Nuclear pore complex protein Nup155 0,000888189 | 6,145410662
P13861 cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha 0,017216729 | 6,098146145
P11586 C-1-tetrahydrofolate synthase-ytoplasmic 0,014797999 | 5,952396433
Q15155 Protein pM5 precursor 0,034190692 | 5,895433466
P40926 Malate dehydrogenase-mitochondrial precursor 0,030960871 | 5,700179136
P00387 NADH-cytochrome B5 reductase 0,007769258 | 5,68990794

P02468 Laminin gamma-1 chain precursor 0,026527426 | 5,604303219
Q29443 Serotransferrin precursor 0,011828104 | 5,542465941
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A 0,000792506 | 5,395357045
Q15029 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein 0,042946581 | 5,378350968
P02567 Myosin heavy chain D 0,018375555 | 5,339871765
Q12931 Heat shock protein 75 kDa-mitochondrial precursor 0,004854576 | 5,332132266
P17980 26S protease regulatory subunit 6A 0,000295969 | 4,69363535

P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 0,038692112 | 4,693065012
P21397 Amine oxidase 0,045780273 | 4,680845379
P45253 HemK protein homolog 0,000500599 | 4,641759797
P17931 Galectin-3 0,03497512 4,565613024
000154 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 0,004359646 | 4,552994084
P09467 Fructose-1-6-bisphosphatase 0,001712414 | 4,302962726
P20290 Transcription factor BTF3 0,019467849 | 4,242987737
P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein precursor 0,044465961 | 4,222015963
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 0,0488622 4,175524622
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 0,002337129 | 4,05172432

Q05639 Elongation factor 1-alpha 2 3,64604E-07 | 3,985807143
095433 Protein C14orf3 (Protein HSPC322) 0,041267652 | 3,93002727

P02795 Metallothionein-11 (MT-I11) 0,022346874 | 3,92306397

P16991 Nuclease sensitive element binding protein 1 0,048610885 | 3,850432228
P58238 Proteasome activator complex subunit 0,041845062 | 3,562698231
P00938 Triosephosphate isomerase 0,011461685 | 3,453798488
P11940 Polyadenylate-binding protein 1 0,018292068 | 3,030114088
015320 Meningioma-expressed antigen 6/11 0,053899055 | 3,02806222

P41653 Hypothetical 244.6 kDa protein ycf2 0,000767398 | 3,005995489
Q08156 Mast/stem cell growth factor receptor precursor 5,33738E-05 | 2,824538069
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P36422 Isoleucyl-tRNA synthetase 0,04577797 2,66465609

014157 Myosin type Il heavy chain 2 0,00418837 2,487486491
P20340 Ras-related protein Rab-6A 0,026344906 | 2,089269693
067323 Alanyl-tRNA synthetase 0,012101375 | 1,841900352
P10486 Type | restriction enzyme EcoR12411 R 0,002779359 | 1,782994811
Q01650 Large neutral amino acids transporter small subunit 0,015047894 | 1,658046485
P12861 Heat shock protein 83 3,93043E-05 | 1,508588085
P12268 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 0,034379757 | 0,60695637

P17220 Proteasome subunit alpha type 2 0,004365846 | 0,598016843
P00974 Pancreatic trypsin inhibitor precursor 0,036612349 | 0,597556935
Q92355 Hypothetical 192.5 kDa protein 0,010321328 | 0,584708822
Q15233 54 kDa nuclear RNA- and DNA-binding protein 0,012423176 | 0,582937549
Q00610 Clathrin heavy chain 1 (CLH-17) 0,000417361 | 0,581033663
P40112 Proteasome subunit beta type 3 0,04623037 0,579517837
Q15428 Splicing factor 3A subunit 2 0,010463997 | 0,577864933
P17987 T-complex protein 1-alpha subunit (TCP-1-alpha) 0,052165587 | 0,575103518
Q60301 Hypothetical protein MJECS02 0,055837769 | 0,570393099
Q90705 Elongation factor 2 (EF-2) 0,002628456 | 0,566092876
Q9KES51 Chaperone protein htpG (Heat shock protein htpG) 0,00554624 0,564400631
P31350 Ribonucleoside-diphosphate reductase M2 chain 0,023900099 | 0,561470333
P13693 Translationally controlled tumor protein (TCTP) 0,007999529 | 0,56118367

P26641 Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) 0,043423409 | 0,5657773374
P25111 40S ribosomal protein S25 0,000973229 | 0,557539883
P00441 Superoxide dismutase 0,003200024 | 0,549428645
P13662 Nuclear transport factor 2 0,043954325 | 0,545440866
Q15393 Splicing factor 3B subunit 3 0,032834801 | 0,545405157
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 0,016634367 | 0,541593815
P48722 Osmotic stress protein 94 0,051212182 | 0,530414874
Q16401 26S proteasome subunit S5B 0,036989853 | 0,526396043
P34932 Heat shock 70 kDa protein 4 0,03872188 0,519464667
Q07812 Apoptosis regulator BAX- membrane isoform alpha 0,041492104 | 0,514629468
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,004930218 | 0,512035903
P54071 Isocitrate dehydrogenase [NADP]- mitochondrial 0,021806556 | 0,511125137
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2 0,019585548 | 0,508647225
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO 0,016406319 | 0,493327373
P52709 Probable threonyl-tRNA synthetase-cytoplasmic 0,042064781 | 0,490537558
Q14126 Desmoglein 2 precursor (HDGC) 0,00592597 0,489876544
P37802 Transgelin 2 (SM22-alpha homolog) 0,028817069 | 0,483357961
P52907 F-actin capping protein alpha-1 subunit 0,024455807 | 0,478884313
P29398 DNA-directed RNA polymerase beta chain 6,00776E-05 | 0,471221711
P14618 Pyruvate kinase_ M1 isozyme 0,007321881 | 0,470653472
P13668 Stathmin (Phosphoprotein p19) 0,014367728 | 0,461676162
P09622 Dihydrolipoamide dehydrogenase- mitochondrial 0,049911246 | 0,459924667
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P26368 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit 3,50389E-05 | 0,443797901
P05387 60S acidic ribosomal protein P2 0,020971861 | 0,441910028
Q92765 Preprotein translocase secA subunit 0,000254452 | 0,432957086
P19338 Nucleolin 0,040611787 | 0,427662007
Q92743 Serine protease HTRAL precursor 0,040759237 | 0,418005066
P54136 Arginyl-tRNA synthetase 0,039435872 | 0,41621756

P48735 Isocitrate dehydrogenase [NADP]- mitochondrial 0,000222963 | 0,400629823
P08106 Heat shock 70 kDa protein (HSP70) 0,042623639 | 0,393198757
P15144 Aminopeptidase N 0,053043927 | 0,389334051
Q9BPWS NipSnap1l protein 0,04604056 0,38029787

P09211 Glutathione S-transferase P 0,043676143 | 0,374100979
P35900 Keratin-type | cytoskeletal 20 0,043401588 | 0,373470444
076041 Nebulette 0,044753892 | 0,372138522
Q14157 Hypothetical protein KIAA0144 0,023425431 | 0,369161352
P37399 ATP synthase beta chain- mitochondrial precursor 0,043743826 | 0,336520897
015144 ARP2/3 complex 34 kDa subunit 0,019260095 | 0,333948821
P25120 60S ribosomal protein L8 0,043637719 | 0,332066627
P41250 Glycyl-tRNA synthetase 0,011903139 | 0,32878495

Q04760 Lactoylglutathione lyase 0,00518727 0,324073298
Q60524 Ubiquitin-protein ligase E3 Mdm2 0,032203671 | 0,323491495
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 0,051403389 | 0,323420145
Q14259 Enhancer of rudimentary homolog 0,031024735 | 0,323370509
015061 Desmusli 0,031457838 | 0,309489275
P13639 Elongation factor 2 0,022836604 | 0,304014339
P53007 Tricarboxylate transport protein-mitochondrial 0,02072974 0,303700997
P24733 Myosin heavy chain-striated muscle 0,035910377 | 0,296766584
000571 DEAD-box protein 3 0,027360527 | 0,289968891
P13538 Myosin heavy chain- skeletal muscle-adult 0,050781005 | 0,288731301
P25388 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit 0,000484915 | 0,288112293
Q9UBR2 Cathepsin Z precursor 0,013083715 | 0,287502819
P40261 Nicotinamide N-methyltransferase 0,03745819 0,287203387
Q14839 Chromodomain helicase-DNA-binding protein 4 0,018532872 | 0,286441615
P05786 Keratin_ type 1l cytoskeletal 8 0,000397655 | 0,282532455
Q15691 Microtubule-associated protein RP/EB family member | 0,045830208 | 0,277523957
Q9PB05 Chaperone protein dnakK 0,045321505 | 0,276325788
P00505 Aspartate aminotransferase-mitochondrial precursor 0,044269648 | 0,273818577
P51968 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 homolog | 0,002213852 | 0,269511876
Q15437 Protein transport protein Sec23B 0,041492974 | 0,266996798
P21613 Kinesin heavy chain 0,02473303 0,263448229
P06756 Integrin alpha-V precursor 0,000150707 | 0,261115532
P49368 T-complex protein 1-gamma subunit 0,038756375 | 0,259959188
P02769 Serum albumin precursor 0,008530699 | 0,254543184
P12532 Creatine kinase-ubiquitous mitochondrial precursor 0,017357734 | 0,251556146
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P23225 Ferredoxin-dependent glutamate synthase 0,030716207 | 0,251095349
Q9JLV1 BAG-family molecular chaperone regulator-3 0,034354659 | 0,247888169
P49915 GMP synthase 0,03211129 0,241326182
015173 Membrane associated progesterone receptor componen | 0,031063129 | 0,238153145
Q14978 Nucleolar phosphoprotein p130 0,009534228 | 0,236245659
P41753 Heat shock 70 kDa protein 0,000197195 | 0,23144392

Q13442 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein 0,02890725 0,231391345
Q01233 Heat shock 70 kDa protein 0,028023683 | 0,228521564
P35658 Nuclear pore complex protein Nup214 0,027714422 | 0,227502705
P00533 Epidermal growth factor receptor precursor 0,027450304 | 0,22662649

p23514 Coatomer beta subunit 0,021358307 | 0,222306926
P30044 Putative peroxisomal antioxidant enzyme 0,026087761 | 0,22201382

Q09446 Hypothetical 92.8 kDa protein C04A2.7 in chromosom | 0,003297131 | 0,21426351

P19367 Hexokinase-type | 0,02040365 0,21320493

P13648 Lamin A 0,006041453 | 0,210597063
P21675 Transcription initiation factor TFIID 250 kDa subunit 0,01427304 0,202467286
P49609 Aconitate hydratase-mitochondrial precursor 0,006435774 | 0,192145302
Q00796 Sorbitol dehydrogenase 0,018200327 | 0,19153689

P30575 Enolase 1 0,017023927 | 0,186280018
P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase-mitochondrial 0,001546331 | 0,18596731

019048 Poly(rC)-binding protein 1 0,009664285 | 0,184907273
P55209 Nucleosome assembly protein 1-like 1 0,016445961 | 0,183610137
Q64658 Cytochrome P450 11B2-mitochondrial precursor 0,001956627 | 0,176495957
Q92804 TATA-binding protein associated factor 2N 0,00758649 0,171950659
P29353 SHC transforming protein 0,013778394 | 0,170427155
P42024 Alpha-centractin 0,013713344 | 0,170085882
P31691 ADP_ATP carrier protein-mitochondrial precursor 0,013499364 | 0,168955893
P47583 DNA-directed RNA polymerase beta chain 0,010941779 | 0,16325977

P47813 Eukaryotic translation initiation factor 1A 8,18666E-05 | 0,15331097

P05094 Alpha-actinin 1 0,008200752 | 0,148918172
P17922 Phenylalanyl-tRNA synthetase beta chain 0,002670334 | 0,147950396
Q08046 Elongation factor 1-alpha 8,28839E-06 | 0,14677438

Q99798 Aconitate hydratase- mitochondrial precursor 0,00246784 0,145551379
050288 ATP synthase alpha chain 0,007637146 | 0,132124227
P46869 Kinesin-like protein FLA10 0,001704628 | 0,127164871
P55735 SEC13-related protein 0,004904989 | 0,108538652
P49649 Preprotein translocase secA subunit 3,12385E-05 | 0,108084557
060716 Catenin delta-1 0,004128739 | 0,107383269
075746 Calcium-binding mitochondrial carrier protein 0,004646881 | 0,105932544
P07954 Fumarate hydratase-mitochondrial precursor 5,34944E-05 | 0,094101188
pP21872 Trifunctional purine biosynthetic protein adenosin 0,003305059 | 0,090762454
094826 Mitochondrial precursor proteins import receptor 0,003299041 | 0,090686903
P19012 Keratin-type | cytoskeletal 15 0,002131469 | 0,084878411
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P17080 GTP-binding nuclear protein RAN 1,62753E-07 | 0,080972201
P13647 Keratin-type Il cytoskeletal 5 0,000347398 | 0,080071931
P05141 ADP-ATP carrier protein- fibroblast isoform 0,002507899 | 0,079954519
Q14974 Importin beta-1 subunit 0,002292911 | 0,077656809
P36290 Genome polyprotein 0,002351253 | 0,077605737
095239 Chromosome-associated kinesin KIF4A 8,75666E-05 | 0,075853328
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 0,000224297 | 0,050965767
P11021 78 kDa glucose-regulated protein precursor 0,000846022 | 0,047991895
Q9H4AM9 EH-domain containing protein 1 0,00055956 0,039374964
P08473 Neprilysin 0,000312447 | 0,029713294
P12429 Annexin 1l 0,000289797 | 0,028647

P27641 ATP-dependent DNA helicase I1- 80 kDa subunit 0,000163392 | 0,021662981

EK 4: hsa-miR-185-5p Mimik Uygulanmis MCF-12A ve MCF-12A Kontrol (besiyeri)

Gruplarin Kiyaslanmasina Ait Proteinlerin Isimleri ve Bilgileri

Kimlik Protein p Degeri Kat
Degisimi

P28072 Proteasome subunit beta type 6 precursor 3,96352E-06 9,66284442
P33992 DNA replication licensing factor MCM5 0,000214428 9,57900926
P05556 Integrin beta-1 precursor 7,52592E-05 8,93141325
P13489 Placental ribonuclease inhibitor 3,88248E-05 8,44385915
059787 Signal recognition particle 72 kDa protein homolog 0,002492647 7,99995184
P05165 Propionyl-CoA carboxylase alpha chain- mitochondri 0,004469363 7,76255442
P18708 Vesicular-fusion protein NSF 2,92831E-06 7,73182874
Q9H4AM9 EH-domain containing protein 1 0,004233923 7,66559615
Q01844 RNA-binding protein EWS 0,000139734 7,4988194
023627 Glycyl-tRNA synthetase 0,004985752 7,41958116
P40227 T-complex protein 1-zeta subunit 0,00010308 7,40050148
P40939 Trifunctional enzyme alpha subunit-mitochondrial 0,002539246 7,3337531
Q9Y3F4 UNR-interacting protein 0,001866202 6,86669441
P30043 Flavin reductase 0,005429972 6,8663446
014157 Myosin type Il heavy chain 2 0,023731767 6,86429243
P79136 F-actin capping protein beta subunit 0,000113469 6,50763815
P33194 DNA damage binding protein 1 0,002075245 6,45271966
060361 Putative nucleoside diphosphate kinase 0,004628648 6,35089535
095433 Protein C14o0rf3 0,001378506 6,29472092
P15559 NAD(P)H dehydrogenase 0,016483352 6,13606824
P36542 ATP synthase gamma chain- mitochondrial precursor 1,62651E-05 6,12815263
Q11102 Hypothetical 131.5 kDa protein 7,61597E-05 6,00986224
pP22234 Multifunctional protein ADE2 0,00028789 5,91882058
P51540 Adenosylhomocysteinase 0,00263713 5,82321283
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P04792 Heat shock 27 kDa protein 0,012198716 5,7655286

P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein 0,007841237 5,62526322
Q10713 Mitochondrial processing peptidase alpha subunit 0,000617283 5,33932631
P15144 Aminopeptidase N 2,52772E-05 5,25902506
042184 Restin 0,017502225 5,04875648
P21291 Cysteine-rich protein 1 0,00192354 5,0009757

P42024 Alpha-centractin 0,053122215 4,8793334

P05179 Cytochrome P450 2C7 0,000287984 4,84968416
P34455 Probable aconitate hydratase-mitochondrial precur 0,052794546 4,69812086
P27595 Hexokinase-type | 0,000763042 4,47209664
P23131 60S ribosomal protein L23 (L17) 0,038197749 4,4359492

P18827 Syndecan-1 precursor (SYND1) 0,001187536 4,28404185
P37802 Transgelin 2 0,006581922 4,10593534
P15121 Aldose reductase 0,008671487 4,01596358
015320 Meningioma-expressed antigen 6/11 0,00073226 3,96141231
P11021 78 kDa glucose-regulated protein precursor 0,01570226 3,94978676
Q13347 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,027274291 3,88556802
P25388 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit 1,12131E-06 3,8645891

P52943 Cysteine-rich protein 2 (CRP2) 0,006686806 3,78578842
P02786 Transferrin receptor protein 1 0,019603579 3,75803225
P24821 Tenascin precursor (TN) (Hexabrachion) 0,002428252 3,73361237
P47583 DNA-directed RNA polymerase beta chain 6,01592E-05 3,71357786
Q92597 NDRG1 protein 5,50905E-05 3,69113689
000154 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase 0,006694123 3,568121728
P29401 Transketolase 0,009676568 3,57805394
P07737 Profilin | 0,012180962 3,5355488

P13662 Nuclear transport factor 2 0,000905684 3,52567632
P20700 Lamin B1 0,047484795 3,4824699

Q9Y678 Coatomer gamma subunit 0,004612119 3,43033025
005069 Mu-like prophage FluMu transposase A 0,003533168 3,4104757

Q01233 Heat shock 70 kDa protein 0,014023939 3,31404466
P00367 Glutamate dehydrogenase 1-mitochondrial precursor 0,006641309 3,30647771
P09203 Tubulin beta-1 chain 0,031465634 3,26039767
P23225 Ferredoxin-dependent glutamate synthase 8,62632E-06 3,2233978

P28331 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit- mit | 0,009165393 3,06324307
P09543 2'-3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase 1,68159E-06 2,99314819
Q99714 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type 11 0,013311794 2,90131466
Q9Y6EM9 NADH-ubiquinone oxidoreductase B22 subunit 0,001611734 2,83007772
084641 Transcription elongation factor greA 0,006604517 2,63455313
Q04637 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 0,016566076 2,62837445
P49368 T-complex protein 1-gamma subunit 0,001430374 2,61950616
P55735 SEC13-related protein 0,003440152 2,56102673
P11498 Pyruvate carboxylase-mitochondrial precursor 0,000111754 2,5378114
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Q16881 Thioredoxin reductase 0,0046833 2,51828653
Q01650 Large neutral amino acids transporter small subunit 0,002098629 2,30304455
Q28177 Phakinin 0,002511781 2,29213271
Q9JLV1 BAG-family molecular chaperone regulator-3 0,047066491 2,25522211
P70288 Histone deacetylase 2 0,031496299 2,24532049
P04406 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase-liver 0,039242315 2,23645987
P24733 Myosin heavy chain- striated muscle 0,001985205 2,22487452
P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase- mitochondrial 0,034657863 2,21094907
P97379 Ras-GTPase-activating protein binding protein 2 0,024843947 2,17233714
P00974 Pancreatic trypsin inhibitor precursor 0,005324655 2,15037065
P52292 Importin alpha-2 subunit 0,004042281 2,10001328
Q14126 Desmoglein 2 precursor (HDGC) 0,002731495 2,08570116
QIKE51 Chaperone protein htpG (Heat shock protein htpG) 0,001777682 2,05644506
P02578 Actin 1 7,52556E-05 2,0013176
088487 Dynein intermediate chain 2_ cytosolic 0,015541161 1,99586153
P38205 Putative methyltransferase NCL1 0,003701421 1,98741467
P51649 Succinate semialdehyde dehydrogenase-mitochondria 6,65799E-08 1,88663009
075367 Core histone macro-H2A.1 0,01884787 1,86340871
067124 Probable DNA double-strand break repair rad50 0,005747481 1,78006875
Q92743 Serine protease HTRAL precursor 0,01567504 1,77469824
097680 Thioredoxin 0,037927543 1,77000067
P39656 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosy 0,004868823 1,76101367
P12763 Alpha-2-HS-glycoprotein precursor 0,000217249 1,73839129
P36290 Genome polyprotein 0,017408637 1,73387723
P49649 Preprotein translocase secA subunit 5,5527E-05 1,71075305
P40429 60S ribosomal protein L13a 0,00847284 1,64821905
P28799 Granulins precursor 0,000206405 1,64264389
P00735 Prothrombin precursor 0,030199611 1,64140967
P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase precursor 0,003066074 1,63737328
P27641 ATP-dependent DNA helicase 11-80 kDa subunit 0,003883743 1,58632717
P11177 Pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit 0,007217093 1,57397476
P05786 Keratin_ type Il cytoskeletal 8 (Cytokeratin 8) 0,004042868 1,57107993
P46869 Kinesin-like protein FLA10 0,055780566 1,56453785
P35613 Basigin precursor 0,002299818 1,56234836
P35658 Nuclear pore complex protein Nup214 0,007409842 1,54537031
P21872 Trifunctional purine biosynthetic protein adenosin 0,000171118 1,49305012
Q9BPWS NipSnapl protein 0,010864821 1,49188121
P21675 Transcription initiation factor TFIID 250 kDa 0,005283046 1,491528
Q29443 Serotransferrin precursor 0,010608 1,45023908
P11055 Myosin heavy chain- fast skeletal muscle- embryonic 0,000465369 1,43106581
Q9KACO DNA mismatch repair protein mutS. 0,002390694 1,42297699
Q12931 Heat shock protein 75 kDa- mitochondrial precursor 0,010570195 1,40085848
P11476 Ras-related protein Rab-1A 0,046737358 0,60704962
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P35998 26S protease regulatory subunit 7 0,009404878 0,60647589
Q07812 Apoptosis regulator BAX- membrane isoform alpha 0,020041297 0,60368216
P26196 Probable ATP-dependent RNA helicase p54 0,002713974 0,60364071
P50533 Chromosome assembly protein XCAP-E 0,033205879 0,60153111
P21266 Glutathione S-transferase Mu 3 0,017038015 0,59587287
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C 0,007400276 0,59570106
P55786 Puromycin-sensitive aminopeptidase 0,008614429 0,5948616

P27708 CAD protein 0,000360752 0,58607787
P13668 Stathmin (Phosphoprotein p19) 0,019165263 0,58494107
P16394 Heat shock 70 kDa protein 0,018655751 0,5836275

PO7741 Adenine phosphoribosyltransferase 0,005364512 0,57712408
Q92598 Heat-shock protein 105 kDa 2,55881E-05 0,5765567

Q14764 Major vault protein 0,053901283 0,57394441
P30046 D-dopachrome tautomerase 0,006724874 0,56886638
P07384 Calpain 1- large [catalytic] subunit 0,016758273 0,56669416
P51858 Hepatoma-derived growth factor (HDGF) 0,012013062 0,56655466
Q9H1E3 Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent 0,016589904 0,56332273
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase 0,002314876 0,55822536
P11940 Polyadenylate-binding protein 1 0,035738134 0,54910435
P46781 40S ribosomal protein S9 0,000444242 0,54794714
P45357 Heme/hemopexin utilization protein C precursor 0,003579499 0,5466267

Q9Y617 Phosphoserine aminotransferase 0,002983552 0,54469871
060841 Translation initiation factor 1F-2 0,026943312 0,54356312
P21399 Iron-responsive element binding protein 1 0,045607122 0,5370268

013287 6-phosphogluconate dehydrogenase-decarboxylating 0,044717658 0,53637063
075874 Isocitrate dehydrogenase 0,0020809 0,53411296
P25120 60S ribosomal protein L8 3,80451E-05 0,51771771
P42655 14-3-3 protein epsilon 0,012681101 0,5114453

Q9Z765 Preprotein translocase secA subunit 2,2837E-05 0,50980604
095816 BAG-family molecular chaperone regulator-2 0,023648263 0,50337883
Q99439 Calponin H2-smooth muscle (Neutral calponin) 0,036126731 0,50050543
075521 Peroxisomal 3-2-trans-enoyl-CoA isomerase 0,000179836 0,49840328
P56959 RNA-binding protein FUS 0,000437519 0,49726808
P46405 40S ribosomal protein S12 0,00143894 0,49412552
Q07590 SAV protein 0,037392389 0,49207922
P18669 Phosphoglycerate mutase-brain form 0,006201571 0,46892516
Q01813 6-phosphofructokinase- type C 8,86661E-05 0,46649742
pP22314 Ubiquitin-activating enzyme E1 0,014482188 0,46318579
060664 Cargo selection protein TIP47 0,011582329 0,45671765
P43243 Matrin 3 0,013008777 0,45172357
Q15019 Septin 2 (NEDD?5 protein homolog) 0,008287318 0,44888991
P17080 GTP-binding nuclear protein RAN 0,00803715 0,44449731
P16152 Carbonyl reductase 3,45766E-05 0,44255203
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P12576 RNA polymerase beta subunit 0,049417367 0,43613218
P00441 Superoxide dismutase 0,00038958 0,43397692
Q04984 10 kDa heat shock protein-mitochondrial 0,029177057 0,43306372
P30101 Protein disulfide isomerase A3 precursor 0,000223303 0,42648077
P22695 Ubiquinol-cytochrome C reductase 0,006852287 0,41773329
P06733 Alpha enolase 4,05128E-06 0,40967109
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2 0,000591236 0,40371077
050288 ATP synthase alpha chain 0,006893949 0,40143986
P54651 Heat shock cognate 90 kDa protein. 0,001755999 0,39227161
P17140 Collagen alpha 2(1V) chain precursor 0,012849838 0,38765016
Q00688 Rapamycin-selective 25 kDa immunophilin 0,001430174 0,38441126
P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 0,013810833 0,37813017
P55060 Importin-alpha re-exporter 0,000486089 0,36677583
P53451 T-complex protein 1-delta subunit 0,049302143 0,36180834
P30041 Antioxidant protein 2 0,000611677 0,35524926
075340 Programed cell death protein 6 1,72192E-05 0,35388633
Q14839 Chromodomain helicase-DNA-binding protein 4 0,041879884 0,349098

P31930 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex core 0,042164414 0,34730527

rotein
000151 EDZ and LIM domain protein 1 0,002865363 0,34548714
Q07021 Complement component 1-Q subcomponent binding 0,007004773 0,34470064
rotein

P00558 Ehosphoglycerate kinase 1 1,04753E-06 0,34280884
pP21107 Tropomyosin 5- cytoskeletal type 0,035026849 0,33346185
Q63120 Canalicular multispecific organic anion transporte 0,007012062 0,32066553
019048 Poly(rC)-binding protein 1 0,043959558 0,30997492
Q92804 TATA-binding protein associated factor 2N 0,053754201 0,30941017
P12861 Heat shock protein 83 4,51377E-05 0,30810542
009175 Aminopeptidase B 0,015829879 0,30636901
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 0,001087072 0,29208037
P05314 Ferredoxin--nitrite reductase- chloroplast precurs 0,045114455 0,29019699
P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 0,05070868 0,28791026
P23116 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,01842963 0,28381136
Q12263 Serine/threonine-protein kinase GIN4 0,007449714 0,28057093
P20290 Transcription factor BTF3 0,046509803 0,27287945
P49411 Elongation factor Tu_ mitochondrial precursor 0,001181224 0,27153919
P48643 T-complex protein 1_ epsilon subunit 0,00156696 0,26908214
Q13838 Probable ATP-dependent RNA helicase p47 0,000527537 0,26530839
P00366 Glutamate dehydrogenase 0,039705185 0,260634

P01024 Complement C3 precursor 0,048376508 0,25908313
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO 0,007484074 0,25590999
035501 Stress-70 protein-mitochondrial precursor 0,028412731 0,25188811
QIUG63 ATP-binding cassette- sub-family F 0,000448752 0,24800529
P32119 Peroxiredoxin 2 0,022122507 0,24627218
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Q13561 Dynactin complex 50 kDa subunit 0,002011336 0,24066992
P13928 Annexin A8 0,001191417 0,23743242
P17931 Galectin-3 0,008264852 0,23618414
P07226 Tropomyosin_ fibroblast non-muscle type 0,004083645 0,23064942
P19012 Keratin_ type | cytoskeletal 15 0,000124251 0,21881085
P09211 Glutathione S-transferase P 0,000847324 0,21187621
P23152 Splicing factor_ arginine/serine-rich 3 0,007163201 0,20982048
P20810 Calpain inhibitor 0,009795136 0,20831618
P21397 Amine oxidase 0,014425843 0,2013033
P27176 RNA-directed RNA polymerase 7,61535E-05 0,18557481
P27105 Erythrocyte band 7 integral membrane protein 0,000496604 0,18547922
P04844 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycosy 0,010017636 0,17659042
P42765 3-ketoacyl-CoA thiolase-mitochondrial 0,027707789 0,17358901
Q92355 Hypothetical 192.5 kDa protein 0,00932171 0,17227318
Q04695 Keratin_ type | cytoskeletal 17 0,004408002 0,1666026
P07099 Epoxide hydrolase 1 0,000789767 0,16351574
014773 Tripeptidyl-peptidase | precursor 0,000191989 0,16021945
000159 Myosin Ic 0,000133288 0,15793638
QINQC3 Reticulon 4 0,002814709 0,15744011
P50416 Carnitine O-palmitoyltransferase I-mitochondrial 0,000805675 0,15616254
P50140 Chaperonin homolog HSP60- mitochondrial precursor 0,005198483 0,15589255
P34955 Alpha-1-antiproteinase precursor 0,001377127 0,15006
P19028 POL polyprotein 0,001064834 0,14925817
043896 Kinesin-like protein KIF1C 0,002236735 0,14206048
P10253 Lysosomal alpha-glucosidase precursor 0,000939547 0,13759888
P45973 Chromobox protein homolog 5 3,52964E-05 0,12588818
P21912 Succinate dehydrogenase 0,003823016 0,12116628
P25375 Saccharolysin 0,003034272 0,11597766
043291 Kunitz-type protease inhibitor 2 precursor 0,000124382 0,11218663
Q99613 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 0,000361743 0,10731459
Q15293 Reticulocalbin 1 precursor 0,010985153 0,06214101
P42330 Probable trans-1-2-dihydrobenzene-1 3,21135E-05 0,06064293
P19367 Hexokinase_ type | 3,48981E-05 0,05013825

EK 5: Negatif Kontrol Uygulanmig MCF-12A ve MCF-12A Kontrol Gruplarinin

Kiyaslanmasina Ait Proteinlerin Isimleri ve Bilgileri

Kimlik Protein p Degeri Kat Degisimi

P48673 Vimentin beta 0,015941684 9,352583565

P05165 Propionyl-CoA carboxylase alpha chain_ 0,004439028 8,911778293
mitochondrial

Q9Y3F4 UNR-interacting protein 0,022758649 6,87106671
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000217 NADH-ubiquinone oxidoreductase 0,026894129 6,171698697
P36542 ATP synthase gamma chain- mitochondrial 0,020161554 5,562914965
precursor
000154 Cytosolic acyl coenzyme A thioester hydrolase | 0,000320289 5,158295339
P02786 Transferrin receptor protein 1 0,002970485 4,273109333
P50311 Phosphoglycerate kinase 0,016431999 4,15964746
P24821 Tenascin precursor 0,05360978 4,070210024
P25388 Guanine nucleotide-binding protein 0,000849741 3,999386844
Q16881 Thioredoxin reductase 0,000422088 3,874471294
P52292 Importin alpha-2 subunit 0,021194706 3,839024861
Q01233 Heat shock 70 kDa protein 0,045281443 3,798840124
P23786 Carnitine O-palmitoyltransferase 11- 0,003377842 3,756613102
mitochondrial
067323 Alanyl-tRNA synthetase 0,049994053 3,636452837
Q01650 Large neutral amino acids transporter small 0,00685803 3,521285302
subunit
070736 DNA polymerase 0,040211278 3,309621088
pP21851 Adapter-related protein complex 2 beta 1 0,032967035 3,233916772
subunit
Q13153 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 0,019125297 2,844096616
P23131 60S ribosomal protein L23 0,000890757 2,822142143
000299 Chloride intracellular channel protein 1 0,000251374 2,642468131
P00491 Purine nucleoside phosphorylase 0,043060888 2,621854252
Q15257 Protein phosphatase 2A-regulatory subunit B’ 0,011287678 2,594775391
P50897 Palmitoyl-protein thioesterase precursor 0,05455968 2,577584638
P34574 Probable clathrin heavy chain 0,007690264 2,49729231
P04843 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein 0,011106206 2,432046982
lycos
P17922 ggenylztlanyl-tRNA synthetase beta chain 0,015617038 2,332589558
P37039 NADPH-cytochrome P450 reductase 0,033546834 2,302033678
P48515 Translation initiation factor IF-2 0,030367271 2,245330131
P17210 Kinesin heavy chain 0,001178078 2,21852821
Q14126 Desmoglein 2 precursor 0,000393785 2,022454363
Q9Y6M9 NADH-ubiquinone oxidoreductase B22 0,016231568 2,003745307
subunit
P08515 Glutathione S-transferase 26 kDa 2,02848E-05 1,807841941
Q02952 A-kinase anchor protein 12 0,010310027 1,796088091
075367 Core histone macro-H2A.1 0,004634701 1,767223365
P48819 Vitronectin precursor 0,004924549 1,753504529
P36189 Fatty acid synthase 0,042000388 1,741469675
P39656 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 0,010802284 1,715511002
lycos
Q15029 %1{3 kga U5 small nuclear ribonucleoprotein 0,036112908 1,694836086
compone
042184 Restin 0,031033524 1,641677325
P35613 Basigin precursor 0,003231604 1,604223905
P47985 Ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur | 0,00314248 1,528654877
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P49006 MARCKS-related protein 0,027240422 1,48412984
Q13310 Polyadenylate-binding protein 4 0,000544432 1,443963814
Q9CO0A0 Contactin associated protein-like 4 precursor 0,03580833 1,420520016
067125 DNA polymerase 11 alpha subunit 0,035701678 1,412999152
Q24368 Iswi protein 0,009017913 1,402735197
P16152 Carbonyl reductase [NADPH] 0,030956277 0,603071851
P31691 ADP-ATP carrier protein-mitochondrial 0,02055016 0,601127706
precursor
P00403 Cytochrome c oxidase polypeptide 11 0,002970304 0,599296024
P00441 Superoxide dismutase 0,005176582 0,593632546
P04406 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase- 0,037330357 0,582212225
liver
P53451 T-complex protein 1-delta subunit 0,042305358 0,562254676
P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 0,031363396 0,559405326
P55060 Importin-alpha re-exporter 0,022592105 0,544524236
062768 Thioredoxin reductase 0,037210507 0,536362703
pP27715 Phorbol ester/diacylglycerol-binding protein 0,000922273 0,536315566
unc-1
Q08156 Mast/stem cell growth factor receptor precursor | 0,033348014 0,515870328
P25375 Saccharolysin 0,038385695 0,514897207
P10809 60 kDa heat shock protein- mitochondrial 0,002388793 0,512935639
precursor
Q15019 Septin 2 0,005457133 0,510936118
013287 6-phosphogluconate dehydrogenase- 0,019321367 0,504251417
decarboxylating
Q13838 Probable ATP-dependent RNA helicase p47 0,002262888 0,502649128
P06744 Glucose-6-phosphate isomerase 0,018631852 0,495376858
060664 Cargo selection protein TIP47 0,010663646 0,492725251
P13668 Stathmin 0,025046083 0,491459332
P22359 Chaperone protein htpG 0,023026451 0,490090931
015382 Branched-chain amino acid aminotransferase- | 0,04721076 0,486687066
mitoch
Q92804 TATA-binding protein associated factor 2N 0,024014005 0,485945948
P11047 Laminin gamma-1 chain precursor 0,002428916 0,485178972
P05659 Myosin Il heavy chain- non muscle 2,2881E-06 0,480228972
P51659 Estradiol 17 beta-dehydrogenase 4 0,027304292 0,474096159
P05141 ADP-ATP carrier protein-fibroblast isoform 0,001882707 0,46988136
P0O7741 Adenine phosphoribosyltransferase 0,032249134 0,455456322
P14866 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 0,00180746 0,447539584
067124 Probable DNA double-strand break repair 0,033863005 0,434824615
P22695 Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 0,000539536 0,434757997
core protein
P34537 Hypothetical 97.1 kDa protein R05D3.4 in 0,010575685 0,432794601
chromosom
Q15356 Small nuclear ribonucleoprotein F 0,041084299 0,423632092
Q07021 Complement component 1 0,035869674 0,419653594
P50140 Chaperonin homolog HSP60-mitochondrial 0,017118663 0,419245895
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precursor

P21397 Amine oxidase 0,00025363 0,41913808
P30101 Protein disulfide isomerase A3 precursor 0,000316181 0,41649827
P09211 Glutathione S-transferase P 0,017394094 0,4076411
QIUG63 ATP-binding cassette-sub-family F- member 2 | 0,033497541 0,406615952
015067 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 0,020374872 0,40275526
P12861 Heat shock protein 83 0,049020435 0,386260673
p78347 General transcription factor 11-1 0,042005979 0,382991485
P32119 Peroxiredoxin 2 0,019622838 0,371071092
P05314 Ferredoxin--nitrite reductase-chloroplast 0,038215596 0,363811653
recurs
Q13423 RIAD(P) transhydrogenase-mitochondrial 0,005397742 0,361697348
precursor
P49649 Preprotein translocase secA subunit 0,035054956 0,360301729
P30041 Antioxidant protein 2 0,050754884 0,355666787
P48735 Isocitrate dehydrogenase 0,012038813 0,332151254
P02769 Serum albumin precursor 0,016838382 0,330846906
P28799 Granulins precursor 0,00922322 0,328929414
Q04695 Keratin-type | cytoskeletal 17 0,049688162 0,324341017
P21872 Trifunctional purine biosynthetic protein 0,005331379 0,321800393
adenosin
P11476 Ras-related protein Rab-1A 0,030828492 0,306325025
P42655 14-3-3 protein epsilon 0,001214673 0,294976311
Q12263 Serine/threonine-protein kinase 0,027302437 0,294662885
Q07590 SAV protein 0,005526125 0,277761395
QouzCs DNA double-strand break repair rad50 ATPase | 0,000931865 0,262212446
075340 Programed cell death protein 6 0,030114396 0,261169101
060437 Periplakin 0,013266774 0,254205332
P34955 Alpha-1-antiproteinase precursor 0,043177859 0,242887786
043684 Mitotic checkpoint protein 0,026340027 0,242805056
P27176 RNA-directed RNA polymerase 0,000118679 0,241325104
P48643 T-complex protein 1-epsilon subunit 0,000648491 0,240719767
Q13561 Dynactin complex 50 kDa subunit 0,002433613 0,238646579
Q14956 Putative transmembrane protein NMB 0,004091169 0,236903203
precursor
P13010 ATP-dependent DNA helicase 11-80 kDa 0,036306682 0,236861131
subunit
P17980 26S protease regulatory subunit 6A 0,011170088 0,231024858
P35875 Poly [ADP-ribose] polymerase 1,63816E-06 0,227946365
Q03184 Succinyl-CoA ligase 0,010274845 0,22717228
P22307 Nonspecific lipid-transfer protein- 0,046864888 0,217010314
mitochondrial
Q99439 Calponin H2-smooth muscle 0,015892739 0,202302644
P19028 POL polyprotein 0,007691186 0,198378154
P09874 Poly [ADP-ribose] polymerase-1 0,009388766 0,194021666
P16525 DNA replication terminus site-binding protein | 0,020698845 0,193242118
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P49411 Elongation factor 6,64636E-05 0,192061529
P29312 14-3-3 protein zeta/delta 0,005482238 0,183263018
P31350 Ribonucleoside-diphosphate reductase M2 0,002463291 0,181114852
P13639 Elongation factor 2 0,004125572 0,176733723
P21912 Succinate dehydrogenase 0,01154137 0,17588766
Q05639 Elongation factor 1-alpha 2 0,002673393 0,171722544
P80724 Brain acid soluble protein 1 0,022379065 0,169223911
Q01581 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase- 0,009417767 0,16620686
cytoplasmic
P41252 Isoleucyl-tRNA synthetase- cytoplasmic 0,00255596 0,154869387
060568 Procollagen-lysine-2-oxoglutarate 5- 0,000149769 0,150503365
dioxygenase 3
P34991 Cyclin A/CDK2-associated protein p19 0,00080003 0,142980132
P04844 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein 0,008547816 0,139796779
lycos
P11586 g-yl-te'zahydrofolate synthase-cytoplasmic 0,000187846 0,135379351
QI9uUsI6 Myosin type Il heavy chain 1 0,006812604 0,132000863
P40925 Malate dehydrogenase-cytoplasmic 0,001008539 0,131026787
P45973 Chromobox protein homolog 5 5,33926E-05 0,11509176
000151 PDZ and LIM domain protein 1 0,000532857 0,102078399
P07099 Epoxide hydrolase 1 0,000142917 0,087944967
075390 Citrate synthase- mitochondrial precursor 0,002106218 0,085952211
P23116 Eukaryotic translation initiation factor 3 0,006571716 0,038968545
subunit
P17075 40S ribosomal protein S20 0,001969824 0,030236998
Q99460 26S proteasome regulatory subunit S1 0,000349715 0,017515664
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EK 6: David Analizi Sonuglari

Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 4.05 ' Value | Benjamini
GOTERM_MF_DIRECT cadherin binding_involved in cell-cell RT — 3 2.2E-5 1.2E-3
adhesion
GOTERM_CC_DIRECT ol ez |zl foreT RT — 8 2.7E-5 1.5E-3
GOTERM_BP_DIRECT cell-cell adhesion RT - & 1.2E-3 1.6E-1
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 2.12 ' Value | Benjamini
GOTERM_EP_DIRECT translational initiation RT — 5 7.3E-4 1.4E-1
UP_KEYWORDS Protein biosynthesis RT - 4 6.0E-3 1.4E-1
UP_KEYWORDS Initiation factor RT - 3 8.8E-3 1.7E-1
GOTERM_MF_DIRECT translation initiation factor activity RT - 3 1.4E-2 3.7E-1
KEGG_PATHWAY RNA transport RT = 4 4.86-2 9.8E-1
Annotation Cluster 3 Enrichment Score: 1.64
GOTERM_CC_DIRECT vesicle RT pr— 7 1.3E-6 1.1E-4
GOTERM_CC_DIRECT focal adhesion RT — 7 6.7E-4 2.2E-2
UP_KEYWORDS Cell projection RT - 4 2.6E-1 8.5E-1
UP_KEYWORDS Bl e RT - 7 8.0E-1 1.0E0
GOTERM_CC_DIRECT plasma membrane RT —— 10 8.38-1 1.0ED
UP_KEYWORDS Membrane RT — 13 9.8E-1 1.0EQ
Annotation Cluster 4 Enrichment Score: 1.09
GOTERM_CC_DIRECT mitochondrion RT — 10 9.5E-3 1.1E-1
UP_SEQ_FEATURE transit peptide:Mitochondrion RT - 4 1.2E-1  1.0E0
UP_KEYWORDS Tl remis RT = 4 1.4E-1  7.4E-1
UP_KEYWORDS Mitochondrion RT - 5 2.9E-1 8.5E-1
Annotation Cluster 5 Enrichment Score: 0.76
UP_KEYWORDS Helicase RT - 3 4.7E-2 4.4E-1
UP_SEQ_FEATURE nuclectide phosphate-binding region:&TF  RT — 6 1.0E-1 1.0EQ
INTERPRO P-loop containing_nucleoside triphosphate RT — 5 3.0E-1 1.0ED
hydrolase
UP_KEYWORDS ATP-binding RT - & 2.5E-1 8.7E-1
UP_KEYWORDS Nudleotide-binding RT — 7 2.7E-1 8.5E-1
GOTERM_MF_DIRECT ATP binding RT - & 4.6E-1 1.0ED
Annotation Cluster 6 Enrichment Score: 0.13
GOTERM_CC_DIRECT extracellular space RT — 7 1.6E-1 7.5E-1
UP_KEYWORDS Disulfide bond RT pr— 3 7.5E-1 1.0ED
GOTERM_CC_DIRECT extracellular region RT - 4 8.3E-1 1.0E0
UP_KEYWORDS Cecreted RT = 4 8.7E-1 1.0EQ
UP_SEQ_FEATURE disulfide bond RT - & 8.7E-1 1.0EQ
UP_SEQ_FEATURE glycosylation site:N-linked (GlcNAc...) RT - 6 9.9E-1 1.0E0
UP_KEYWORDS Glycoprotein RT f— 6 9.9E-1 1.0ED
UP_SEQ_FEATURE signal peptide RT - 4 9.9E-1 1.0EQ
UP_KEYWORDS Signal RT pr— 5 9.9E-1 1.0EO0
Annotation Cluster 7 P_Value | Benjamini
GOTERM_MF_DIRECT DNA binding RT - 6 5.6E-1 1.0EQ
GOTERM_BEP_DIRECT regulation of transcription, DMA-templated RT - 4 8.4E-1 1.0E0
UP_KEYWORDS Transcription regulation RT - 4 9.3E-1 1.0EQ
UP_KEYWORDS Teremmi RT = 4 9.4E-1 1.0EQ
GOTERM_EP_DIRECT transcription, DNA-templated RT B 3 5.86-1 1.0E0
Annctation Cluster 8 Enrichment Score: 0 P_Value | Benjamini
UP_SEQ_FEATURE transmembrane region RT - 3 1.0E0  1.0EQ
UP_KEYWORDS Transmembrane helix RT - 3 1.0E0  1.0EC
UP_KEYWORDS Transmembrane RT - 3 1.0E0  1.0EQ
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INTRODUCTION

Breast cancer is tee most frequent cancer bype inwomen asd
it has the highest mortality rate after lusg cameer. Broast camder
developneent may ke ascociated with some rick foctors such as
age, race, memsparial age, childhcaring age, familiall and genetic
factors, especially mtations in PTEN, p5i3 asd BROALSZ genes
and environmental factors [1]. In addition, estrogen, ome of the
steraid hormoses has been shown 0 be o stimulatory effect
o e prodiferation of cancer cells, although it & mod directly
identified &5 a risk factor for breast cancer development [2].
Gholamrez ef al, also demonstrated that estrogen recepiors are
expressed i the magority of hormome dependent breast cancers
typess [3) Tamdlen e o drog that hes aponistic asd antagonistic
cffects om estropen receplons |5 wsed bormone dependent breast
caieer for therapeutic purpeses 4] Tamoxifen can be applied
to all siages of breast caseer due to ibs anti-estrogenk: effects
of the cell of hreact tssse, In addition to swtketically prodseed
drugs such o tamoxifen, secondary metakodites obtaimed from
different biological organisms are also promisieg os o candidate
pharmateutical agent In the treatment of cancer. Secomdary
meetbolites are eflective on the disease treatment therefore
these compounds cam be wsed with some dregs. Usnic acid, which
& @ lichen secondary metabolite, has some propertics such as
antihacterial, anti-inflammatory, astiviral asd anth proliferative
activithes 5] Besides all of these properties, usniz asid bk also
It 05 o eytobindie ativiy of cameer cell 5,7 Dtwas alm bo
study the determination of antiproliferative effect both ussk: ackd
and amorfen om breast cameer celis.

MATERIALS AND METHODS
Drugs (Tamoxifen and Usnic acid)

Usnic @eid was purchased from Slgma and was prepared in
14 mM M5S0 The stock sobetions were prepared bo 200 M
concemtrathon. In previous studies, Evl:_\'.lht of usmk ackd was
determised as 13.11 M o BCF-T breast cancer cell s i our
laboratory. 1M tassoxifen stock solwtion (Sipma-Aldrich) was
prepared with ethanol and serially dilubed ag 100, B0, 40, 20, 10,
5, 2 1 pgfml in OMESM medium To determine the synergistic
effect of tamoxilen and usele ackd, 1M temodifen stock solution
was serially diluted as 100, B, 40, 20, 10,5, 2, 1 pgfml in EC 50
walue of usnic ackd solution [13.11 pM).

Maintenance of MCF-T Cell Line

Human breast cell line MOF-7 was obbaised from the ATOC
MCF-7 eell line was culbared i DMEM containisg 10% FBS, 2
mM L-ghstamine and 1% penicillin and strepiomyin. Cells were
maintaised at 37°C (5 6 bumidified abmosplens of 5% 00,

Cell viability assay For tamoxifen

BCFT cells [1x10") were seeded in each well of S6well
plate amd incubated overnight. The cells treated varboss doses
of tamscdien (100, 20, 40, 20, 10, 5, 2, 1 gr/ml) for S8k After
48 hours dreg adminkstrations, 20 @l of 5 mgfml MTT reagent
wias @dded imto cack well and inowbated for 4 hoat 37C 100 pl
isopropansl was added imto cach well and the samples were
measured by spectroplotometer al 570 nm. The resalis represent
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Chapter 9 @
A Promising Role of Lichens, Their Y
Secondary Metabolites and miRNAs

on Treatment of Cancer Disease After

Exposure to Carcinogenic Heavy Metals

Vildan Torun, Elif Degerli. and Demet Cansaran-Duman

9.1 Introduction

9.1.1 The Effect of Cancer-Causing Chemicals
on Environment

With the rapid development of industrialization and urbanization in recent years,
pollution has reached very serious levels, and this situation threatens public health.
One of the most dangerous diseases caused by cancer-causing chemicals is cancer.
Cancer-causing chemicals are called substances that cause cancer. Cancer-causing
chemicals include solvents, heavy metals, pesticides. mdicisotopes. carcinogenic
microorganisms, and synthetic derivatives of industrial by-products [1]. Cancer-
causing chemicals do not always canse cancer, but many of cancer-cansing chemi-
cals induce cancer after prolonged and high exposure. The risk of the development
of cancer depends on many factors for people. such as the exposed duration and
infensity of exposure, the person’s genetic profile and how it s exposed, edc. The
International Agency for Research on Cancer (IARC), one of the important sections
of the World Health Organization (WH), has identified cancer-causing potential of
different substances. In the past 50 years, the JARC has defined the cancer-causing
potential of more than WX substances. The TARC has classified the substances that
have the potential of causing cancer into four different groups. These are Group 1,
carcinogenic to humans; Groop 2A, probably carcinogenic to huomans; Group 2B,
possibly carcinogenic to homans; Group 3, unclassifisble &= to carcinogenicity in
humans; and Groop 4, probably not carcinogenic to homans [2]. As an example to
Group 1. the 2,3.7 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin {TCDID) is a class | human car-
cinogen [3] and is shown to couse lymphoma and fibrosarcomas [4]. The
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