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Endoplazmik retikulum (ER), 6karyotik hiicrelerde salgi ve transmembran proteinler gibi kompleks
proteinlerin sentez, katlanma ve translasyon sonrasi modifikasyonlarinda anahtar rol oynayan
onemli bir organeldir. Proteinlerin katlanamamasi veya hatali katlanmasi ile ER’de birikmesi
sonucunda ER stres olusur. ER stres ise, evrimsel olarak korunmus olan ve ‘“katlanmamig protein
cevabi (Unfolded Protein Response, UPR)” adi verilen bir cevabi tetikler. UPR’de PERK, ATF6 ve
IRE1 olmak iizere ii¢ sinyal yolu, hiicrede translasyonu azaltarak ER’de protein birikimini 6nleme,
protein katlama kapasitesini artirmak amaciyla saperon kodlayan genlerin translasyonunu artirma
ve katlanmamug proteinleri ER aracili yikim ile ortadan kaldirma yollar ile stresin giderilmesinde
rol oynar. ER stresin ve UPR’nin obezite, diyabet, nérodejeneratif hastaliklar ve kanserde 6nemli
rol oynadigi bilinmektedir. Bu hastaliklar protein sentezinin anormal diizenlenmesi sonucu
gelistiginden, translasyonel kontroliin molekiiler temellerinin ve mekanizmasinin anlasilmasi son
derece Onemlidir. Yapilacak daha ileri g¢alismalar bu fizyolojik mekanizmalarin tam roliinii
aciklamak i¢in gereklidir ve potansiyel terapiler i¢in yeni yollar saglayacaktir.

ER strese ilk yanit olarak PERK, ER’deki yiikii ve protein katlama talebini azaltmak {izere
translasyon baslangi¢ ti¢lii kompleksi elF2-GTP—tRNAiMet’nin bileseni olan elF2a’y1 Serin 51
bolgesinden fosforile eder ve genel protein sentezini durdurur. N,N'-diariliirelerin protein
sentezinin baglangicin1 kontrol eden PERK/elF2a fosforilasyon kolunu HRI (heme regulated
kinase)’1 aktive etmek sureti ile degistirdigi ve bOylece translasyon baslangi¢ ti¢lii kompleks
bollugunu azalttig1 direkt fonksiyonel genetik ve biyokimyasal ¢aligmalarla gdsterilmis, ancak
global olarak hangi proteinlerin ifadesinde degisiklik meydana getirdigi heniiz arastirilmamisgtir.

Bu ¢alisgmada insan prostat kanser hiicre hatti (PC-3) model olarak kullanilmis, bu hiicrelerin Serin
51 mutant (S51A) ve yaban tiplerinin (WT) anti-kanser aktif (1781) veya inaktif (1527) N,N'-
diariliire bilesiklerle muamele edilmesiyle dort grup olusturulmustur. Anti-kanser aktif bilesigin
PC-3 insan prostat kanseri lizerindeki etkisi altinda yatan molekiiler mekanizmay1 proteomik
acidan inceleyebilmek amaciyla iki boyutlu jel elektroforezi (2DE) ile olusturulan protein profil
haritalarinin karsilagtirmali analizleri gerceklestirilmis ve analizler sonucunda protein ifadesinde en
az iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunan protein spotlarindan Matriks Esliginde
Lazer Iyonlastiricili ve Ugus Zamaniyla Olgiim Yapan (MALDI-TOF) kiitle spektrometresi ile
metabolizma, transkripsiyon, sinyal iletimi, proteoliz ve protein katlanmasi gibi gesitli biyolojik
siiregler ile baglantili 17 protein tanimlanmustir.

2016, 82 sayfa

Anahtar kelimeler: Endoplazmik retikulum stresi, katlanmamis protein cevabi, kanser, diariliire,
proteom, iki boyutlu jel elektroforezi, MALDI-TOF MS.
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Endoplasmic reticulum (ER) is an organelle in eukaryotic cells that plays key role in the synthesis,
folding and post-translational modifications of complex proteins such as secretory and
transmembrane proteins. Accumulation of unfolded or misfolded proteins in the ER cause the ER
stress, which triggers an evolutionarily conserved response, termed the “unfolded protein response
(UPR)”. Three response pathways: IRE1, ATF6 and PERK, relieves ER stress by inducing genes
such as ER chaperones to increase the protein-folding capacity of the ER, up-regulating
components of ER-associated degradation (ERAD) pathway to enhance the clearance of unfolded
proteins, and by inhibiting general protein translation to reduce the demand on the ER. It is known
that ER stress and UPR are important features of a number of human diseases such as metabolic
and neurological diseases, diabetes and cancer. These diseases states result from aberrant regulation
of protein synthesis, so understanding the molecular basis and mechanisms of translational control
is critical and further studies are needed to elucidate the exact role of this physiological mechanism
and to provide new ways for potential therapies.

As first response to ER stress, PERK inhibits general protein translation through phosphorylation
of eukaryotic initiation factor 2 alpha (eIF2a), which is the the component of translation initiation
ternary complex (elF2-GTP-tRNAiMet), on Serine 51 residue to prevent a further increase in
protein-folding demand in the ER. Direct functional-genetic and biochemical evidence
demonstrated that N,N’-diarylureas activate heme-regulated inhibitor kinase, thereby
phosphorylating elF2a and reducing the abundance of the ternary complex, though global changes
in protein expressions remain unknown.

In this study, four groups were used obtained by treating wild type (WT) or Serine 51 mutated
(S51A) human prostate cancer (PC-3) cell lines either with active (1781) or inactive (1527)
diarylurea compounds. Differences in protein expression levels among four groups were
investigated by comparative two-dimensional gel electrophoresis (2DE) analysis. After
comparative analysis, 17 proteins were identified by Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometer from protein spots showing statistically
significant differences in expression whose functions are connected with diverse biological
processes such as metabolism, transcription, signal transduction, proteolysis and protein folding.

2016, 82 pages

Keywords: Endoplasmic reticulum stress, unfolded protein response, cancer, diarylurea, proteome,
two dimensional gel electrophoresis, MALDI-TOF MS.
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1. GIRIS

Endoplazmik Retikulum (ER), biitiin okaryotik hiicrelerde bulunan, hiicre i¢i kalsiyum
konsanstrasyonunu diizenleyen, lipit biyosentezini saglayan, salgi ve membran-iligkili
proteinlerin katlanmasinda ve katlanma hatasi olan proteinlerin yikiminda 6nemli rol
oynayan karmasik yapida bir organeldir (1). Yeni sentezlenmis bir polipeptit zincirinin
biyolojik olarak aktif proteinlere doniisebilmesi i¢in ER’de katlanmasi ve translasyon
sonrasi degisikliklere ugrayarak 6zgiil {i¢ boyutlu yapisin1 kazanmasi gerekmektedir (2).
ER, salgi yolaklarina gonderilecek proteinlerden yalnizca dogru katlanmis olanlarin
golgiye gecisine izin vererek adeta bir “protein kalite kontrol merkezi” olarak gdrev yapar.
Protein sentezinin ER katlama kapasitesini asti§1 ya da sentezlenen proteinlerin 6rnegin
mutasyondan dolayr katlanmaya uygun olmamasi gibi durumlarda katlanamamis veya
hatali katlanmis proteinler ER liimeninde birikerek “Endoplazmik retikulum stresi” ne yol
acarlar. ER stresi ise, evrimsel olarak korunmus olan ve “katlanmamis protein cevabi
(Unfolded Protein Response, UPR)” ad1 verilen bir reaksiyonu tetikler (3). UPR yolaginda
gorevli li¢ transmembran protein; PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum
kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) ve IRE1 (Inositol-requiring protein 1)
translasyonu azaltarak, katlanamamis ya da hatali katlanmig proteinlerin yikimini
saglayarak veya ER’nin proteinleri katlama kapasitesini artirarak, ER homeostazisinin

yeniden saglanmasina transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde yardimc1 olur (4).

ER stresin ve UPR’nin Alzheimer, Parkinson, Huntington hastaligi gibi norodejeneratif
hastaliklarin, obezite, diyabet gibi metabolik hastaliklarin ve pek ¢ok kanser tiiriiniin
olusumunda ve/veya gelisiminde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (5-13). ER stresi ve
UPR fiizerinde yapilacak daha ileri ¢aligmalar bu fizyolojik mekanizmanin tam roliinii
aciklamak i¢in gereklidir ve potansiyel terapiler i¢in yeni yollar saglayacaktir (14). Cogu
normal hiicre aktif stres yanitina girmez ve UPR yolaklar1 bu hiicrelerde pasif bir durumda
kalir. Timor hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki bu fark, UPR’yi hedefleyen

maddelere kanser tedavisinde 6zgiilliik elde etmeleri i¢in bir avantaj saglar (15).

UPR yolaginda ilk yanit, PERK araciligiyla elF2ao (Eukaryotic translation initiation factor
2-alpha)’nin fosforillenmesi ve boylece translasyon baslama hizinin azaltilarak protein

yiikiiniin hafifletilmesidir. Translasyon baslama kaskadindaki anahtar diizenleyici basamak



elF2, GTP (guanozin trifosfat) ve baslatict metiyonin tRNA (tRNAiMet)’den olusan {iglii
komplekstir. elIF2-GTP-tRNAiMet tiglii kompleks 40S ribozomal alt iinite ile baglanir ve
diger baslangi¢ faktorleriyle birlikte 43S O6n-baslangic kompleksini olusturur. GTP’nin
GDP (guanozin difosfat)’ye hidrolizi ve bundan kaynaklanan inorganik fosfat (Pi)’in
kompleksten dislanmasi ile protein sentezi baslar. Ortaya ¢ikan eIF2-GDP kompleksinin
elF2-GTP kompleksine evrilmesi bu baslangi¢ kompleksi i¢in kritiktir ve yeni bir baslama
kompleksi olusumu i¢in zorunludur. Bu evrilme GDP yerinden alinarak oraya GTP
yerlestirilmesi ile mimkiindiir ve bu reaksiyonu elF2 guanin nukleotid degistirici faktor
(guanine nucleotide exchange factor) olan elF2B katalizler. elF2B, bes proteinden olusan
bir enzim kompleksidir ve elF2a’nin Serin 51 amino asidinin fosforilasyonu, elF2B’nin
guanin nukleotid degistirici aktivitesini inhibe ederek t¢lii kompleks olusumunu engeller
(16, 17). Hiicre iginde elF2B’den ¢ok daha fazla eIF2 bulundugu i¢in, ve fosforile olan
elF2a’ nin elF2B’ye olan afinitesi fosforile olmayan elF2a’nin afinitesinden ¢ok daha
fazla oldugu i¢in, kismi elF2a fosforilasyonu bile protein sentezini Onemli Olciide
azaltabilir. Okaryotik hiicrelerde protein sentezinin elF20. fosforilasyonu ile kontrolii
fizyolojik bir zorunluluktur. Nitekim, elF2-GTP-tRNAiMet {iglii kompleksin bollugunun
stirekli bicimde artirilmasi normal hiicreleri dontistliriir ve kanser baslangicina ve bazi
anemilerin siddetine katkida bulunur. elF2’nin asir1 ifadesi ve elF2 kinazlarin inaktive
edici mutasyonlari gesitli kanser tiirlerinde bildirilmistir. Bu nedenle elF2-GTP-tRNAiMet
ticlii kompleksinin miktarini1 degistirecek kimyasal diizenleyiciler (chemical modifiers)
insan hastalik patobiyolojilerindeki rollerinin calisilmasi ve bu kompleksin farmakolojik
tedavi edici amaclar i¢in hedeflenebilir olup olmadiginin belirlenmesi i¢in ¢ok degerli

araclardir (18).

Boyle kimyasallarin tespitinde, biyoloji ve kimya alanlariyla ilgili bilimsel deneyler
icerisinde 6zellikle ilag kesfinde yiiksek verimli tarama (High-throughput screening, HTS)
yontemi siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek verimli tarama, robotik, veri isleme ve kontrol
yazilimi, s1vi tagima cihazlar1 ve hassas dedektorler kullanarak, arastirmacinin milyonlarca
genetik, kimyasal ya da farmakolojik testi hizla yapmasma olanak saglar. Bu siire¢
boyunca, belirli bir biyomolekiiler yolag1 modiile eden aktif bilesiklerin, antikorlarin veya
genlerin hizli bir sekilde belirlenmesi saglanabilir. Bu deneylerin sonuglari, ilag tasarimi ve
belirli bir biyokimyasal siirecin biyolojideki etkilesimini ya da roliinii anlamak igin

baslangi¢ noktalar1 saglar (19). Bu amagla, bu tez ¢alismasinda ikinci danisman olarak
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bulunan B. H. Aktas ve arkadaslar tarafindan, Harvard Tip Fakiiltesi’nde R21AG032546
no’lu NIH (National Institute of Health) projesi kapsaminda kanser tedavisi i¢in entegre
endoplazmik retikulum stres yanitin1 hedefleyen kapsamli bir ¢alisma gergeklestirilmis, ER
stres yanitinin genetik ve kimyasal diizenleyicilerini belirlemek i¢in yiiksek verimli tarama
analizleri kullanilarak tiim genom insan SIRNA ve kiicik kimyasal kiitiiphaneleri
taranmigtir. Bu taramalar sonucunda, protein sentezinin baslangicini kontrol eden
PERK/elF2a fosforilasyon kolunu degistiren, entegre ER stres yaniti i¢in essiz genetik ve
kimyasal diizenleyiciler belirlenmistir. Belirlenen bilesiklerden 6zellikle diariliire sinifinin,
elF2a fosforilasyonunu uyararak translasyon baslangicini engelledigi ve insan kanserinin
ksenogreft modellerinde tiimor biiyiimesini Ortadan kaldirdigi gosterilmis ve verileri

yayinlanmstir (18).

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii ve Harvard Tip Fakiiltesi isbirligi ile
gerceklestirilen bu tez calismasinda ise, daha once genomik ve transkriptomik verileri
yukarida bahsedilen ¢alismalarla elde edilen insan prostat kanser (PC-3) hiicrelerinin Serin
51 mutant (S51A) ve yaban tiplerinin (WT) anti-kanser aktif (1781) veya onun inaktif
analogu (1527) diariliire bilesiklerle muamele edilmesi ile elde edilen dort hiicre grubu
kullanilmistir. Anti-kanser aktif diariliire bilesigin, protein sentezinin baslangicin1 kontrol
eden PERK/elF2a fosforilasyon kolunu HRI (heme regulated kinase)’yi aktive etmek
sureti ile degistirdigi daha 6nce gerceklestirilen direkt fonksiyonel genetik ve biyokimyasal
calismalarla gosterilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda ise bilinen bu etkinin altinda yatan
molekiiler mekanizmayi proteom ebadinda daha detayli inceleyebilmek amaciyla, 2DE
tabanli proteomik analizler gerceklestirilmis ve gruplar arasinda farkli ifade olan proteinler
Matriks Esliginde Lazer Iyonlastiricili ve Ugus Zamaniyla Olgiim Yapan Kiitle Spektrometresi
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry, MALDI-
TOF MS) kullanilarak Peptit Kiitle Parmakizi (Peptide Mass Fingerprinting, PMF) teknigi

ile tamimlanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM

Endoplazmik retikulum, hiicre i¢i kalsiyum deposu olmasi ve sitozolik kalsiyum
sinyallerini ayarlamasinin yaninda, salgi proteinleri ve transmembran proteinlerin sentez,
katlanma, olgunlasma ve hiicre i¢inde islev gosterecekleri bélgeye tasinmasindan sorumlu
membrandz ag yapida bir organeldir (20). Okaryotik bir hiicredeki ana protein katlama
bolgesi ER, ikinci katlama bolgesi ise sitoplazmadir. Basit yapili proteinler sitoplazmada
katlanirken, zar ve salgi proteinleri gibi kompleks proteinler ER’de katlanir. Sitoplazmada
protein katlanmasini diizenleyen bircok prensip ER’de de gecerlidir, ancak ER’deki protein
katlanmas1 pek cok translasyon sonrasi modifikasyonu da igerdiginden sitoplazmadaki
protein katlanmasina gore ¢ok daha komplekstir (21) ve dolayisiyla hata olasiligi daha
yiiksektir. ER, hiicrede yeni sentezlenen proteinlerin dogru sekilde katlanmasini, yanlis bir
katlanma oldu ise diizeltilmesini ve diizeltilemedigi durumlarda yanhis katlanmis
proteinlerin yikima génderilmesini saglayarak hiicrede protein sentezi i¢in adeta bir kalite

kontrol merkezi olarak i gorr.
2.2. ENDOPLAZMIiK RETIKULUMDA PROTEIN KATLANMASI

ER’ye giren yeni sentezlenmis protein N-bagl glikolizasyon, hidroksilasyon, lipidizasyon,
distilfit bag olusumu gibi bir seri modifikasyona ugrar. ER igerisinde bir grup saperon, yeni
sentezlenen proteinin uygun sekilde katlanmasina ve sonrasinda ER’den salinmasina

yardimc1 olur. Bu saperonlar birkag¢ grupta toplanabilir;

% Genel saperonlar: GRP78, GRP94,GRP170

% Lektin saperonlar: Kalneksin ve kalretikiilin

% Klasik olmayan molekiiler saperonlar: HSP47 ve Erp29

¢ Katlayic1 saperonlar: Protein disiilfit izomeraz, Peptidil prolil cis-trans-isomeraz
(PPI), Erp57 (22, 23).

Bu saperon proteinler igerisinde glukoz regiile protein 78 (GRP 78), glukoz regiile protein
94 (GRP94), kalretikiilin (CRT) ve protein disiilfit izomeraz (PDI) en bol bulunan ve en iyi
karakterize edilmis olanlaridir (24).



2.2.1. GLUKOZ REGULE PROTEIN (GRP78)

Is1 sok protein 70 (Heat shock protein 70, HSP70) ailesinin bir iiyesi ve 6nemli ER saperon
proteinlerinden biri olan GRP 78 (diger adiyla binding immunoglobulin protein, BiP) (24),
78 kilodalton (kDa) molekiiler agirliga sahiptir ve glukoz regiile proteinler i¢inde en iyi

tanimlanmis olanidir.

1977 yilinda kesfinden bu yana, GRP78/BiP’in yiiksek miktarda ifadesi meme kanseri,
hepatoseliiler karsinoma ve prostat kanseri gibi ¢esitli kanser timorlerinde gosterilmistir.
On kanitlar, prostat kanseri oranmin ve ilerlemesinin strese neden olan bir dizi faktér ile
iligkili oldugunu gostermektedir (25). ER stresin, dolayisiyla UPR’nin esas diizenleyicisi
olarak bilinen GRP78/BiP’in protein katlanmasi, kalite kontrolii ve yikimi, kalsiyum
baglanmas1 ve apoptozun diizenlenmesi gibi gérevlerinin yaninda embriyolojik gelisimde,

kanser gelisiminde ve ila¢ direncinde rol oynadigi bilinmektedir.
2.2.2. GLUKOZ REGULE PROTEIN 94 (GRP 94)

Is1 sok protein 90 (Heat shock protein 90, HSP90) ailesinin bir {iyesi olan GRP94, 94 kDa
molekiiler agirliga sahip dimerik bir proteindir. Protein katlanmasi, kalite kontrolii ve
yikiminda, apoptozun diizenlenmesinde ve immiinitede antijen sunumunda rol oynadigi

bilinmektedir.
2.2.3. KALNEKSIN VE KALRETIKULIN

Kalneksin (CNX) ve kalretikulin (CRT), glikoproteinlerin kalite kontroliinden sorumlu
lektin saperonlardir. Kalneksin bir transmembran protein, kalretikulin ise onun liimende
dolasan ¢oziliniir homologudur. Kalretikiilin, ER’de yeni sentezlenmis glikoproteinlerin
katlama ve kalite kontroliine yardimci olur (22). Kalneksin de kalretikiilin ile ayni isi
¢oziinilir proteinler i¢in gergeklestirir. ER’de katlanacak olan proteinler glukoz ve mannoz
gruplarinin eklenmesi ile “N-bagimli glikozilasyon” adi verilen bir modifikasyona ugrar.
Bu modifikasyonlar sonucunda katlanacak proteinde kalretikiilin ve kalneksin gibi
saperonlarin baglanabilecegi bir ylizey olusur. Kalneksin ve kalretikiilin, spesifik olarak bu
glikolize olmus proteinlerin katlanmasini tesvik eder, katlanmamis glikoproteinlerdeki
monoglukozillenmis glikanlar ile etkileserek onlar1 dogru katlanma gergeklesene kadar ER

igerisinde tutar (26).



2.2.4. PROTEIN DiSULFIT iZOMERAZ

Endoplazmik retikulumda bol bulunan bir enzim ve saperon protein olan protein disiilfit
izomeraz (PDI), yeni sentezlenmis polipeptitlerde disiilfit bag1 olusumu, protein katlanmasi
ve yeniden diizenlenmesini katalizler (23). Ayrica katlanamayan proteinlerin taninmasinda

ve yikima gonderilmesinde rol oynar.

2.3. ERSTRESI VE KATLANMAMIS PROTEIN CEVABI (UPR)

Proteinler katlanamadiklarinda veya hatali katlandiklarinda ER’den golgiye gonderilemez.
Bu katlanamamis veya hatali katlanmig proteinlerin ER’de birikmesi ile ER homeostazisi
bozulur ve “Endoplazmik retikulum stresi” ad1 verilen bir durum ortaya ¢ikar. ER stresi
ise evrimsel olarak korunmus olan ve “katlanmamis protein cevabi (Unfolded Protein
Response, UPR)” adi verilen bir hiicresel reaksiyonu tetikler. UPR yolaginda iig
transmembran protein; ATF6, IRE1 ve PERK rol oynar (Sekil 2.1). Normal kosullarda,
yani stres olmadigi durumda GRP78/BiP, bir ana diizenleyici olarak davranarir ve her i
UPR sensortii ile dogrudan etkileserek bu sensorleri inaktif formda tutar (24). Katlanmamis
proteinler GRP78/BiP’e baglanmak i¢cin PERK ve IRE1 ile rekabet ettiginden, ER’de
katlanmamis proteinlerin artmasi inaktif BiP/PERK ve BiP/IRE1 hetero-dimerlerinin
bozulmasina, ve onlarin yerine aktif PERK/PERK ve IRE1/IRE1 homodimerlerinin
olugmasina sebep olur. ER stres durumunda her ii¢ UPR sensoriit GRP 78’den ayrilarak
aktive olur ve translasyonu azaltarak, ER’de yerlesik saperonlari kodlayan genlerin
ifadesini artirarak, ER Kkapasitesini genisleterek, ER-iliskili degradasyon (ERAD)

elementlerini aktive ederek mevcut stresi gidermeye calisir (27-29).
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Sekil 2.1. UPR sinyal yollar1

2.3.1. IRE1

Hiicrede stres olmadigi durumda GRP78/BIP ile bagl inaktif halde bulunan IREI, stres
durumunda GRP78/BiP’den ayrilir, oligomerizasyona ve otofosforilasyona ugrayarak
aktive olur. Serin treonin kinaz domaini ve endoniikleaz domainine sahip ¢ift aktiviteli bir
tip | transmembran proteini olan XBP1, GRP78/BiP’den ayrildiginda endoriboniikleaz
aktivitesi ile XBP1’in mRNA’sinda 26 niikleotitlik bir kism1 keserek intronlar1 uzaklastirir.
Geriye kalan 5' ve 3' mRNA pargalar1 birleserek ger¢eve kaymasi sonucu biiyiik 6l¢iide
yeni bir protein olan XBP1s (XBP1 spliced)’yi kodlar. Fonksiyonel bir transkripsiyon
faktori XBP1s, ER saperonlarmin ve protein degradasyonunda gorevli faktorlerin

sentezinde artisa yol agmak sureti ile ER stresi azaltmaya yardime1 olur (29, 30).



2.3.2. ATF6

Stres dis1 durumda GRP78/BIP ile bagli inaktif halde bulunan bir tip Il transmembran
proteini olan ATF6, ER stres durumunda GRP78/BiP tarafindan serbest birakilir ve
ER’den golgiye gecer. Burada yerlesik bir serin proteaz olan bdlge-1 proteaz (site 1
protease, S1P) ve bir metalloproteaz olan bolge-2 proteaz (site 2 protease, S2P) tarafindan
kismi olarak kesilerek 10sin fermuar igeren aktif transkripsiyon faktdr domaini
sitoplazmaya salinir. Serbest haldeki ATF6 hiicre ¢ekirdegine go¢ ederek, UPR’de gorev
alan XBP-1’in ve hiicre ¢ekirdeginde hatali proteinlerin tamirinde goérev alacak
GRP78/BiP, GRP94 ve kalneksin gibi proteinlerin transkripsiyonunu uyarir. Ayrica ATF6,
uzun siireli kronik ER streste CHOP aktivasyonuna neden olarak hiicre apoptozuna da

katkida bulunur (31-33).
2.3.3. PERK

ER limeninde stres algilama domaini ve sitozolde kinaz domaini igeren tip | transmembran
proteini olan PERK (24), hiicre stres altinda degilken GRP78/BIP ile bagl inaktif hetero-
dimerik durumdadir. Stres durumunda GRP78/BiP, PERK’den ayrilir ve katlanmaya
yardimci olmak tizere limene gider. PERK ise otofosforilasyonunu ve aktivasyonunu
saglamak iizere dimerize olur. ER strese ilk yanit olan PERK’in en 6nemli fonksiyonu,
katlanmamis proteinlerin birikmesini onlemek amaci ile yeni proteinlerin sentezinin
azaltilmasidir. PERK, Okaryotik baslama faktorii olan elF20’nin fosforilasyonu ile elF2-
GTP-tRNA translasyon baslama {i¢lii kompleks miktarini azaltir ve bdylece genel protein

sentezini baslangi¢ noktasinda durdurur.

Bilindigi gibi, elF2-GTP-tRNAiMet iglii kompleksinin olusumu translasyon baslama
kaskadindaki ilk kritik adimdir. Translasyonun baglamasi igin, inaktif durumdaki elF2-
GDP kompleksindeki GDP’nin, bir guanin niikleotit degistirici faktor olan elF2B
tarafindan salinip yerine GTP baglanmasi ve bdylece aktif haldeki elF2-GTP kompleksine
doniistiiriilmesi gerekir (20, 34). ER stres, PERK’in protein kinaz aktivitesinin artigina,
dolayisiyla elF2a fosforilasyonuna yol agar. Serin 51 amino asidinden fosforile olan elF2a
(elF2a-P), elF2B’ye yiiksek bir afinite ile baglandigi gibi, bu enzimin guanin niikleotit
degistirici aktivitesini de baskilar. GDP-GTP doniisiimiinii engelleyen bu fosforilasyon,

elF2B’nin inhibisyonu, elF2-GTP-tRNAiMet ii¢lii kompleks miktarinin ve dolayisiyla



genel protein sentezi miktariin diismesi ve ER’deki yiikiin azalmasi ile sonuglanir (35-

37).

PERK yolaginda eIlF2a fosforilasyonu ile global protein sentezinin baskilanmasina karsin,
ATF4 gibi 5" kodlanmayan bolgelerindeki (untranslated region, UTR) yukari agik okuma
gergevelerinde (upstream open reading frame, uORF) diizenleyici sekanslar igeren
mRNA’larin translasyonu artar. Segici translasyon dedigimiz bu olay, bir transkripsiyon
faktorii olan ATF4’iin ifadesini artirarak ER katlama kapasitesini ve strese adaptasyonu
tesvik eden UPR hedef genlerinin ifadesini uyarir. Normal kosullar altinda ATF4
translasyonunu dnleyen bu yukar1 ORF, yalnizca elF2a fosforile oldugunda aktive olur ve
ATF4 translasyonu gorilir (20, 24). UPR’nin PERK kolu, genel protein sentezini
azaltirken adaptif cevap i¢in Onemli olan translasyon faktorlerinin miktarini bu sekilde
secici olarak artirmasi nedeniyle translasyon seviyesini ayarlayan 6nemli bir stres yaniti
olarak bilinmektedir. Pek ¢ok kanser tiiriinde, PERK ve elF2a’y1 takiben ATF4 ve CHOP
anoksi ile uyarilir (38). PERK ile indiikklenen apoptozun temel mekanizmasinin
ATF4/ATF3 araciliginda CHOP ifade artig1 yoluyla oldugu diisiiniilmektedir. CHOP’un

apoptozu nasil indiiklediginin kesin mekanizmasi heniiz belirlenememistir (39).

ER stresteki roliiniin yaninda PERK, besin yoksunlugu, hipoksi ve radyasyon sirasinda
hayatta kalma mekanizmasi olan otofaji aktivasyonunda da 6nemli rol oynar. Bu iki islev

PERK’in biiylime ve hayatta kalmay1 diizenlemesine izin verir (5, 20, 40).

2.4.  ER’DE PROTEIN YIKIMI

Katlanma hatas1 olan proteinlerin ortak 6zelligi, dis ylizeye ¢ikan hidrofobik amino
asitlerin varligidir. Saperonlar, proteinlerdeki hidrofobik amino asit tanima kiskaclar ile
hatay1 diizeltmeye ¢alisirlar. Hatay1 diizeltemedikleri durumda lizin 48’den ubikitinleyerek
“proteazomal yikim” veya lizin 63’den ubikitinleyerek “lizozomal yikim” (otofaji)

gerceklestirilir.

Serbest ubikitin (Ub), bir kompleks olusturmak i¢in ubikitin aktiflestirici enzim (EI)
tarafindan aktive edilir ve daha sonra birgok ubikitin birlestirici enzimden birine (E2)
transfer edilir. E2, hedef proteinlerin iizerinde bir veya birden fazla ubikitin molekiiliiniin

polimerizasyonunu saglayan ubikitin ligaza (E3) katilir. Genellikle ubikitin molekiilleri bir



coklu-ubikitin zinciri seklinde bir substrata baglanir. Coklu ubikitinasyon, proteazom
tarafindan yikim i¢in substrati etiketler. Tekli-ubikitinasyon ise endositoz, DNA onarimi ve

transkripsiyonel regiilasyon gibi ¢esitli siiregleri diizenler (41) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Ubikitin-proteazom yolagimin sematik gosterimi

Proteazomal yikimin hedeflenmesi, ¢esitli kanser tedavilerinde 6nemli ve kanitlanmig bir
yaklasimdir. Proteazom inhibitorleri, yanlis katlanmis proteinlerin degradasyonunu
engelleyerek, ER stresi tetikleyerek ve apoptoz sinyallerini aktive ederek molekiiler hedefli

anti-kanser ilaglarin yeni bir sinifini teskil etmektedir (7, 42).
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2.5. ER STRESI iLE INDUKLENEN APOPTOZ

Onceki boliimlerde bahsedildigi gibi, ER stres durumunda biriken katlanamamis/hatali
katlanmis proteinlerin bertarafi veya tekrar katlanmasi ile homeostazinin yeniden
saglanmasi i¢in, adaptif bir cevap olan UPR mekanizmas: kullanilir. Ancak UPR her
zaman stresin giderilmesi ig¢in yeterli olmayabilir. Giderilemeyen veya uzayan stres
durumunda hiicre apoptoza gonderilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. ER homeostazinin sematik gosterimi

Diger ad1 “programlanmis hiicre 6liimii” olan apoptoz, ihtiya¢ duyulmayan veya dogal
dengesinin digina ¢ikarak organizma igin zararli hale gelen hiicrelerin bertarafini belirli
molekiiler islemler serisini izleyerek gergeklestiren, yasam dongiisii i¢in gerekli ve yararl
bir mekanizmadir. Organizmada hiicrelerin mitozla yapimi ile apoptozla yikimi arasinda
kontrollii bir denge vardir. Bu denge organizma i¢in son derece énemli olup, dengenin
bozulmasi pek ¢ok hastaligin patogenezine 6nemli katkida bulunur (18, 43). Klasik olarak
asir1 hiicre proliferasyonunun malign hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Ancak agir1
proliferasyonun yaninda, azalmis apoptoz hizi da malignite gelisimine katkida bulunur.

Gerektiginde apoptoza gidemeyen ve boylece beklenenden daha uzun siire yasayan
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hiicreler, mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrelere doniisme potansiyeli tasirlar (44).
Dolayisiyla apoptoz bir denge igerisinde, kontrollii bir sekilde ger¢ceklesmelidir. Gereksiz
yere gerceklesen ya da olmasi gerekenden daha hizli veya daha yavas gerg¢eklesen apoptoz
organizmay1 tehlikeye sokar. AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagimli tip
diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar
apoptozun gereksiz yere gerceklestigi veya arttigi hastaliklara 6rnek olarak verilebilir.

Azalmig veya yavaslamis apoptoz ise otoimmiin hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve birgok

kanser tiirii i¢in karakteristiktir (43, 44).

2.6. KANSER HUCRELERINDE ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESi VE
KATLANMAMIS PROTEIN CEVABI

Bilindigi gibi kanser basta olmak lizere ¢ok sayida hastalik, protein sentezinin anormal
diizenlemesinin sonucudur (18). Kanser ilerlemesi, hizli ¢ogalan ve dolayisiyla artan
protein sentezine ihtiya¢ duyan kanser hiicreleri ile karakterize edilir. Bu nedenle, kanser
hiicrelerinde membran ve salgi proteinlerinin katlanma, organize olma ve tasginmasini
kolaylastirmak igin gelismis bir ER aktivitesi gereklidir (24). ER’de yanlis katlanmis
proteinlerin birikmesi ile olusan ER stresin, kanser hiicrelerinin yayilmasi ve hayatta
kalmasi tizerinde derin bir etkisi vardir (45). Dogrudan veya dolayli olarak timorii
etkileyebilen ER stres ile iliskili ¢esitli anti-kanser maddeler yakin zamanda incelenmistir.
Ancak kanser hiicelerinin spesifik hedefleri heniiz belirlenebilmis degildir ve s6z konusu
maddelerin tiimorlesme gostermeyen hiicrelerdeki etkisi de halen arastirma konusudur. ER
stres, gelecekte yapilacak c¢alismalarda hipoksi, inflamasyon ve anjiyogeneze uyumu
azaltmak icin belirli sinyal yollarina miidahale ederek ve boylece ilag direncini asarak ilag

gelistirmek i¢in potansiyel bir hedeftir (46).

ER stresin yaninda UPR aktivasyonunun da birgok kanser tiiriiniin gelisimine katkida
bulundugu ve kanser gelisiminde her yoniiyle dnemli rollere sahip oldugu kanitlanmigtir
(47). ER stresin siiresine ve ciddiyetine bagli olarak UPR, adaptif sinyalleri ve hayatta
kalma sinyallerini etkinlestirebilir veya apoptotik hiicre 6liimiinii uyarabilir (24). Kitle
kanserleri genellikle stresli bir mikrogevrede gelistigi icin, doniismiis (transformed)
hiicreler hayatta kalma stratejilerinden biri olarak UPR aktivasyonunu kullanabilir. Birgok
calisma tiimor biiyiimesi ve kemoterapi direncinde UPR sinyalizasyonunun Onemli

rollerini gostermistir (47).
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Her ti¢ UPR sinyal yolunun da tiimor gelisimine katildigi bilinmektedir. IREla ve XBP1
kanser gelisimine katkida bulunur. Meme kanseri, hepatoselliiler karsinoma ve pankreatik
adenokarsinoma gibi pek ¢ok insan kanser tiirlinde XBP1 seviyelerinin arttigi bulunmustur.
Benzer sekilde, diger bir sinyal yolu olan PERK/eIF20/ATF4’iin de kanser gelisimine
katkida bulundugu gosterilmistir (46). Bu baglamda bu sinyal yollarinin birbirleriyle
etkilesimlerinin, birbirlerini nasil diizenlediklerinin ve aktivitelerine ne gibi etkilerde
bulunduklarinin anlagilmast ve varsa sinyal yollarinda rol alan yeni bilesenlerin

aydinlatilmasi 6nemlidir (47).

Uzun yillardir ER stres ve UPR yolaklarinin ¢esitli bilesenleri iizerine pek ¢ok calisma
yapilarak kanser hiicrelerinin olusumu, ¢ogalmasi veya yayilmasini engelleyebilecek bazi
stratejiler gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bu stratejilerin ¢ogu ne yazik ki etkili olmamakla
beraber, az miktarda umut verici calisma s6z konusudur. Ornegin, ABD Gida ve Ilag
Idaresi (US Food and Drug Administration, FDA) tarafindan multipl miyelom icin ilk
basamak tedavi olarak onaylanmis, son derece segici ve geri donilisiimlii bir proteazom
inhibitorii olan bortezomib (ticari adi ile Velcade) (Sekil 2.4), PERK, ATF4 ve CHOP’u
indiikler, yanls katlanmis proteinlerin ERAD tarafindan bertarafin1 engeller ve ER stres-
aracilt apoptoza neden olmak sureti ile miyeloma hiicrelerinin 6liimiine yol agar (46, 48,
49). Ayrica yapilan in vitro ¢alismalar, prostat, akciger, meme ve kolon da dahil olmak
tizere pek ¢ok kanser hiicresinde bortezomibin sitotoksik etkilerini dogrulamustir (46, 50).
FDA tarafindan onayl tek bilesik olan bortezomibin diginda onlarcasinin da preklinik, faz

I veya faz III ¢alismalar1 devam etmektedir (Tablo 2.1).

0O
N
~ N
('
P
N

Sekil 2.4. Bortezomib (Velcade)’in kimyasal yapisi

Ozetle, ER homeostazinin bozulmasi tiimér gelisiminde kritik rol oynar ve ER ve/veya

UPR bilesenlerinin tedavi edici diizenlemeleri potansiyel antitiimér tedaviler saglayabilir
(24).
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Tablo 2.1. Kanser gelisimini engelleyen endoplazmik retikulum stres-/katlanmamis protein

cevabi-hedefli ilaglar™®

Terapotik ila¢

ER stres ile ilgili terapotik etkisi

Belirti

Irestatin

IRE 1o aktivitesini inhibe eder

Malign
hiicreleri

myeloma

Honokiol (HNK)

ER stres indiiksiyonu sonucunda GRP78’in
katlanmamis ATPaz domainine baglanir

Melanoma, glioblastoma

Bortezomib A

26S proteazomu inhibe etmek suretiyle ER
stresi indiikler ve boylece yanls katlanmig
proteinlerle ER-iligkili yikim yolunu aktive
eder

Kanserin farkl tiirleri

Retaspimycin (IP1-504)

HSP-90 aktivitesini inhibe eder

Gastrointestinal ~ stromal
tiimorler, kiigiik-olmayan
hiicreli akciger, prostat

SNX-2112 HSP-90 aktivitesini inhibe eder Gastrik kanser

MG-132 26S proteazomu inhibe eder Kanserin farkli tiirleri

Ritonavir HIV proteaz inhibitorii, CHOP ve GRP78 gibi | Antikor cevabini artirir
bazi UPR bilesenleri aktive eder ve CD8 + T hiicre

aktivitesini inhibe eder

Epidermal biiytime faktorii | GRP78 hedefli sitotoksin Prostat tiimori

(EGF)-SubA

GSK2656157 PERK ve eclIF2a fosforilasyonunu, ATF4 | Multiple myelom,

translasyonu ve CHOP mRNA ekspresyonunu
inhibe eder

pankreatik kanser

Brefeldin A (BFA)

ER’den golgi kompleksine
transportunu inhibe eder

protein

Kanser, 16kemi

Delta(9)-tetrahidrokanabinol
(THC)

elF2a fosforilasyonunu artirir ve ER stres
cevabini aktive eder

Glioma hiicreleri

Resveratrol

GRP78, CHOP, p-elF2a’yi ve XBP1l ug-
birlestirmesini uyarir

Insan 16kemi K562 hiicre
hatti

0O(2)-[2,4-dinitro-5-(N-metil-
N-4-karboksifenilamino)
fenil]1-(N,N-metilamino)
diazen-1-ium-1,2 diolat
(PABA/NO)

PDI inhibitorii. PERK, elF2a, XBP1 ug-
birlestirme, GRP78, PDI, GRP94 ve ERO1
aktivasyonuna yol acar

Insan 16kemi  (HL60),
over kanser Thiicreleri
(SKOV3).

*Yadav ve arkadaslari’ndan (46) alintilanarak Tiirkgelestirilmistir. Tablonun her satiri, bir
ya da birden fazla ¢alismay1 temsil etmektedir. Tablonun tiim referanslari igeren
versiyonuna makalenin tam metninden erisilebilir.

2.7.

KANSER VE PROTEOMIKS

Kanser, DNA hasar1 sonucunda hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiylimesi

ve cogalmasidir. Tiim kanser tiplerinde bazi hiicreler durmaksizin béliinmeye baslar ve

cevre dokulara yayilir. Normal sartlarda viicudun ihtiyacina goére, yaslanan veya zarar

goren hiicreler yok edilmekte, bu hiicrelerin yerine yeni hiicreler iiretilmekte ve boliiniip

cogalmaktadir. Kanser durumunda bu mekanizma bozularak, ihtiya¢ olmayan durumlarda
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dahi siirekli boliinen hiicreler olusur. Dahasi, kanser hiicreleri belirgin olarak apoptozdan
kactiklart i¢in zarar gOormiis ve organizmadan uzaklastirilmasi gereken hiicreler

uzaklastirilamaz ve bu ekstra hiicreler timor ad1 verilen yapilar olusturur.

Kanser son derece karmasik bir hastaliktir ve kanserlesmis hiicrelerin primer timor
bolgesinde biiyiime ve hayatta kalmalarini, yeni damar olusturmalarin1 ve dolagim sistemi
icerisinde hayatta kalmalarini, en sonunda da ana tiimdrden baska dokulara yayilmalarini
igeren ¢ok asamali bir biyolojik siirecin son lriiniinii temsil eder. Bu olaylardan bazilarina
ait genetik mekanizmalar doku diizeyinde bilinmesine ragmen, kanseri olusturan pek ¢ok
biyokimyasal mekanizma ve kanser olusumunda ve yayilmasinda rol oynayan sinyal
yollar1 tam olarak agiklanmig degildir. 1976’da onkogenlerin ilk kesfi, onkogenler ve
timor supresor genler ile ilgili kesifleri tetiklemistir. Takip eden yillar boyunca da
kemoterapik ilaglarin yerini almak {izere onkogenleri hedefleyen ilaglar (molekiiler hedefli
ilaglar) tizerinde ¢ok gesitli galismalar yapilmistir (51). Bununla birlikte, kanser igin
mevcut tedavilerin hemen higbiri yeterince etkin degildir ve bu tedavilerin gosterecekleri

etkiler tam olarak kestirilememektedir (52).

Son yirmi yilda genomik, transkriptomik ve proteomik yontemlerdeki gelismeler,
kanserleri onlarin molekiiler profillerinden belirlemeyi ve siiflandirmayi kismen de olsa
saglamistir (53). Yine proteom ve genom calismalari, kanser tanisi, prognoz takibi ve
tedavi planlanmasini aydinlatacak veriler saglamistir. Proteom teknolojisi ile kanser tanisi
icin yeni biyobelirteglerin tanimlanmasinda ve bu biyobelirte¢ molekiillerin analizi ile
erken kanser tanmisinda onemli adimlar atilmistir. Elde edilen tiim bu veriler umut verici
olmakla beraber, bugiine kadar hicbirinden tam bir prognostik belirteg modeli saglamak
miimkiin olmamustir (54, 55). Ayrica benzer morfolojik 6zellikler gdsteren tiimorlerin bile
farkli klinik sonuglara sahip olabilecegi bilinmektedir. Dolayisiyla kanserin molekiiler
seviyede dogru profillenmis olmasi tedavi kalitesi lizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
Kanser alt tiplendirmesine yardimci olacak yeni molekiiler belirteglerin tanimlanmasi,
dogru histolojik smiflandirmalar yapmak sureti ile bu hastaligin tan1 ve prognozunu

iyilestirmek i¢in yararli olacaktir (52).

Genomik ve transkriptomik analizler ¢cok dnemli veriler saglamakla beraber, translasyon

diizeyleri ve proteinlerde translasyon sonrasinda meydana gelen glikolizasyon,
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ubikitinasyon, fosforilasyon gibi modifikasyonlarin seviyesini tahmin etmekte yetersiz
durumdadir. Ayrica mRNA seviyelerinden bagimsiz olarak protein diizeylerini etkileyen
translasyonel verimdeki degiskenlikler ve ayn1 mRNA’dan farkli proteinlerin
sentezlenmesini saglayan alternatif kesimleme (alternative splicing) gibi faktorler nedeni
ile protein diizeyini tam olarak yansitamamaktadir. Son yillarda karsilastirmali genomik ve
proteomik profillemesininin kullanildig1 pek ¢ok yeni ¢aligmayla, ¢cok sayida genin mRNA
ve protein diizeyleri arasinda korelasyon eksikligi oldugu belgelenmistir (56). Translasyon,
genetik bilgi akisinin son adimidir ve proteomik stratejiler, biyolojik sistemler hakkinda
genom ya da mRNA ifade profillemesi ile elde edilemeyecek detayli bilgiler saglayarak
kanserde tek basmma DNA ve RNA temelli yontemler ile aydinlatilamayacak

biyobelirteglerin tanimlanmasinda giiglii bir tamamlayici olarak kullanilabilir (53).

Proteom; bir organel, hiicre, doku veya organizmada mevcut biitiin proteinler grubu
anlamia gelir ve proteomiks farkli kosullara maruz kalmis hiicre, doku, organ veya viicut
stvilarindaki proteinlerin kantitatif ve kalitatif analizlerini iceren bliylik Olgekli bir
calismayi ifade eder (2, 53). Kan, idrar ve doku gibi karmasik biyolojik drnekleri tarayarak
protein biyobelirtegleri tanimlamak, proteomik arastirma yontemlerindeki son gelismeler
sayesinde giderek daha popiiler hale gelmistir. Insan genom dizisinin tamamlanmasiyla
beraber kiitle spektrometresi ve biyoinformatik alanlarindaki gelismeler, proteomik
caligmalar1 biyobelirteg kesif aragtirmalarinda 6nemli bir gii¢ haline getirmistir (57).
Genomikle kiyaslandiginda translasyon sonrasi degisliklikleri ve ¢esitli dinamik
diizenlenmeleri de igeren gii¢lii bir ara¢ olan proteomik, kompleks protein karisimlari
icerisindeki proteinlerin miktarinin belirlenmesine ve bu proteinlerin tanimlanmasina izin
verir (52, 55).

Proteomik c¢aligmalarin ilk zamanlarinda kompleks protein karigimlarini ayirmak igin
baskin olarak kullanilan iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE), klinik
uygulamalar i¢in bazi smirlamalart olmakla beraber halen hiicre lizatlart ve biyolojik
stvilarin protein profillerini olusturmada giiglii bir aragtir (52). Gelisen teknolojiler ile
birlikte 2D jeller ile ayrilmis proteinleri tanimlamak icin kiitle spektrometresi teknikleri
kullanilmaya baglanmis ve proteomik, “-omik stratejiler” igerisinde Onemli bir yer
edinmistir. Boylece "Proteomik" terimi  1990'larin  sonlarinda ilk kez ortaya

konuldugundan bu vyana, Kkiitle spektrometresi-tabanli proteomik, karmasik insan
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hastaliklarin1 anlamada klinik biyoloji ve sistem biyolojisi i¢in vazgecilmez bir arag
olmustur. Gegen yillarda kayda deger bir yol kateden proteomik, yenilik¢i deneysel
yaklasimlar, kiitle analizdrlerinin hassasiyeti, ¢oziiniirliigii ve kesinligindeki gelismelerle

hizla biiyiiyen bir alan konumundadir (57).

Kanserin etkileri her hastada ve ailede farklidir. Genetik belirtecler tiimor gelisimine
yatkinlig1 belirlemek i¢in kullanilabilir, ancak hasta prognozunu iyilestirecek molekiiler
hedefli tedavi stratejileri pek ¢ok kanser i¢in yaygin olarak mevcut degildir. Ayrica hala
kisiye ozel ilag tedavilerinin anlasilmasi ve temel bilim arastirmalarinin Klinik tedaviye
uygulanarak gelistirilmesi gerekmektedir. Proteomiks, biyobelirteg ve terapotik hedeflerin
kesfi icin benzersiz araglar sundugundan, kanserin Onlenmesinde ve tedaviye katkida
bulunmada biiyiik umut vadeder ve temel bilim kesiflerinin kisisellestirilmis ilag klinik

uygulamalarina gevrilmesine yardimei olabilir (58).

Proteom alanindaki gelismeler ve kanser olusumundaki molekiiler mekanizmalar1 anlama
istegi, son yillarda belirli bir kanser hiicresi tarafindan ifade edilen proteinlerin tamaminin
incelenmesini igeren “kanser proteom” alanini dogurmustur. 2D-PAGE, c¢esitli kiitle
spektrometresi teknolojileri ve protein mikrodizin analizlerinin de dahil oldugu gelismekte
olan bu proteomik analiz platformlari, kanser calismalar1 ve kanseri anlama yolunda giiglii
araclar1 temsil etmektedir. Bu sistemler yalnizca kanser proteinlerini tespit etme,
simiflandirma ve karakterize etmede degil, bu proteinlerin tiimdr ilerlemesini etkileyecek
ne gibi siireglere dahil oldugunu da agiklayacak veriler elde etmeyi amaglamaktadir.
Ayrica, yakin zamanda cesitli kanserler {izerinde yapilan ¢aligmalarla, kanserin erken
tanisinda ve ila¢ kesfinde yararl olabilecek yeni molekiiler belirteglerin tespiti konusunda
umut verici sonuglar ortaya ¢ikmistir. Kanserin erken teshisi, hastaligin basarili tedavisi
icin son derece onemli oldugundan, kanser olusumu ve tiimor ilerlemesinin molekiiler
esaslarin1 anlayabilmek i¢in pek cok baglantili sinyal yolunun kritik bileseni olan

proteinlerin detayli bir sekilde ¢alisiimasi gerekmektedir (52).
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3. GEREKCE VE AMAC
3.1. GEREKCE

Gliniimiizde kanser tedavisi i¢in cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi gibi
yontemler yaygin olarak kullanilsa da tiimdr hiicrelerinin yapisal farkliliklart nedeniyle bu
yontemlerin basar1 orami ¢ogunlukla oldukca diisiiktiir. Cerrahi miidahalede, ¢evre
dokulara veya kritik organlara zarar verme riskinin yaninda tiimorlii dokuyu tam olarak
temizleyememe gibi durumlar da s6z konusu olabilmektedir. Ayrica kemoterapi ve
radyoterapinin kanser hiicrelerine verdigi zarar, kanser hiicrelerince hizla onarilabilmekte,
dahasi bu yontemlerin pek ¢ok istenmeyen yan etkisi bulunmaktadir. Tiim bu nedenler

kanser tedavisinde alternatif arayiglart dogurmustur (59).

ER stres ve UPR’nin kanser dahil pek c¢ok hastaligin gelisimine katkida bulundugu
gosterilmistir. Bu nedenle UPR iliskili sinyal yollarinin ve ilgili metabolik siireclerin pek
cok hastaligin tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi diisiiniilmektedir.
Cogu normal hiicre aktif stres yanitina girmez ve UPR yolaklart bu hiicrelerde pasif bir
durumda kalir. Timor hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki bu fark, UPR’yi hedefleyen
maddelere kanser tedavisinde 6zgiilliik elde etmeleri i¢in bir avantaj saglar (15). Pek ¢ok
kanser tiiriinde UPR bilesenlerinin asir1 ifadesi s6z konusudur. Ozellikle salgi hiicresi
kokenli kanserlerde (6rnegin multipl miyelomda) UPR dengesi hayati bir rol
oynamaktadir. Uzun yillardir lizerinde pek c¢ok c¢alisma yapilmasina ve bilgi birikimi
olmasina ragmen, ER stres ve UPR mekanizmalari tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
Dolayistyla UPR bilesenlerinin modifikasyonu, anti-kanser 6zellikleri yoniinden kapsamli

bigimde arastirtlmalidir (38).

UPR yolaginda ilk yanit, PERK araciligiyla elF2o’nin fosforillenmesi ve dolayisiyla
translasyon baslama hizinin azaltilmasidir (38). Translasyon baslangici, hiicre biiyiimesinin
diizenlenmesinde ve timoér olusumunda kritik rol oynar (34). Translasyon baslama
kaskadindaki anahtar diizenleyici basamak elF2, GTP ve baglatici metiyonin tRNA’dan
olusan {iglii komplekstir. elF2-GTP-tRNAiMet iiclii kompleksin bollugunun siirekli
bicimde artirilmast normal hiicreleri doniistiiriir ve kanser baslangicina katkida bulunur
(18). Kiigiik molekiil agirlikli bilesikler ile elF2a fosforilasyonu indiiklenerek elF2-GTP-

tRNAIiMet translasyon baslatma {iglii kompleksinin olusumunun kisitlanmasinin, in vitro
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kanser hiicre ¢ogalmasini ve in vivo tiimor biiylimesini ortadan kaldirdigi gosterilmistir.
Uclii kompleks olusumunun kisitlanmasi, segici olarak bilyiime destekleyici proteinlerin
ifadesini azaltir ve hem kanser hiicrelerinde hem de insan kanser hayvan modellerinden
veya kanser hastalarindan ¢ikarilan tiimorlerde ER stres yanit genlerinin ifadesini artirir
(34). Bu nedenle tiiglii kompleksi degistirecek kimyasallar (chemical modifiers) insan
hastalik patobiyolojilerindeki roliiniin ¢alisiimasi ve bu kompleksin farmakolojik tedavi
edici amaglar i¢in hedeflenebilir olup olmadiginin belirlenmesi i¢in ¢ok degerli araglardir
(18). Ayrica translasyon baslatma faktorleri, anti-kanser madde gelistirilmesi i¢in iyi birer
hedeftir (34). Ancak elF2a fosforilasyonu yolu ile translasyon kontroliiniin molekiiler
degistiricileri ve etkileyicileri (molecular modifiers and effectors) tam olarak aydinlatilmis
degildir (60).

Kanser ilerlemesinin hizli ¢ogalan ve dolayisiyla artan protein Sentezine ihtiya¢ duyan
hiicreler ile karakterize edildigi diistintildiigiinde, proteinler ve onlarin translasyon sonrasi
modifikasyonlarinin analizini igeren proteom ¢aligmalarinin, kanser arastirmalari igin
onemli oldugu aciktir. Proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonlari, proteomun
fonksiyonel gesitliligini arttirir ve normal hiicre biyolojisi ve patobiyolojisini hemen hemen
her yoniiyle etkiler. Kanserin erken tanisi, onun kontroliinde ve 6nlenmesinde en 6nemli
basamak oldugundan, proteomik ¢alismalar ile proteinlerdeki ifade degisikliklerini
belirlemenin ve anlamanin, hiicre biyolojisi g¢alismalarinda, hastaligin tedavisinde ve
onlenmesinde hayati rol oynadig1 sdylenebilir. Proteomik ¢aligmalar, kanserde potansiyel
tanisal, prognostik Ve iyilestirici sayisiz veri seti yaratmistir (61). Bu c¢alismalar
destekleyen iki temel teknoloji; iki boyutlu jel elektroforezi (2DE) ve kiitle spektrometresi,
yiiksek verimli bir kanser proteom profil analizi igin giiglii bir kombinasyondur (54). Bu
teknolojiler biyobelirte¢ ve yeni terapotik hedeflerin kesfi igin benzersiz araglar sunar,
kanserde rol alan proteinlerin tanimlanmasina olanak vererek Kanserin onlenmesine veya
tedavisine katkida bulunabilir ve temel bilim kesiflerinin kisisellestirilmis ilag klinik

uygulamalarina gevrilmesine yardimci olabilir (58).

3.2. AMAC

Bu calismada, gerekce boliimiinde ayrintilariyla bahsedilen ve kanser calismalarinda
aydinlatict bilgiler saglayabilecegi diisliniilen iki 6nemli strateji; elF2a-GTP-tRNAiMet

ticlii kompleksin hedeflenmesi ve proteomik stratejiler birlikte kullanilmistir. NIH projesi
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kapsaminda Harvard Tip Fakiiltesi’nde gergeklestirilen c¢alismalarla translasyon
baglangicin1 kontrol eden PERK/elF2a fosforilasyon kolunu HRI (heme regulated
kinase)’y1 aktive etmek sureti ile degistirdigi direkt fonksiyonel genetik ve biyokimyasal
calismalarla gosterilmis anti-kanser aktif bir diariliire bilesigin, bu etkisinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin ve iligkili proteinlerin proteomik ¢aligmalar ile aydinlatiimasi

amaglanmistir.

Ozellikle hiicre i¢i ortamlarda, genlerden ziyade proteinler onemli diizenleyicilerdir.
Dolayisiyla proteinlerin incelenmesi, uygulanan ilacin mekanizmasini anlamak i¢in 6énemli
bir yardimcidir. S6z konusu mekanizma genellikle tek bir proteninin degil birden fazla
proteinin ifade degisikliklerini icerdiginden, protein ifade degisikliklerinin global analizi

ilacin etki mekanizmasini anlamak i¢in degerli bilgiler saglayabilir (62).

Harvard Tip Fakiiltesi ve Ankara Universitesi isbirligi ile gerceklestirilen bu tez
calismasinda, insan prostat kanser (PC-3) hiicrelerinin Serin 51 mutant (S51A) ve yaban
tiplerinin (WT) elF2a-GTP-tRNAiMet ti¢lii kompleksi hedefleyen anti-kanser aktif (1781)
veya —negatif kontrol olarak- inaktif (1527) bilesiklerle muamele edilmesi ile elde edilen
dort grup hiicre kullanilmistir. Daha 6nce bu hiicreler ile gergeklestirilen genom ve
transkriptom ebadindaki g¢alismalarin (18) bu doktora tezi gergevesinde gergeklestirilen
proteom calismalariyla desteklenmesi ile giiniimiizde “omik teknolojiler” olarak addedilen
ve aslinda birbirinin devami ve biitiinleyicisi olan ¢alismalar tamamlanarak mutant veya
yaban tip hiicrelerde aktif veya inaktif bilesik uygulandigi durumlarda protein ifade
profillerinde ne gibi farkliliklar olustugunun arastirilmasi amaglanmistir. Anti-kanser aktif
bilesigin PC-3 insan prostat kanseri hiicre hatlari iizerine olumlu etkisi altinda yatan
molekiiler mekanizmay1 daha detayli inceleyebilmek amaciyla, 2DE tabanli karsilagtirmali
proteomik analizler gerceklestirilmis ve gruplar arasinda farkli ifade olan proteinlerin

MALDI-TOF MS kullanilarak PMF teknigi ile tanimlanmasi amacglanmistir.

Anti kanser diariliire bilesigin PC-3 hiicre hatlarindaki etkisinin belirlenmesi, daha etkin
tedavi seceneklerinin kesfine yol acabilecegi gibi, ila¢ uygulamalarindan sonra ifadesi
degisen proteinlerin tanimlanmasinin kanserde rol alan sinyal yolaklarina ve proteinlere
0zgil olabilecek yeni molekiillerin tasarlanmasina ve kanser tedavisinde daha basarili

yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Bu tez calismasi, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvari
Proteombilim Birimi’nde gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan hiicreler Harvard Tip
Fakiiltesi Translasyonel Arastirma Laboratuvari’ndan, kullanilan diariliire bilesikler

Harvard Tip Fakiiltesi Kimyasal Kiitiiphanesi’nden temin edilmistir.
4.1.1. CALISMADA KULLANILAN HUCRE ORNEKLERI

Calismada insan prostat kanser (PC-3) hiicre hatlar1 kullanilmis, diariliire bilesikler
eklenerek Kkarsilastirmali proteomik analizleri yapilmak tizere PC-3 hiicrelerinin Serin 51

mutant (51A) veya yaban tipleri (Wild Type, WT) olusturulmustur.
WT: Endojen elF2a, rekombinant yaban tip elF2a ile degistirilmis
51A: Endojen elF2q, fosforlanamayan elF20 mutanti ile degistirilmis
4.1.2. CALISMADA KULLANILAN DIiARILURE BIiLESIKLER

WT ve 51A PC-3 hiicreleri, Sekil 4.1°de kimyasal yapilar1 ve ayrintili isimleri verilen anti-
kanser aktif (1781) veya onun inaktif analogu (1527) bilesiklerle (Sekil 4.1) muamele
edilerek dort grup elde edilmistir.

s Cl
SOR NP
N cl
Sekil 4.1. PC-3 hiicreleri ile muamele edilen a. 1527: Inaktif N, N'-diariliire bilesik, 1-(2-
chloro-5-nitrophenyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)urea (NCPdCPU), b. 1781: Aktif N, N'-

diariliire bilesik, 1-(benzo[d][1,2,3]thiadiazol-6-yl)-3-(3,4-dichlorophenyl) urea (BTdCPU)
(18)
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Oncelikle anti-kanser aktif bilesigin (1781) aktivitesini korudugunun ve degrade
olmadiginin tayini i¢in HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ve LC-MS
(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) ile saflik tayinleri gergeklestirilmis, analizler
sonucunda 1781’in %98 saflikta oldugu tayin edilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Anti-kanser diariliire bilesige (1781) ait HPLC pikleri
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Sekil 4.3. Anti-kanser diariliire bilesige (1781) ait LC-MS pikleri
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Daha sonra, WT ve 51A PC-3 hiicrelerine aktif ve inaktif bilesik uygulanmasi ile dort grup
elde edilmistir (Sekil 4.4). Bu gruplarin kodlar1 ve agiklamalari asagida verilmistir;

Grup 1: WT 1527 (inaktif bilesik uygulanmis yaban tip hiicre hatt1)
Grup 2: WT 1781 (Aktif bilesik uygulanmis yaban tip hiicre hatt1)
Grup 3: 51A 1527 (inaktif bilesik uygulanmis mutant tip hiicre hatt1)

Grup 4: 51A 1781 (Aktif bilesik uygulanmis mutant tip hiicre hatt1)

Grup 1: WT 1527 Grup 2: WT 1781 Grup 3: 51A 1527 Grup 4: 51A 1781

1527 1781 1527 1781
Yaban Tip Yaban Tip 51A mutant 51A mutant

Sekil 4.4. Karsilastirmali proteomik analizler i¢in olusturulan PC-3 hiicre hatt1 gruplari

4.1.3. CALISMADA KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE CIHAZLAR

Kullanilan biitiin kimyasallar molekiiler biyoloji ve/veya proteomiks c¢alismalarinda
kullanilmaya uygundur. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi EK-1’de verilmistir.
Cihazlar iireticilerinin talimatlarina uygun olarak kullanilmistir. Deneylerde kullanilan
cihazlarin listesi ve hangi amagclarla kullanildigi EK-2’de verilmistir. Tiim deneylerde

Millipore (Milli-Q ve Elix filtreleri) saf su sisteminden elde edilen ddH,0 kullanilmistir.

4.2. YONTEM
4.2.1. INSAN PROSTAT KANSER HUCRELERINDEN PROTEIN iZOLASYONU

Endojen elF2a’nin rekombinant yaban tip elF2a ile veya fosforlanamayan elF2a mutanti
ile degistirilmesi ile olusturulmus PC-3 hiicrelerine anti-kanser aktif bilesik (1781) veya
inaktif bilesik (1527) eklenmesi ile elde edilen doért grup hiicre, soguk PBS esliginde buz

tizerinde kazinarak onceden sogutulmus tiiplere alinmis, santrifiij sonrasinda siipernatant
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atilarak pellet freeze dryer (Virtis, SP industies, USA) ile dondurularak kurutulmustur.
Laboratuvarimiza gonderilen bu hiicrelere rehidrasyon tamponu (7 M iire, 2 M tiyoiire, %4
CHAPS, %1 amfolit, pH 3-10, 10 mM DTT, bromo fenol mavisi) eklenerek ultrasonik
banyo ve tip sonikatér yardimi ile protein ekstraksiyonu saglanmis, daha sonra santrifiij

edilerek siipernatant kismi (protein izolati) temiz, etiketlenmis tiiplere alinmastir.
4.2.2. PROTEIN MIKTAR TAYINi

Toplam dort gruptan elde edilen protein izolatlarinin protein miktar tayinleri Bradford
(mikro-Bradford) yontemi kullanilarak (63) mikroplaka okuyuculu spektrofotometre
(Victor 3, Perkin Elmer) cihazinda yapilmistir. Gergeklestirilen Bradford miktar tayinine
ait basamaklar asagidadir:
> Olgiim igin gerekli standart egriyi ¢izmek igin si§ir serum albiimini
(Bovine Serum Albumin, BSA) kullanilmig, 200pg/ml, 400pg/ml,
600pg/ml, 800pg/ml ve 1000png/ml BSA igeren standartlar hazirlanmstir.
» Kor (blank) ve her bir BSA standart1 mikroplaka kuyucuklarina 5’er ul 3
tekrarli olacak sekilde pipetlenmistir.
» Her dort grubun protein izolatlarindan 5’er pl 6rnek 3 tekrarli olarak
mikroplaka kuyucuklarina pipetlenmistir.
» BioRad Protein Assay Dye Reagent boyasi (1X), protein konsantrasyonu
Olciilecek 6rnek bagina 245 pl olacak sekilde hesaplama yapilarak yeterli
miktarda hazirlanmistir.
» 245’er ul boya kuyulardaki standart ve 6rneklerin tizerine eklenmistir.
» Yaklasik 20 dakika inkiibasyonun ardindan mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre cihaz1 ile protein miktarlart pg/ml cinsinden tayin

edilmistir.
4.2.3. iKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZI

Ornekler 6lgiilen protein miktarlarina gére 300ul total hacimde 175ug protein igerecek
sekilde rehidrasyon tamponu ile karistirilarak aktif rehidrasyon tepsilerine pipet yardimu ile
cizgi halinde yiiklenmis, tzerlerine pH 3-10 aralikli 17 cm’lik lineer immobilize pH
gradiyent (IPG) seritler (Bio-Rad) yerlestirilerek 50V’da 16 saat aktif rehidrasyon
yapilmistir.
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Daha sonra IPG seritler birinci boyut ayrim olan izoelektrik odaklama (Isoelectric
Focusing, IEF) islemi i¢in temiz bir odaklama tepsisine alinmis ve IEF cihazina (Bio-Rad)
yerlestirilerek izoelektrik noktalarina gére ayrim (15 dk. 250 V, 3 sa. 10 kV ve 60 kV/sa

degerine ulasana kadar 10 kV) saglanmistir.

Bu islemin ardindan IPG seritler, molekiiler agirliklarina gore ayrilacaklar: ikinci boyuta
hazirlanmak tizere, ¢alkalayici tizerinde 15 dk. dengeleme tamponu I (6 M iire, 1.5 M Tris-
HCI pH 8.8, %2 SDS, %20 gliserol, %2 DTT) ve 15 dk. dengeleme tamponu II (6 M iire,
1.5 M Tris-HCI pH 8.8, %2 SDS, %20 gliserol, %2.5 iyodoasetamid ve bromo fenol

mavisi) ile muamele edilmistir.

Yiiklemeye hazir hale gelen IPG seritler %4’liik toplama ve %12’lik ayirma jellerinden
olusan 1.5 mm kalinligindaki Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) poliakrilamid jellere mekanik
olarak yerlestirilmistir. Yerlestirmenin kolay olabilmesi igin tarak bosluguna seritleri

yerlestirmeden 6nce 1sitilmis agar (%0.5) eklenmistir.

Yiritme tamponu olarak TGS tampon (%3.03 Tris-base, %1.44 glisin, %1 SDS)
kullanilmistir. Jeller toplama jelinde hizalandiktan sonra (10 dk, 80 V) izleme boyasi jelin
altina ulasincaya kadar 120 V sabit voltajda yiiriitiilmiistiir. Béylece ikinci boyut ayrim
gerceklesmistir.

Yukarida bahsedilen islemler ile protein profil haritalarinin olusturulmasinda, 12 biiyiik
(17-24 cm) jelin dikey elektroforezini ayni anda gergeklestirmeye olanak saglayan Protean
plus Dodeca Cell (Bio-Rad) sistemi kullanilmistir. 2D-PAGE ¢alismalarinda jellerdeki
protein dagiliminin standardizasyonu son derece énemlidir ve olusturulan jellerdeki kosul
farkliliklar1 yapilacak analizleri zorlastirabilmekte ya da glivenirligini diisiirebilmektedir.
Bu nedenle, Dodeca Cell sistemi gibi ¢oklu jel yiiriitmeye imkan saglayan sistemler
karsilastirmali caligmalarda standardizasyonun saglanmasi agisindan tercih edilmistir. Her
bir grup icin protein profil haritalar1 en az ii¢ teknik tekrarli olarak hazirlanmis, bu
jellerden analize en uygun olan ii¢ tanesi karsilagtirmali analizlerde kullanilmak {izere

secilmistir.
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4.2.4. JELLERIN BOYANMASI VE GORUNTULENMESI

Elektroforez igslemi sonrasi jeller floresans ozellikte bir boya olan Oriole (Bio-Rad) ile

ireticinin talimatlarina gére boyanmaistir.

Boyanan jeller VersaDoc (Bio-Rad) goriintiileme sisteminde ultraviyole (UV) 1sik altinda
goriintiilenmistir. Goriintiilerin islenmesi, degerlendirilmesi ve karsilastirmali analizleri

PDQuest 8.0.1 (Bio-Rad) programinda gergeklestirilmistir.

4.2.5. PDQUEST 8.0.1 PROGRAMI iLE JELLERIN KARSILASTIRMALI IFADE
ANALIZLERI

Olusturulan protein profil haritalarinin igerisinde her bir gruptan analize en uygun oldugu
distintilerek segilen ticer teknik tekrar PDQuest 8.0.1 programu ile karsilagtirmali analize
(Matchset) tabi tutulmustur. Secilen jellerin ham goriintileri PDQuest programinda
matchset analizine hazir hale getirilmek iizere esit boy/piksel degerlerine sahip olacak
sekilde ayarlanmis ve filtreleme isleminden gegirilmistir. PDQuest programindaki
normalizasyon parametreleri igerisinden mevcut ¢alisma ve analiz edilecek jeller icin en
uygun olan normalizasyon secilerek, serpme dagilim grafikleri (scatter plot) ile

normalizasyonun uygunlugu dogrulanmistir.

Jeller iizerindeki protein spotlarinin program tarafindan diger jellerle ayni koordinattaki
noktalarla otomatik olarak eslestirilmesinin ardindan, eslesen her bir protein spotu tek tek
kontrol edilerek eslestirmenin dogru bir sekilde gergeklesip gergeklesmedigi kontrol
edilmistir. Otomatik olarak yanlis eslestirilen spotlar analiz igerisinde dogru spotlarla
eslesecek sekilde manuel olarak diizeltilmis, yine otomatik eslestirmede eslestirilmeyen,

ancak jellerde varlig1 goriilen spotlar da analiz igerisinde manuel olarak eslestirilmistir.
4.2.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

PDQuest programi kendi icerisinde student’s t-testi igermekte, ancak student’s t-test
birbirinden bagimsiz iki grubun istatistiksel analizine olanak verdiginden dort grup iceren
bizim ¢alismamiz i¢in uygun olmamaktadir. Bu nedenle, eslesen spotlar i¢in her bir grubun
i¢ ayn replikasina ait protein yogunluk degerleri PDQuest programindan .xml formatinda

alinarak SPSS 13.0 programinda %95 giiven araliginda (p<0.05) ANOVA analizi
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gerceklestirilmistir. Ayrica varyans homojenligini test etmek i¢in Levene testi kullanilmig
ve p degerleri bu sonuglara gore secilmistir. ANOVA testinde esit varyans varsayimi i¢in
Tukey, esit olmayan varyans varsayimi i¢in Tamhane's T2 karsilastirma testleri
kullanilmistir. Ayrica, yogunluk degerleri logaritmik transformasyon yapilarak da

istatistiksel analizlere tabi tutulmus ve tiim sonuglar birlestirilmistir.

4.2.7. PROTEIN SPOTLARININ JELDEN KESILMESi VE TRIiPSIN ENZiMi
iILE PEPTIT iZOLASYONU

Gergeklestirilen analizler sonucunda, protein ifadesinde istatistiksel olarak anlamli
artig/azalis belirlenen protein spotlari, robotik bir sistem olan SpotCutter (Bio-Rad)
cihazinda 1.5 mm c¢apli daire pargalar1 seklinde kesilmistir. Kesimi yapilan jel parcalari,
her bir kuyucuguna 6nceden 200’er ul ddH,O konmus 96 kuyucuklu V tabanli plaka
kuyucuklaria secilen yon ve kuyuya gore aktarilmis ve ardindan tripsinizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagcla Oncelikle amonyum bikarbonat ve asetonitril ile jel
parcalarindan boya uzaklastirilmistir (destaining). Daha sonra dithiothreitol (DTT) ile
rediikleme, iyodoasetamid ile alkilleme yapilmistir. Bu islemlerin ardindan her bir
kuyucuga 30 pl 50 mM amonyum bikarbonat iginde 150 ng tripsin (Promega) enzimi
koyularak, enzimin kendi kendini sindirmeden jele niifuz etmesini saglamak i¢in 4°C’de 1
saat bekletilmis ve enzimin jel-i¢i sindirim islemini gergeklestirebilmesi i¢in de gece boyu
37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra ekstraksiyon tamponu (%1 formik asit, %2
asetonitril) ile jel i¢cinde sindirilmis olan peptitler elde edilip temiz tiiplere alinarak ~20 pl
hacime diisene kadar SpeedVac cihazinda tutulmustur. Tripsinizasyon isleminin biitiin

basamaklar1 laminar akislh kabin icerisinde yapilmistir.

4.2.8. MALDI-TOF KUTLE SPEKTROMETRESI iCIN ORNEK HAZIRLAMA
VE OLCUM

Uygun bir sekilde yikanmis MALDI-TOF 6rnek yiikleme plakasinin (Waters) kuyucuklari
once saf su, daha sonra asetonitril ile temizlenmistir. Iyonlasmay1 saglayacak matriks
olarak kullanilmak {izere rekristalize edilmis alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHCA) matriks, mg basina 50 pl olacak sekilde matriks ¢oziicii tamponunda (%75

asetonitril, %0.1 trifloro asetik asit) ¢oziilmiistir. Temiz tiiplerde yaklasik 20 pl civar
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hacimde bulunan yiiklenecek peptit 6rneklerine matriks tamponu 1:1 oraninda eklenerek,

ornek ylikleme plakasinin kuyucuklarina 1,5 pl 3 tekrarli ylikleme yapilmistir.

MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonu, 6rnek yiikleme plakasinda bulunan
“Lock Mass” kalibrasyon kuyucuklarma yiiklenen ve molekiiler agirliklar1 bilinen bes
peptit karigimi ile yapilmistir (dis kalibrasyon). Bu amagcla, adrenokortikotropik hormon
(ACTH) 18-19, (Glul)-fibrinopeptit B (Glu-Fib), substance P, renin-14 ve anjiyotensin 1
peptitleri son konsantrasyonlar1 10-40 pikomol olacak sekilde stok ¢ozeltilerden 6rnek
¢oziicii tamponuyla seyreltilerek kullanilmistir. Yapilan Kalibrasyon sonrasi peptit karigimi

tekrar okunarak Sl¢timiin dogrulugu test edilmistir.

Tablo 4.1. MALDI-TOF kiitle spektrometresinin kalibrasyonunda kullanilan peptitler ve
kiitleleri

Peptidin adx Kiitlesi (Da)
ACTH 18-19 2465.1989
Glu-Fib 1570.6774
Substance P 1347.7360
Renin-14 1758.9326
Anjiyotensin 1 1286.6853

Tiim 6l¢timler Waters Micromass MALDI-TOF Kkiitle spektrometresinde reflektron pozitif
iyon modunda gergeklestirilmistir. Her bir 6rnege ait 3’er tekrarli kuyucuklardan elde
edilen spektrumlarin MassLynx 4.0 programinda ortalamasi alinip birlestirilmis (combine)

ve arkaplan ¢ikarimi (substract) islemine tabi tutulmustur (Sekil 4.5).
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4.2.9. PEPTIT KUTLE PARMAKIZi (PMF) iLE BiYOINFORMATIK ANALIZ

VE PROTEIN TANIMLANMASI

Yukarida belirtilen 6n islemlere tabi tutulduktan sonra elde edilen spektrumlardan peptit

kiitle/yiik (m/z) degerleri not edilmistir. Peptit kiitle parmakizi (PMF) ile protein

tanimlama analizinde Mascot programi kullanilarak SwissProt protein veritabaninda

tarama yapilmistir. MALDI-TOF spektrumlarindan elde edilen m/z degerleri Mascot

veritabaninda taranirken, orneklere oncesinde iyodoasetamid ile alkilleme yapildigi i¢in

sistein karbamidometillenmesi sabit modifikasyon olarak e¢ilmistir. Calismada kullanilan

hiicreler insan kaynakli oldugu igin taksonomi bdoliimiinde organizma Homo sapiens

(Human) olarak se¢ilmis, peptit tolerans1 £0.5 ile =1 Da araliginda tutulmus ve en fazla 1

kagirilan kesime (missed cleavages) izin verilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Mascot veritabaninda PMF analizi ile protein tanimlama parametreleri
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. IKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZi OPTIMiZASYON CALISMALARI

Proteomik ¢aligmalarda kullanilan materyalin tiirli, iki boyutlu jel elektroforezi igin
uygunlugu ve elde edilen protein miktar1 gibi parametreler son derece dnemlidir. Bu tiir
calismalarda en az ii¢ teknik tekrar yapilmasi 6nem arz ettiginden, ¢alismaya baslamadan
once materyalin proteomik ¢alismalara uygunlugu, protein miktarmin yeterliligi ve kalitesi,
yapilacak On ¢alismalar ve optimizasyon calismalar1 ile belirlenmelidir. Bu amagla,
oncelikle hangi uzunlukta IPG stribin daha uygun olacagini tespit etmek i¢in 7 cm ve 17
cm uzunlugunda stripler kullanilmis, jeldeki protein dagiliminin daha etkin oldugu goriilen
17 cm uzunlugunda IPG strip ile ¢aligmaya devam edilmesine karar verilmistir. Yapilan 6n
caligmalar ve optimizasyonlar sonucunda elde edilen temsili protein profil haritasi Sekil

5.1’de verilmistir.

Sekil 5.1. pH 3-10, 17 cm uzunlugunda IPG strip kullanilarak elde edilen protein profil
haritasi (optimizasyon sonrasi)
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52. 1IKi BOYUTLU JEL ELEKTROFOREZI iLE PROTEIN PROFIL
HARITALARININ OLUSTURULMASI

Optimizasyon calismalarinin ardindan, yontem bdliimiinde anlatildigi gibi hazirlanan ve
yeterli miktarda ¢ogaltilan insan prostat kanser hiicrelerinin her bir grubundan protein
izolasyonu gerceklestirilmigtir. Protein miktar tayini sonucunda her bir grup icin esit
miktarda protein igerecek sekilde IPG stripler hazirlanmis, poliakrilamit jellere yiiklenerek
her bir grup i¢in en az ii¢ protein profil haritasi olusturulmus ve bunlarin igerisinden
analize en uygun ig¢ teknik tekrar se¢ilmistir. Tiim gruplardan karsilastirmali analiz igin

secilen tiger protein profil haritalas1 Sekil 5.2’de verilmistir.
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L WT vs 51A-combines-mw-pl-10-spss-3 (Experi cked, Modified)

ORI

Sekil 5.2. Her dort gruba ait 2D-PAGE teknik tekrarlarinin PDQuest programina alindiktan
sonraki goriintiisii
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5.3.  PROTEIN PROFIL HARITALARININ PDQUEST 8.0.1 PROGRAMI ILE
KARSILASTIRMALI iFADE ANALIZLERI

Secilen protein profil haritalariin karsilastirmali analizleri PDQuest 8.0.1 programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Jellerin ham goriintiileri (toplam 4 x 3 = 12 jel) matchset
analizine hazir hale getirilmek tlizere PDQuest programinda esit boy/piksel degerlerine
sahip olacak sekilde ayarlanmis, akabinde filtreleme ve kirpma islemlerinden gegirilmistir.
PDQuest programindaki normalizasyon parametreleri i¢cerisinden mevcut ¢calisma ve analiz
edilecek jeller i¢in en uygun olan normalizasyon (total density in gel image) secilmis
(Sekil 5.3) ve PDQuest programinda serpme dagilim grafikleri (scatter plot) ile
normalizasyonun uygunlugu dogrulanmigtir. Her bir grubun diger gruplarla

karsilastirilmasindan elde edilen alt1 adet serpme dagilim grafigi Sekil 5.4 ve Sekil 5.5’de

verilmistir.

(Ll Normalize - WT vs 51A-combines-mw-pl-10-spss-3

[%] Enable: Homalization

Mormalization b ethod Scaling

™ Total quantity in Analwsis set ﬂ {# PP [ 1000000)

™ Total quantity of valid spots ™ Percent (x 100)

¢ Total density in gel image " Mo scaling [= 1]

™ Specified value ™ User specified scale

™ Mean of log ratios ’7 Ii

™ Local regreszion model [LOESS]

tultichatinel Gel Momalization

[15pot to spot nomalization based on internal standards

tdember Information

GelImage Mame Pixel Caunt Toatal Density |
WT-1527-1 724448 519455872 ﬂ
WT-1:527-2 724449 520725925

WT-1527-3 724448 477041 28

WT-1781-1 724449 441731136

WT-1781-2 724448 590091712

WT-1781-3 724449 506550445

S1A-1527-2 724449 281205064 j

O N P

Sekil 5.3. Karsilastirmali jel analizleri icin PDQuest programinda kullanilan normalizasyon
cesitleri ve secilen normalizasyonun gosterimi
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Sekil 5.4. Calisma gruplar1 arasindaki eslesen spot yogunluk verilerine gore olusturulmus serpme ¢izim grafikleri.

A: WT 1527 ve WT 1781 arasinda, B: WT 1527 ve 51A 1527 arasinda, C: WT 1527 ve 51A 1781 arasinda. Her bir nokta, iki grup arasinda
eslesen her bir spotun 3 teknik tekrarinin ortalama yogunluk degerini ifade etmektedir. Kirmizi ve mavi ¢izgilerin disinda kalan noktalar, iki grup
arasinda ifadesi en az iki kat artan veya azalan protein spotlaridir
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Sekil 5.5. (devam) Calisma gruplar1 arasindaki eslesen spot yogunluk verilerine gore olusturulmus serpme ¢izim grafikleri.

D: WT 1781 ve 51A 1527 arasinda, E: WT 1781 ve 51A 1781 arasinda, F: 51A 1527 ve 51A 1781 arasinda. Her bir nokta, iki grup arasinda
eslesen her bir spotun 3 teknik tekrarinin ortalama yogunluk degerini ifade etmektedir. Kirmizi ve mavi ¢izgilerin disinda kalan noktalar, iki grup
arasinda ifadesi en az iki kat artan veya azalan protein spotlaridir
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Kargilagtirmal1 analizler sonucunda her grubun tiim teknik tekrarlarinda bulunan ve
dogrulanan toplam 363 spot eslesmesi (otomatik olarak eslesen ve manuel olarak

eslestirilen spotlar) goriilmiistiir (Sekil 5.6).

[D;"'|_QQ|'°'°°'|@ B’Hi 3 |ﬁ |II|

13
W o

(25.0,2.80

-7 B Fg 5 O

Mepl DRl A B m

Match symbols (matched: 356 um'rl.atched 16) r
1

b0, 7 60

ﬁr;?-m% BEN

atch symibols [matehed: 3281 ummatehed: ID)

A |:|m ' ; fmﬁanj% - R .
E Brpl o % E . Mr,pl 7 MrpI

B el
Match sym]:o]s (matched 6 unm.atched ?) ’ Match syrbols (matched: 385 unmatche 8)" Matc}\ symthols [matche 78 unmalc}\ed 23)‘.l r
5 i 3 ; 5 ;

Sekil 5.6. Dort grubun tiim teknik tekrarlari dahil edilerek yapilan karsilagtirmali matchset
analizlerinde tiim jellerde eslesen protein spotlari
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54. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Eslesen 363 spot i¢in her bir grubun ii¢ ayri replikasina ait protein yogunluk degerleri
PDQuest programindan xml formatinda alinarak SPSS 13.0 programinda %95 giiven
araliginda (p < 0.05) ANOVA analizi gergeklestirilmistir. Ayrica varyans homojenligini
test etmek icin Levene testi kullanilmis ve p degerleri bu sonuglara gore secilmistir.
ANOVA testinde esit varyans varsayimi i¢in Tukey, esit olmayan varyans varsayimi i¢in
Tamhane's T2 karsilastirma testleri kullanilmigtir. Ayrica, yogunluk degerleri logaritmik
transformasyon yapilarak da istatistiksel analizlere tabi tutulmus, ifade farkliligi acikca
goriilen bazi protein kiimeleri logaritmik diizeltmeden Once istatistiksel olarak anlamli
goriilmezken, logaritmik diizeltme sonrasi ifade farkliliklar1 anlamli bulunmus ve tim

sonuglar birlestirilmistir.

Gergeklestirilen istatistiksel analizler sonucunda, tiim jellerde eslesen toplam 363 protein
spotundan 56 tanesinin protein ifadesinin herhangi iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli artig-azalis gosterdigi belirlenmistir. Bahsedilen 56 spot igin istatistiksel verilerin

ayrintilart Tablo 5.1°de verilmistir.
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Tablo 5.1. istatistiksel analizler sonucunda protein ifadesinde anlamli artig/azalis tespit edilen protein kiimeleri ve p degerleri

Gruplar 12 [2502] 3v4 | 0,027 2v3_| 0017 v4__| 0,020
Spot | SSP | aras P 13| 2507 | 2v3__| 0,048 29 | 5306 [ 2v4_ [ 0007 2v4_| 0,028
No | No | anlamh | degeri 14 | 2605 | 1v2 | 0,026 30 | 5307 | 1v4 | 0,014 45 | 6608 | 3vd | 0,046
fark” 15_| 2607 | 2v3__| 0,085 v4__| 0,004 v4 | 0,004
L 1306 | 1v3 | 0049 16| 3809 | 1v2__| 0,046 31 [5308 [ 2v4_ | 0018 46 | 6609 | 2v4 | 0050
2_[1203| s3v4 ] 0007 17 | 4004 | 2v3__| 0,031 v2__| 0,006 v | 0002
lvs | 0014 v | 0,011 32 | 5401 [ 2v4 [ 0,006 v3 | 0012
2v3 | 0,011 2v3__| 0,019 33 | 5405 | 2v4_ | 0,035 47 _[6610| 2v4 [ 0,046
8 [1206| sv4 ] 0005 18 | 4104 [ 2v4 | 0,004 34| 5414 | 2vd | 0,012 48 |6701| 1v4 | 0014
v3 | 0,000 19 [4109| 2v3 | 0023 35 | 5507 | 2v3 | 0,047 49 | 7001 | 2v4 | 0,046
2v3_ | 0,010 vd__| 0,047 lv4__| 0,019 50 |7603| 2v4 | 0,010
4 113051 s3v4 | 0,003 20 | 4502 [ 2v4_ | 0,006 36 [5701 [ 2v4_ | 0005 1v3 | 0,040
2v4_ | 0,041 21 [ 4511 2v& | 0,016 37 | 5711 | 2v4 | 0,024 2v3 | 0,008
5 [1422) sv4 ] 0011 22| 4604 | 2vd | 0,028 v3__| 0,007 51 |8010| 3v4 | 0018
lva | 0,000 v4__| 0,001 2v3__| 0,003 lva | 0035
2vd | 0,000 2v4 | 0,001 38 [ 6001 [ 3v4 | 0001 52 |3402 | 3v4 | 0035
6 |1603] svd | 0007 23 | 4607 [ 3v4 | 0007 39 | 6206 | 1v4 | 0038 v3 | 0,013
7 118041 2v4 | 0048 v2__| 0,048 40 [ 6208 | 1v2__| 0,050 53 [4112| 2v3 | 0002
vz | 0017 24 | 4704 [ 2v4__[ 0029 v4__| 0,022 54 [4301]| 2v4 | 0047
2v3 | 0,014 v | 0,011 41 [e6406 [ 2v4 | 0,040 55 | 5808 | 1v2 [ 0,035
8 12103 2v4 | 0023 25 | 5002 [ 2va__ | 0037 42_| 6407 | 1v4__| 0,045 56 [6005] 2v4 [ 0020
lva_ | 0,013 26| 5008 | _1v4 | 0,004 v2__| 0,004
2v4 | 0,040 1v3_ | 0,029 1v3__ | 0,000
9 [2407] 3v4 | 0026 27 | 5103 | 1v4 | 0,005 lv4 | 0,034
1v3 0,003 2va 0,009 43 | 6409 [ 3va 0,012
10 2409 | 2v3 | 0025 28 | 5205 [ 3v4 | 0,028 44 | 6503 | 2v3 | 0,043
11_| 2410 | 3v4__| 0,029
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Gergeklestirilen analizler sonucunda herhangi iki grup arasinda protein ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli artig/azalis gosteren 56 protein spotu (Sekil 5.7) jellerden

kesilerek yontem boliimiinde agiklandigr sekilde tripsinizasyon islemine tabi tutulmustur.

Sekil 5.7. Analizler sonucunda en az 2 grup arasinda protein ifadesinde istatistiksel olarak
anlamli degisim (artis/azalis) gosteren 56 protein spotunun referans jel {izerinde
numaralandirilarak gdsterimi

5.5. PEPTIT KUTLE PARMAKIZi (PMF) ILE BiYOINFORMATIK ANALIZ
VE PROTEIN TANIMLANMASI

Tripsinizasyon sonucunda 56 protein spotundan elde edilen peptitler ii¢ tekrarli olarak
MALDI-TOF plakalarina yiiklenereck MALDI-TOF MS ile analiz edilmis ve PMF
analizleri ile (Sekil 5.8) 56 spotun 12’sinden toplam 17 protein tanimlanmustir (Tablo 5.2).
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Mascot Score Histogram

Protein score 1s -10*Log(P), where P s the probability that the observed match 1s a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

Concise Protein Summary Report

Concise Protein Summary Help

Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits 50

Preferred taxonomy All entries v

| ReSearchAll | | Search Unmatched |

1.  6BGL HUMAN  Mass: 27815 Expect: 0.00045 [Matches: § |dmmmmmmm—

6-phosphogluconclactonase OS=Homo sapiens GN=PGLS PE=1 SV=2

XRCC3 HUMAN Mass: 38282 Score: 35 Expect: 7 Matches: 3

DNA repair protein XRCC3 OS=Homo sapiens GN=XRCC3 PE=1 SV=1

RAB20 HUMAN Mass: 26602 Score: 28 Expect: 34 Matches: 2

Ras-related protein Rab-20 OS=Homo sapiens GN=RAB20 PE=1 SV=1

RPR1A HUMAN Mass: 35926 Score: 24 Expect: 83 Matches: 2

Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein 1A OS=Homo sapiens GN=RPRD1A PE=l1 SV=l
OCC1 HUMAN Mass: 6460 Score: 20 Expect: 1,9e+02 Matches: 1

Overexpressed in colon carcinoma 1 protein OS=Homo sapiens GN=0CCl PE=1 SV=2

2. GUC1C HUMAN Mass: 23864 Score: 43 Expect: 0.97 Matches: 3
Guanylyl cyclase-activating protein 3 OS=Homo sapiens GN=GUCALC PE=1 SV=3
KRTE83 HUMAN Mass: 55928 Score: 22 Expect: 1.4e+02 Matches: 2
Keratin, type II cuticular Hb3 OS=Homo sapiens GN=KRTE3 PE=1 SV=2

Sekil 5.8. Mascot veritabaninda PMF analizi ile protein tanimlanmasi

43



Tablo 5.2. Peptit kiitle parmakizi (PMF) ile tanimlanan proteinler ve ayrintili bilgileri

Spot Teorik Gozlenen Erisim No Protein Adt Gen Ad1 ariln;gﬁ;h Kat Mascot | Protein Sekans
No Mw/pl Mw/pl $ . artisi Skoru Ortiisme (%)
fark
12 51.7/4.71 49.0/5.26 P13489 Ribonuclease inhibitor RNH1 4v3 1,21 73 20%
13 48.2/5.63 50.7/5.64 Q8NBS9 Thioredoxin domain-containing protein 5 TXNDC5 3v2 2,40 58 19%
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa 0
14 66.0/5 65.9/5.57 P30153 regulatory subunit A alpha isoform PPP2R1A 1v2 1,78 66 11%
R, - — UBA1 (542,9
16 118.8/5.49 126.1/5.9 p22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 1v2 0) 86 13%
17 17.3/5.83 19.3/6.48 P15531 Nucleoside diphosphate kinase A NME1 2v3 1,33 62 29%
095336 1v4 2,19
18 27.8/5.7 27.8/6.41 6-phosphogluconolactonase PGLS 2v3 1,79 76 27%
2v4 2,43
21 53.4/5.83 57.5/6.57 P23381 Tryptophanyl-tRNA synthetase WARS 4v2 1,78 61 15%
22 60.8/5.8 63.5/6.55 P17987 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1 4v1 1,46 66 14%
28 33.3/6.99 30.3/6.99 P57076 Uncharacterized protein C210rf59 C21o0rf59 gg 123 56 25%
28 29.8/6.15 30.3/6.99 P25786 Proteasome subunit alpha type-1 PSMA1 j’;g 12? 56 17%
44 47.4/7.01 50.3/7.34 Q6GMP2 Alpha-enolase ENO1 2v3 1,34 95 23%
44 47.3/7.59 50.3/7.34 P13929 Beta-enolase ENO3 2v3 1,34 74 19%
46 59.6/6.39 58.3/7.43 P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G6PD ix; igg 63 13%
. 1v4 1,10
52 42/5.29 45.5/5.90 Q96HG5 Beta-actin ACTB 3va 110 108 23%
. 1v4 1,10
52 42.1/5.31 45.5/5.90 P63261 Gamma-actin ACTG1 3va 110 108 23%
. . 1v4 1,10
52 42.3/5.23 45.5/5.90 P68032 Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC1 3va 110 58 12%
52 423/5.23 45 5/5 90 P68133 Actin, alpha skeletal muscle ACTAl 1v4 1,10 58 12%
3v4 1,10
*Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

WT-1527 WT-1781 51A-1527 51A-1781
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Sekil 5.9. Tamimlanan proteinlerin spot numaralari, her bir gruba ait jellerde gosterimleri, isimleri ve yogunluk bar grafi ortalamalar
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Ag analizleri ve aciklamalari, giinlimiizde gittikce 6nem kazanan sistem biyolojisi i¢in
onemli araclar durumundadir. Bu analizler genlerin ve proteinlerin birbiri ile iliskilerini,
hiicre i¢indeki ve hiicreler arasindaki karmasik iliskileri 6zetlemek i¢in kullanighidirlar ve
yeni ilag kesfi hedefleri i¢in 6nemli ipuclari saglayabilirler. Bu tez ¢caligmasi ile tanimlanan
proteinlerin birbirleri ile iligkisinin ve tahmini sinyalizasyon aglarinin belirlenmesi amaci
ile STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes) veritabani1 kullanilmistir
(64). Bu agda her bir kiire proteinleri, ¢izgiler proteinler arasindaki tahmini fonksiyonel
iliskiyi, ¢izgi sayisi ise proteinler arasindaki tahmini fonksiyonel etkilesimin giiclinii ifade

etmektedir.

Analiz sonucunda genlerin iki ana merkezde (hub) toplandig1 goriilmiistiir (Sekil 5.10).
“Proteasome subunit alpha type-1” proteininin (PSMAL) diger proteazom iligkili proteinler
ile kuvvetli baglar1 dikkat ¢ekmistir. Proteazom inhibitorlerinin kullanimi gesitli kanser
tedavileri i¢in onaylanmis oldugundan, PSMA1 ve iligkili oldugu diger proteazom iliskili
proteinlerin yeni ilag kesfi i¢cin 6nemli birer hedef teskil edebilecegi diistintilmektedir.
NME!’nin hem proteazom iliskili protein ailesiyle hem de enolaz ailesiyle komsulugu ve
ortak ifadesi goriilmiistiir. NME ailesine ait proteinlerin hiicre adezyonu, hiicre gogii ve
farklilagsmasi, mikrotiibiil polimerizasyonu, sinyal iletim yolu, histidin bagimli
fosforilasyon, tiimér hiicre sekli ve apoptoz gibi birden fazla biyolojik siiregte rol oynuyor
olmasi bu fonksiyonel etkilesimi agiklamaktadir. STRING analizi sonucunda aktin tipleri
ile enolaz tipleri arasinda giiclii sinyal aglar1 gbzlenmistir. Enolaz ve aktin’in kanser
hiicrelerinin anormal metabolizmasinda rol oynadigi bilinmektedir. Aktin ve enolaz
gruplart ile ayn1 merkezde toplandig1 gézlenen TCP1, bir molekiiler saperon olup, aktin ve

tiibiilin katlanmasinda rol oynadig: bilinmektedir.
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Sekil 5.10. 1781 ve 1527 ile muamele edilen PC-3 hiicrelerinde proteinler arasindaki
tahmini sinyalizasyon aglart.

Tanimlanan proteinlerin sinyalizasyon aglart STRING veritaban1 araciligiyla analiz
edildikten sonra her bir proteinin ait oldugu protein siniflarin1 belirlemek amaci ile Gen
Ontoloji Referans Genom Projesi'nin bir parcasit olan ve proteinlerin yiiksek verimli
analizini kolaylasgtirmak amaciyla proteinleri (ve onlarin genlerini) simiflandirmak igin
tasarlanmis olan PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)
simiflandirma sistemi kullanilmigtir. GO (Gen Ontoloji) veritabanlarindaki fonksiyonel
bilgileri kullanarak, tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyonlari, dahil olduklari
biyolojik siiregler, protein simiflari ve goérev alinan yolaklar belirlenmistir (65-67).
Smiflandirilan proteinler, elde edilen veriler 1s181inda Micosoft excel uygulamasi ile yiizde
oranlarm1 da yansitacak sekilde pasta grafiklerine doniistiiriilmiistiir. Her bir

simiflandirmaya ait pasta grafigi Sekil 5.11-14’de verilmistir.
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Molekiiler Fonksiyon

Baglama: RNH1

| Katalitik aktivite: ENO1, ENO3, UBA1,
G6PD, WARS, PGLS, PPP2R1A, NME1,
TXNDC5

" Niikleik asit baglama transkripsiyon faktor
aktivitesi: RNH1

¥ Protein baglama transkripsiyon faktor
aktivitesi: RNH1

B Yapisal molekiil aktivitesi: ACTB, ACTAI,
ACTC1, ACTG1

Sekil 5.11. MALDI-TOF MS ile tanimlanan proteinlerin GO (Gene Ontology) analizi ile
molekiiler fonksiyonlarina gére siniflandirilmasi (65-67)

B Apoptotik siire¢ : NME1

BlyOIOJ ik Sure(; B Biyolojik regiilasyon: NME1

5,7% B Hiicresel bilesen organizasyonu veya
biyogenez: ACTB, ACTG1, ACTAL,

u ﬁgc-:l;gs]él siirec: UBA1, ACTB,
ACTAL, ACTC1, NME1, TXNDCS5,

L é&g&% siireci: ACTAL, ACTGI,
ACTC1, NME1

® Bagisiklik sistemi siireci: RNH1

= Lokalizasyon: ACTB, ACTG1,
ACTA1, ACTC1

= Metabolik siire¢: ENO3, TCP1, UBAI

Uyariya cevap verme: RNHI1, TXNDCS5

Sekil 5.12. MALDI-TOF MS ile tanimlanan proteinlerin GO analizi ile dahil olduklar
biyolojik siireglere gore siniflandirilmasi (65-67)
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Protein Sinifi

B Saperon : TCP1

B Hiicre iskelet proteini : ACTB, ACTALI,
ACTC1, ACTG1

® Hidrolaz: PPP2R1A, PGLS

B Ligaz: UBA1, WARS

B Liyaz: ENO1, ENO3

B Niikleik asit baglama: RNH1

® Oksidorediiktaz: G6PD

= Fosfataz: PPP2R1A

Transkripsiyon faktorii: RNH1

B Transfer / tagtyici protein:UBA1

Sekil 5.13. MALDI-TOF MS ile tanimlanan proteinlerin GO analizi ile protein siniflarina
gore siniflandirilmasi (65-67)
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® Kadherin sinyal yolagi: ACTB,
ACTAL, ACTC1, ACTG1

B De novo pirimidin
Gorev Alinan Yolaklar deoksiriboniikleotid biyosentezi:

NME1 o )
B De novo piirin biyosentezi: NMEI

B De novo pirmidin
riboniikleotidlerin biyosentezi:

NME1
¥ Integrin sinyal yolagi: ACTB,

ACTG1

B Alzheimer hastalig1 - presenilin
yolagi: ACTB, ACTAL, ACTC1,

ACTG1
® Ubikitin proteazom yolagi: UBAI

m Kemokin ve sitokin sinyal yolu
araciligiyla enflamasyon: ACTB,

ACTAL, ACTC1, ACTG1
¥ Huntington hastailglz ACTB,

ACTA1, ACTC1, ACTG1

B Whnt sinyal yolu: ACTA1, ACTC1

m Glikoliz: ENO1

¥ Parkinson hastaligi: PSMA1

FGF sinyal yolu: PPP2R1A

DNA replikasyonu: RNH1

Rho GTPaz tarafindan hiicre
iskeleti diizenlemesi: ACTB,

ACTAL, ACTC1, ACTG1
Nikotinik asetilkolin reseptor

sinyal yolagi: ACTB, ACTALI,
ACTC1, ACTG1

Sekil 5.14. MALDI-TOF MS ile tanimlanan proteinlerin GO analizi ile gorev aldiklari
yolaklara gore siniflandirilmasi (65-67)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Yeni sentezlenmis bir polipeptit zincirinin biyolojik olarak aktif proteinlere doniisebilmesi
icin Katlanarak ve translasyon sonrasi modifikasyonlara ugrayarak 6zgiil li¢ boyutlu yap1
kazanmasi gerekmektedir (2). Fosforilasyon, glikozilasyon, ubikitinasyon, nitrozilasyon,
metilasyon, asetilasyon, lipidasyon ve proteoliz gibi siiregleri igeren bu modifikasyonlar
normal hiicre biyolojisi ve patogenezini hemen hemen her yoniiyle etkiledigi gibi,
proteomun fonksiyonel c¢esitliligini de artirir. Bu nedenle, hastaliklarla iligkili proteinleri
tanimlamak, onlarin translasyon sonrasi modifikasyonlarini belirlemek ve anlamak hiicre

biyolojisi ¢alismalarinda, hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde 6nem arz etmektedir.

Homeostaziyi koruyan, hiicre gogalmasi, biiytimesi, farklilasmasi ve gelisimini diizenleyen
temel hiicresel bir siire¢ olan protein sentezinin, sentez sonrasi katlanmanin ve
modifikasyonlarin kontrolii ER tarafindan saglanir. Bu kontrol son derece dnemli olup,
ER’de katlanmamis proteinlerin birikmesiyle olusan ER stresin ve strese cevap
yolaklarinin diyabet, obezite, otoimmiin hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar ve kanser
dahil olmak iizere pek ¢ok hastalikta aktif oldugu belirlenmistir (68). ER stres durumunda
hiicresel adaptasyonun, ¢esitli sinyal iletim yollar1 ve bu yollarda gorevli bilesenleri igeren
UPR’nin aktivasyonu ile saglandigi bilinmektedir. Ancak ER stres durumunda tetiklenen
bu hiicresel yolaklar1 ve bunlarin birbirleriyle olan etkilesimlerini igeren bu karmasik
bulmaca, giiniimiize kadar yapilan arastirmalarla tam olarak c¢oziilebilmis degildir.
Hiicresel yolaklarin tanimlanmasinda ER stresin yaninda strese cevap proteinleri de son
derece Onemlidir. Hiicreler, dengenin bozulmasi durumunda hiicreyi normal yasam
kosullarina dondiirebilmek i¢in stres proteinlerinin ifadesini arttirir. Ancak her hiicresel
stres durumunda ayni stres proteinleri ayni diizeyde aktif olmamaktadir. Farkli patolojik

durumlar kendine 6zgii farkl sinyal yollarinin tetiklenmesini saglamaktadir (69).

Son yillarda kanser alaninda yapilan arastirmalar ER Stres ve UPR’nin ¢esitli timorlerde
yiiksek derecede uyarildigini, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi ve anti-kanser tedavilere
direnci ile yakindan iliskili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Boylece malignitede aktive olan
veya baskilanan UPR bilesenlerini tanimlamak ve UPR’yi hedefleyerek yeni kanser tedavi

potansiyellerini kesfetmek 6nemli arastirma konular1 haline gelmistir (18, 30, 34, 70-73).
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Dolayisiyla, kanser gibi ER stres iligkili hastaliklarla miicadelede UPR bilesenlerinin ve
sinyal yollarimin hedeflenmesi iyi bir tedavi stratejisi olabilir (49).

Pek ¢ok hastalik gibi kanser de, protein sentezinin anormal diizenlemesinin sonucudur ve
yolunda gitmeyen bir translasyonel kontrol ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle
translasyonel kontroliin molekiiler temellerinin ve mekanizmasinin derinlemesine
anlasilmasi 6nemlidir. UPR’nin ii¢ sinyal yolundan biri olan PERK, elF2a fosforilasyonu
ile translasyonel kontrolden ve genel protein sentezinin durdurulmasindan sorumludur.
PERK’in e¢IF2 o’y1 fosforillemesi ile translasyon baslama kaskadindaki ilk kritik adim olan
elF2-GTP-tRNAIMet i¢lii kompleksinin olusumu engellenir ve boylece genel protein
sentezi durdurulur. Translasyon baglangicinin aktivasyon mekanizmasimin ve sinyal
yollarinin bilesenleri, kanser tedavisi i¢in iyi hedefler olustururlar. Bu bilesenlerin daha
detayli anlagilmasi, gelecekte yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine olanak saglayacaktir
(68).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, daha once Harvard Tip Fakiiltesi’'nde NIH projesi
kapsaminda gergeklestirilen ve yaymlanan (18) genomik ve transkriptomik verileri
tamamlayacak nitelikte proteomik yaklagimlar kullanilarak, elF2-GTP-tRNAiMet
translasyon baglangi¢ tiglii kompleksi hedefli ila¢ adayr molekiillerin neden oldugu
molekiiler mekanizmalar hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi saglanmistir. Western Blot
uygulamalarindaki gibi tek bir proteinin degil, yiizlerce proteinin ifadesinin ayni anda
analiz edilebilmesine izin veren iki boyutlu jel elektroforezi ile protein profil haritalari
olusturulmus ve Kkarsilastirmali analizleri gergeklestirilmistir. Eslesen tiim spotlar
icerisinden protein ifadesinde en az iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilen 56 protein spotu jellerden kesilerek ve peptit izolasyonu gergeklestirilerek protein
tanimlanmasi i¢in MALDI-TOF analizlerine tabi tutulmustur. Mevcut 56 spotun 12’sinden
metabolizma, transkripsiyon, sinyal iletimi, proteoliz, apoptoz ve protein katlanmasi gibi
cesitli biyolojik siiregler ile baglantili toplam 17 protein tanimlanmistir (Tablo 5.2).
Boylece, hiicreye uygulanan kimyasal molekiil elF2a fosforilasyonunun yaninda hangi
proteinlerin ifadelerini artirmakta ya da azaltmaktadir sorusuna cevap aranmis, bu
proteinlerin gorevleri, kanser ile iligkileri ve uygulanan kimyasal molekiiliin bu proteinler

tizerindeki olas1 etkileri tartigilmistir.
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Tablo 6.1. Tanimlanan proteinlerin gen isimleri, kanserle iliskileri ve gruplar arasi kat
artislari

Spot | Gen Ad1 Kanser Gruplar | Kat
No arasi artisi
anlamh
fark*
12 RNH11 ! 4v3 1,21
13 TXNDC57 | 1 3v2 2,40
14 PPP2R1AT | 1 1v2 1,78
16 UBA1? 1 1v2 (542,9:0)
17 NME11 ? 2v3 1,33
18 PGLS?T 1 1v4 2,19
1 2v3 1,79
1 2v4 2,43
21 WARS? ! 4v2 1,78 *Grup:
22 TCP11 1 4vl 1,46 1 ' WT-1527
28 C2lorf591 | ? 4v2 1,98
2 4v3 1,67 2 WT-1781
28 PSMA11 1 4v2 1,98 3 51A-1527
1 4u3 161 4 |51A-1781
44 ENO11 ? 2v3 1,34
44 ENO31 ? 2v3 1,34
46 G6PD? 1 4v1 2,44
1 4v2 1,58
52 ACTB? 1 1v4 1,10
1 3v4 1,10
52 ACTG11 1 1lv4 1,10
1 3v4 1,10
52 ACTC1? 1 1lv4 1,10
1 3v4 1,10
52 ACTA1? 1 1lv4 1,10
1 3v4 1,10

12 no’lu spottan tanimlanan “Ribonuclease inhibitor” RNH1 geni tarafindan kodlanan bir
protein olup, anjiyogenez inhibitoriidiir. Bilindigi gibi anjiyogenin (ANG), hiicre
biiylimesini ve hayatta kalmasini tesvik eder. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla ANG’nin
biyolojik aktivitelerine anjiyogenezi tesvik etmesi de eklenmistir. Anjiyogenez solid timor
biiylimesi ve metastazi i¢in gereklidir. Anyijogenez-bagimli solid timor gelisimi
diistintildiigiinde anti-anjiyogenik gen terapileri onemli yan etkileri olmadan tiimor
bliylimesinin ve metastazin simirlandirilmasinda 6nemli ve giiclii bir islem olarak
goriilmektedir (74). Biiyiime kosullar1 altinda ANG c¢ekirdege geger ve cekirdekcikte
birikerek ribozomal RNA (rRNA) transkripsiyonunu uyarir. Stres durumunda ise

sitoplazmik bdlmelerde birikir ve hayatta kalma mekanizmasinda protein translasyonunu
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yeniden diizenleyen “t-RNA’dan tiiretilmis stresle-uyarilan kiiciik RNA (tRNA-derived
stress-induced small RNA, tiRNA)” larin iiretimine aracilik eder (75, 76). Stres altindaki
hiicrelerde ¢ekirdekteki ANG, enzimatik aktivitenin inhibisyonuna ve gereksiz ribozomal
RNA (rRNA) iiretimine engel olarak anabolik enerji tasarrufu saglamak tizere RNH1 ile
iliski igerisindedir. RNHI1’in knockdown edilmesi ile ANG’nin stres-kaynakli yer
degistirmesinin bozuldugu ve dolayisiyla hiicre biiyiimesinin ve hayatta kaliminin azaldig
gorilmistiir. Dolayisiyla RNH1’nin 6nemli bir rolii ANG’nin hiicresel lokalizasyonunu

diizenlemek, boylece hiicre biiylimesini ve hayatta kalmasini kontrol etmektir (76).

Son yillarda yapilan pek ¢ok calisma ile riboniikleaz inhibitoriin kanser gelisimini
baskilayic1 bir rol oynadigmi gosterilmistir. Ifadesi artan riboniikleaz inhibitdriin
melanoma gelisimini inhibe ettigini gosteren calismalarin yaninda, ifadesi azaltildiginda
mesane kanser hiicre biiylimesinin anlamli bir sekilde arttifini gdsteren caligsmalar da
mevcuttur. Dolayisiyla riboniikleaz inhibitoriin  yukarida bahsedilen anjiyogenez
diizenleyici etkisinin yaninda biliylime ve metastazin baskilanmasini igeren anti-timor bir

etkisinin de oldugu ve tedavi edici hedef bir protein olarak onemli olabilecegi

belirlenmistir (77-79).

Bizim ¢alismamizda RNH1, 51A-1781 hiicrelerinde 51A-1527 hiicrelerine gore 1,2 kat
daha fazla bulunmustur. Anti-kanser aktivite gosteren 1781’in eklendigi hiicre hattinda
inaktif 1527 eklenmis hiicrelere gore RNH1 in ifadesinin artmasi, 1781’in dolayl yoldan
da olsa hiicre sag kalimina pozitif bir etki gosterdigini diislindiirmektedir. Benzer bir ifade

farkliligina diger hiicre hatlar1 arasinda rastlanmamustir.

13 no’lu spottan tanimlanan “Thioredoxin domain-containing protein 5 (TXNDC5)”, diger
adr ile “Endoplasmic reticulum resident protein 46” son yillarda kesfedilmis bir protein
olup, yeni bir ER bileseni ve thioredoxin ailesi liyesi olarak tanimlanmig, ayrica PDI
benzeri aktivitesi oldugu belirlenmistir (80, 81). TXNDC5 gen ifadesi hipoksi tarafindan
indiikklenir ve roliiniin  hipoksik  hiicreleri apoptozdan korumak olabilecegi
diistinilmektedir. Hipoksi tarafindan uyarilan TXNDC5, ekspresyonu, hiicre
proliferasyonu ve anjiyogenezi tesvik eder. Bilindigi gibi, artan hiicre c¢ogalmasi,
anjiyogenez ve hipoksi, tiimor dokularinin baslica 6zellikleridir. Son yillarda yapilan pek

cok calisma timor hiicrelerinin apoptozu engelleme mekanizmalarindan birinin de
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TXNDCS proteinin ifadesinin artiritlmast oldugunu, TXNDCS5’in tiimor hiicrelerinin
proliferasyonuna ve goglerine katki saglayan timor arttirict bir gen olarak hareket ettigini,
serviks kanseri, 6zofagus kanseri, karaciger kanseri ve kolorektal kanser riskine duyarl
oldugunu gostermektedir (82, 83). Protein katlanmasi ve saperon aktivitesine katilan
TXNDCS5’in asir1 ekspresyonu pek ¢ok malign tiimorde bildirilmis, yapilan proteomik
calismalarda TXNDCS5’in ifadesinin kanserli dokularda normal dokulara gore anlamli
sekilde arttig1 gdosterilmis ve potansiyel bir biyobelirteg olarak kanser tespiti ve

miidahelesinde kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (84, 85).

Bulgularimizda TXNDCS protein miktar1 grup 3 (51A-1527)’de grup 2 (WT-1781)’ye
gore yaklasik 2,5 kat fazla bulunmustur. 51A grubu hem fosforillenemeyen/mutant grup
oldugu i¢in hem de inaktif bilesikle muamele edildiginden, yani fosforilasyonu zorlayan
hicbir ajan igermediginden bu fark mantiklidir. Yaban tip WT’da ise fosforilasyon
gerceklesecek, tstelik de eklenen aktif (anti-kanser) bilesik 1781 da bu fosforilasyonu bir
elF2a kinaz olan HRI'y1 aktive etmek ve boylece elF2a’y1 fosforile etmek sureti ile
artiracak, bunun sonucunda protein sentezinin se¢ici inhibisyonu gerceklesecektir. Yapilan
caligmalarla kanser gelisimine katkida bulundugu ortaya konan TXNDCS5’in protein
ifadesinin anti-kanser bilesik eklenen hiicre grubunda inaktif bilesik eklenen hiicre grubuna
gore daha az olmasi literatiir ile uyumludur ve ekledigimiz anti-kanser bilesigin

TXNDCS5’in ifadesini diisiirecek yonde olumlu bir etki gosterdigini diisliindiirmektedir.

14 no’lu spottan tanimlanan “Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory
subunit A alpha isoform (PPP2R1A)” proteini, dort ana serin/treonin fosfatazdan biridir.
Hiicre biiyiimesi ve boliinmesinin negatif kontroliinde gorev almasinin yaninda, kinazlarin
ve fosforilazlarin etkilerine karsi dogrudan etkileri oldugundan birgok sinyal iletim
yolunda 6nemli rolleri bulunmaktadir. PPP2R1A geni metabolizma, DNA replikasyonu,
transkripsiyon, translasyon, hiicre dongiisii 