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OZET

Zeki, 0.C. Ankaferd Hemostat' in MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hattina Etkisinin Proteomik
Analizlerle incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Analitik Kimya
Programu Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Giinimuzde tedavisi en zor olan ve 6limcl
hastaliklarin basinda gelen kanserle ilgili cok sayida arastirma gerceklestiriimektedir. Bu
arastirmalardan biri olan omik tekniklerden proteomik analizler; kanser, protein diizeyinde
incelenerek kanser hastaliginin olusum mekanizmasi, teshis ve tedavisi ile ilgili mevcut klinik
calismalara destek olunmasinin yani sira yeni alternatiflere 1sik tutmaktadir. Bu tez calismasi,
MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin Ankaferd Hemostat (ABS; Ankaferd Blood Stopper®) ile
farkl stirelerde muamele edilmesi sonucunda, ABS ile muamele edilmemis (kontrol, C grubu)
ve ABS ile muamele edilmis hiicrelerde (islenmis, T grubu) gerceklestirilen karsilastirmali
proteomik calismalar yapilmistir. Boylece ABS’ nin etkisi, MCF-7 meme kanseri hiicre hattina
in vitro olarak uygulandiktan sonra molekdiler diizeyde incelenmistir. Bu ¢alismada, C ve T
gruplarina ait proteinler iki boyutlu jel elektroforez ile ayrilmistir. ABS uygulandiktan sonra
azalan veya artan miktarlarda ifade edilen proteinler imaj analizi calismalari yapilarak tespit
edilmistir. C ve T gruplarinin karsilastirilmasi sonucunda nicel olarak en az 2 kat farklilasmis
olan proteinler, matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon, ugus zamanh kitle
spektrometrisi (MALDI-TOF/TOF-MS) ile analiz edilmis ve peptid dizileme calismalari ile
tanimlanmistir. Tanimlanan proteinler, veri bankalari yardimiyla taranmig ve fonksiyonlari ile
protein-protein etkilesimleri belirlenmistir. String ve KEGG veri tabanlari araciligyla da ABS’
nin, kanser hicrelerinde etkiledigi biyolojik slirecler ve yolaklar tespit edilmistir. Elde edilen
proteinler, ABS’ nin antikanser aktivitesini proteom dizeyinde acgiklamak amaciyla

kaynaklardaki calismalarla iliskilendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Proteomik, Meme kanseri, iki boyutlu (2D) jel elektroforez,

MALDI-TOF/TOF-MS, Ankaferd Hemostat.
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ABSTRACT

Zeki, 0.C. Investigation of Ankaferd Hemostat's Effect on MCF-7 Breat Cancer Cell
Line by Proteomic Analysis, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Analytical Chemistry Program Master Thesis, Ankara, 2019. Nowadays, a
large number of cancer-related research is being conducted, which is one of the most difficult
and deadly diseases to treat. Thanks to one of these studies, proteomics analysis, which is
one of the omic techniques, cancer can be examined at the protein level and shed light on
new alternatives as well as supporting current clinical studies related to the mechanism of
diagnosis, treatment and diagnosis of cancer. In this study, after the MCF-7 breast cancer cell
line was treated with Ankaferd Hemostat (ABS; Ankaferd Blood Stopper®) for different
periods of time, comparative proteomic studies performed on ABS untreated (control, C
group) and ABS treated cells (treated, T group). Thus, the effect of ABS was examined at
molecular level after being applied in vitro on MCF-7 breast cancer cell line. In this study,
proteins belonging to C and T groups were separated by two-dimensional gel
electrophoresis. After ABS were applied, decreasing or increasing amounts of proteins were
determined by image analysis studies. As a result of comparison of C and T groups, proteins
which were Quantitatively differentiated at least 2-fold were analyzed by matrix assisted
laser desorption/ionization, flight time mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF-MS) and
identified by peptide sequencing studies. The identified proteins were searched with the
help of databases and their functions and protein-protein interactions were determined. The
biological processes and pathways that ABS has affected on MCF-7 breast cancer cell have
been identified with the database of String and KEGG. The obtained proteins were associated
with the studies in the literature in order to explain the anticancer activity of ABS at the

proteome level.

Keywords: Proteomics, Breast cancer, Two-dimensional (2D) gel electrophoresis,

MALDI-TOF/TOF-MS, Ankaferd Hemostat.
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nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapilari ve fonksiyonlari (220).

XVii

Sayfa

40
47
50
50
51
51
52
53
53
62

80
84

86



1. GiRiS

insanoglunun yasama dair ilgi ve meraki, birgok bulusun ortaya ¢ikmasini ve bilimsel
yontemlerin gelistirilmesine katki saglamistir. Anton Van Leeuwenhoek’ un bulusu ve
gelistirilmesinde buyik katki sagladig1 mikroskop, insanlarin gozle gérilemeyen yapilara dair
bilgi sahibi olmasini saglamis ve bdylece bir¢ok arastirma igin temeller atilmistir. Ardindan,
once hiicre sonra gekirdek tanimlanarak, DNA’ nin ¢ift sarmal yapisi, ilk defa 1953 yilinda
Nature dergisinde, yayinlanan makale ile aydinlatiimaya calisiimistir (1). ilk gen diziliminin
olusturulmasiyla birlikte insan genom sifresinin ¢ozlilmesine dair arastirmalarda biyuk
ilerleme saglanmistir (2).

Genom, organizmanin kromozom vyapilarinda bulunan genetik bilginin timuna
kapsayan ve tanimlayan bir kavramdir (3, 4). Genom (izerinde bulunan, transkripsiyonu
gerceklestirilen, diizenleyici ve fonksiyonel bolimleri olan bolgeler ise gen olarak
tanimlanmaktadir (5). Genom ve genlerle ilgili fonksiyonel bilginin agiklanmasi igin
gerceklestirilen calismalarin timi seklinde 6zetlenen genomik (4); genlerin birbirleriyle
iliskilerinin ortaya konmasi, canlilarda bulunan genlerin tanimlanmasi, genlerin tretimleri ve
fonksiyonlarinin arastirilmasina aracilik etmektedir (3).

GuUndmizde insan genomu ile beraber, virlis, bakteri ve okaryotlar gibi bircok
organizmaya ait olan genom dizilimleri belirlenmistir. 1990’ | yillarda gerceklestirilen “insan
Genom Projesi” sayesinde insan genom dizilimi belirlenebilmis ve ilk sonuglar, insan
genomunun % 99.9 kadarinin insanlarin timinde ayni olan yaklasik olarak 3.109
nikleotidden meydana geldigi ve 20.500 kadar gen icerdigi ortaya konmustur (6).

insan Genom Projesi’ nin tamamlanmasi ile birlikte projenin sonucunda kronik
hastaliklarla ilgili genlerin ortaya cikarilmasi, hastaliklarin teshisi ve tedavisine yonelik yeni
ufuklarin acilmasina ve boylece yeni ilaclarin gelistiriimesine dair yeni beklentiler
olusturmustur. Ancak; kronik hastaliklarin olusmasinda genlerin etkisi oldukca azdir ve tek
basina genomik galismalarla s6z konusu organizmanin, geni hangi miktarda kullandigina dair
bir bilgiye ulagilamamaktadir. Bir gen birden fazla biyolojik fonksiyona sahip olan proteinleri
kodlamakta ve bu proteinler translasyon sonrasi degisimlere ugramaktadir.

Posttranslasyonel modifikasyonlar olarak tanimlanan translasyon sonrasi modifikasyon



(PTM)" lar, gen islevinden bagmsiz olarak ilerlemektedir (7). Tek basina genomik
¢alismalardan elde edilen bulgular ile hastaliklarin 6nlenmesi, teshisi ve tedavi edilmesinin
mimkin olmadigs; proteinlerin meydana getirdigi karmasik agdaki bilginin genomik bilgiye
gore daha ¢ok oldugu ve bu karmasik agdaki bilgiye sadece genomik bilgilerle ulasilamayacagi
ortaya konmustur (8). Proteinlerin tanimlanmasi ile hiicre icinde ve hiicreler arasinda olusan
kimyasal olaylarin anlasilmasi, hicrelerin canlliginin  korunmasi, hiicre cesitliliginin
saglanmasi ve hiicre yapisinin gelismesi seklindeki sorulara yanit bulunabilecektir.

Proteomik, proteomun tanimlanmasi islemidir (9). Proteom, genom tarafindan
kodlanmis olan bitlin proteinleri tanimlar (10). Proteom, belirli bir zaman ve mekanda,
organizmanin sahip oldugu ve eksprese ettigi proteinlerin tamami olup genler tarafindan
kodlanan polipeptid yapilarinin yani sira, ayni zamanda PTM' leri de icermektedir. “Mekan”
terimiyle farkli proteinlerin degisik hiicre tiplerinde ve bolimlerindeki ifadesi olarak
tanimlanirken, “zaman” terimi ise farkli gelisim evreleri, hastaliklar, ¢evresel kosullar ve
yaslihk gibi siiregleri ifade etmektedir (3). Proteom doku ve hiicrelere, hiicre dénglistindeki
evrelere, ¢cevre kosullarina ve benzeri durumlara gore farklilik gésteren dinamik bir yapidir
(9). Genomigin aksine dinamik bir kavram olarak tanimlanan proteomik, degisik kosullarda
hiicre, doku ya da viicut sivilarinda bulunan proteinlerin kantitatif analizi olarak da
tanimlanmaktadir (3). Her bireyin proteom yapisi kendine 6zgl oldugundan, herhangi bir
patolojik durum sonucunda bireyin proteomunda meydana gelen degisimlerin analiz
edilmesi ile kisiye 6zgl tedavilerin gelistirilecegi distinlilmektedir (8).

Kokeni Antik Yunan’ a kadar dayanan, "timi-hepsi" anlamina gelen "omik",
eklendigi kelimeye timlik ve butinlik anlamini vermektedir. Genom butin genleri,
proteom ise belli bir yer ve zamandaki biitiin proteinleri tanimlamaktadir. Omik, herhangi bir
yapinin bitiindyle calisiimasi anlaminda kullanilmaktadir. Geleneksel calismalardan farkl
olarak omik yaklasimlar, karmasik sistemlerin ancak bir biitiin olarak degerlendirildiginde
tam olarak anlasilacag temeline dayanmaktadir. Omik calismalarinda, genomik (gen
dizeyinde), transkriptomik (mRNA dizeyinde), proteomik (protein dizeyinde) ve
metabolomik (metabolit diizeyinde) analizler yer almaktadir (11).

Fiziksel, sosyal ve ruhsal durumlari ile birlikte bireyin tim yasam kalitesini etkileyen

bircok hastalik vardir. Kanser de bu hastaliklardan biridir ve hiicrelerin kontrolsiiz sekilde



cogalmalari olarak ifade edilir. Glnimizde yaygin olarak gorilmesi, morbidite ve
mortaliteye neden olmasi sebebiyle kanser Snemli bir saglik sorunu haline gelmistir.

Kanser hastaliginda, 6lim oranlari azaltimaya ve hastalarin sag kalim stireleri
artirlmaya galisiimaktadir. Kanserin kontrol altina alinmasinda, kanserin erken evrelerinde
hastaligin teshisinin konulmasi cok 6nemlidir. Kanser tedavisinde kullanilan yontemler genel
olarak; kemoterapi, radyoterapi, immiin tedavisi, hormon tedavisi ve cerrahi miidahale
seklindedir. Bu yontemlerden uygun olani veya birkacinin birlikte kombinasyonu tercih
edilmektedir, ancak hastalarda genelde istenmeyen yan etkiler olusmaktadir. Toksik yan
etkilerin en az seviyeye indirildigi, sadece ilgili kanser hiicrelerini hedefleyen daha segici ve
etkili olan yeni tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle son vyillarda
"alternatif tip" adi altinda antikanser 6zellige sahip bitkiler de tedavilerde kullanilmaktadir
(12, 13). Hedef kanser hiicrelerine yonelik etkili kanser tedavi stratejilerinin belirlenerek,
erken evrelerde kanserin teshis edilebilmesi amaci ile ilgili kanserin yayilmasi yani metastazi
sonucunda protein mekanizmasinda olusan degisikliklerin belirlenmesi ve protein
biyobelirteclerinin tespit edilmesi gerekmektedir.

Son yillarda genetik bilimindeki dnemli gelismelerin yani sira kanserin erken teshisi
ve tedavisinde 6nemli bilgilerin elde edildigi proteomik analizlere yonelik ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. GliniimUlzde o6zellikle kadinlarda en sik gorilen kanser tirlerinden olan
meme kanseri ile ilgili biyobelirteglerin kesfedilmesi, yeni ilag ve tedavi sekillerinin
aydinlatilmasi ile ilgili proteomik ¢alismalar yapilmaktadir.

Bu tez calismasinda, Ankaferd Hemostat (ABS; Ankaferd Blood Stopper®)’ in meme
kanseri hiicrelerindeki antikanser etkisi karsilastirmall proteomik calismalarla incelenecektir.
ABS’ nin kanser hiicrelerinde meydana getirdigi degisiklikler, proteomik analizlerden olan "iki
boyutlu (2D) jel elektroforez yontemi" kullanilarak arastirilacaktir. Bunun icin kullanilacak
olan MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ABS ile muamele edilip, islenmis (T) gruplar ile ABS
uygulanmamis kontrol (C) gruplan karsilastirilarak; bu iki gruba ait meme kanseri
hicrelerinde nicel anlamda en az 2 kat farklilasan proteinler imaj analiz calismalar ile
saptanacaktir. Daha sonra bu proteinler MALDI-TOF/TOF-MS ve peptid dizileme yontemi ile
karakterize edilecektir. C ve T gruplarn arasinda farklilastigi tespit edilen bu proteinlerin

yapllari, fonksiyonlari, gen adlar ve protein-protein etkilesimleri cesitli veri bankalari



kullanilarak aragtirilacaktir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ABS' nin etkiledigi olasi
biyolojik siiregler ve yolaklar tespit edilmeye galisilacaktir.

Bu tez calismasi ile antioksidan etkileri oldugu bilinen ABS’ nin antikanser etkisinin
olup olmadig; eger var ise bu etki hangi proteinler izerinden gerceklesmektedir sorularina
yanit aranmaya calisilacaktir. Elde edilen verilere gore, ABS’ nin meme kanseri Gzerindeki
etkisi, ilk defa molekiler diizeyde 2D jel elektroforez ve MALDI-TOF/TOF-MS yontemleri ile

arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Protein Tanimi ve Yapisi

Yapisinda temel olarak karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O) ve azot (N) bulunduran
organik bilesiklere protein denilmektedir. Proteinler canli sistemler icinde en ¢ok bulunan ve
cesitli gérevlere sahip olan organik molekiillerdir. ilk olarak Jacob Berzelius tarafindan 19.
yuzyillda kesfedilmistir (14). Proteinlerin monomerleri yani yapi taglari aminoasitlerdir ve
proteinler, 20 farkli amino asitten olusan dogrusal polimerlerdir. Aminoasitler karboksil
(-COOH), amin (-NH), H ve R (degisken) gruplarinin bir C atomunun etrafina dizilmesinden
meydana gelen bir yapiya sahiptirler. Bu gruplarin baglh oldugu merkez karbon, alfa karbon
(a-karbon) olarak ve devam eden diger karbonlar da merkezden uzaklastikca sirasiyla B, v, 6,
€ karbonlar olarak adlandirilir. R grubu ise her aminoasitte farklidir. Proteini meydana getiren
bir polipeptid zincirindeki aminoasitler, dehidrasyon tepkimesi sonucunda olusan
aminoasidin karboksil karbonu ile bir diger aminoasidin amino grubundaki azot arasinda
olusan C-N baglari ile birbirlerine baglanirlar ve bu aralarinda olusan bag, peptid bagi olarak
adlandirilir (Sekil 2.1.). Peptid bagi, C=N ¢ift bagindan uzun ve C-N tek bagindan kiglk oldugu
icin kismi cift bag olarak tanimlanmaktadir. Bu kismi cift bagin varligi, peptidin kendi ekseni
etrafinda dénmesine engel olur ve sonucta peptid bagini olusturan gruplara ait atomlarin

(C, O, N) ayni diizlemde bulunmasini saglar ve boylece peptid bagi saglam ve dizlemsel bir

yapiya sahip olur (15).
Amino //A\‘\ / Peptid
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Sekil 2.1. iki ayr aminoasitteki karboksil ve amino gruplarinin reaksiyonu sonucunda

olusan peptid bagi ve peptid baginda ayni diizlemde yer alan atomlar.



Proteinlerde birincil (primer), ikincil (sekonder), Gglincil (tersiyer) ve dordincil yapi
(kuarterner) olmak lzere dort temel yapi bulunmaktadir. Proteinin birincil yapisi aminoasit
dizilisidir ve bu aminoasitlerin peptid baglariyla olusturduklar bir polipeptid zinciri seklindeki
diizlemsel yapidir. Amino asitler peptid baglari ile birbirine baglandiginda polipeptid olusur.
Polipeptid sonra amino asit yan zincirleri arasindaki etkilesimlere bagl olarak belirli bir
konformasyona gore katlanir.

Proteinin ikincil yapisi, polipeptid zincirlerinin bikilmeleri ile olusan alfa sarmal ve
beta tabaka yapilaridir. Birincil yapi ile olusan polipeptid omurgasi ve hidrojen baglari
sayesinde ikincil yapi meydana gelir ve devamliligi saglanir.

Uglinciil yap, ikincil yapidaki alfa sarmal ve beta tabakalarinin katlanmalariyla olusur
ve proteinin ¢ boyutlu molekdl yapisi olusur. Bu katlanmalar sonucu olusan tersiyer yapinin
kararli halde olmasinda, hidrojen ve disiilfiir baglari ve yan zincirlerin siki sekilde
dizenlenmesi gibi etkilesimler rol oynar. PTM, (proteinlerin sentezleri sonucunda
degisikliklere ugramasi olay1) ticiinciil yapi olusumu ile birlikte gerceklesmektedir. Uciinciil
yapinin olusumundan sonra proteinler islevlerini kazanip biyolojik stirecte rol almaktadirlar.

Dordincil yapi ise birkag proteinin ya da polipeptid zincirinin birlikte bir yigin
meydana getirerek olusturdugu yapi olarak adlandiriimaktadir. Uglinciil yapiy kararli halde
tutan, non-kovalent ve distilfid baglar ile dordiincil yapi kararl hale gelir. Bir proteinin
dordiincil yapisi, coklu polipeptid zincirleri veya alt birimleri olan makro molekullere karsilik

gelir (16, 17). Proteinlerin yapilari Sekil 2.2."de gosterilmistir.

_ Uglinctl (Tersiyer) Yapi

Dordincal
. (Kuarterner) Yap:

Birincil (Primer) Yapi

ikincil (Sekonder) Yapi

Sekil 2.2. Proteinlerin birincil, ikincil, Gglincil ve dordlncil yapilari (18).



2.2. DNA ve Proteinin Hiicre iginde Sentezi

Deoksiriboniikleik asit (DNA), bitiin organizmalarin ve bazi virlislerin canlihik
islevleriyle, biyolojik gelismeleri icin gereksinim duyulan genetik bilgi ve materyalin
bulundugu niikleik asittir. iki uzun polimer DNA’ nin kimyasal yapisini olusturur. Bu
polimerler, ester baglariyla birbirine baglanmis seker ve fosfat gruplarinin olusturdugu,
birbirlerine ters yonde uzanan iki sarmal yapi meydana getirir. Adenin (A), sitozin (C), guanin
(G) ve timin (T) olarak adlandirilan dort cesit niikleobaz molekiliinden her biri seker grubuna
baglanir ve niikleotidler olusur (17). Nukleobazlarin olusturdugu dizi DNA (izerinde genetik
bilgiyi kodlar. Kodlanan bu genetik bilgileri iceren DNA bdlimleri ise gen olarak

adlandiriimaktadir. DNA’ nin yapisi Sekil 2.3.” de verilmigtir.

Baz cifti

% Seker-Fosfat
Omurgasi

Sekil 2.3. DNA cift sarmali (19).

Ayni genetik bilgiye sahip organizmalarin farkli bolgelerinde farkli hiicre tipleri olugur
ve hicreler farkli zamanlarda farkli gérevler alirlar. Bu farklliklarin temelinde ise proteinler
yer almaktadir. Proteinlerin gesitleri, yapilari ve fonksiyonlarindaki degisiklikler sonucu ayni

genetik bilgiye sahip ¢ok farkli hiicre tipleri olusmaktadir.



Proteinlerin hiicrede olusma streci, genetik bilgilerin depolandigi DNA ile baglar.
Protein sentezinde; DNA, mesajci riboniikleik asit (mRNA), tastyic ribonikleik asit (tRNA),
adenin trifosfat (ATP) ve ribozom gibi birimler gorev alir. DNA’ da bulunan sifrelerin, mRNA’ya
aktarilmasi transkripsiyon (genetik sifrenin yazilimi) olarak tanimlanir. Protein sentezinde ilk
olarak DNA tarafindan, sentezlenecek olan protein dizisine karsilik gelen mRNA
transkripsiyonu gerceklesmektedir. mRNA’ daki bilgilerin 1si8inda ribozomda gerceklesen
protein sentezi ise translasyon (sifrenin okunmasi) seklinde isimlendirilmektedir.
Transkripsiyon sonrasi sentezlenecek olan proteinlerin aminoasit dizisi mRNA’da belirlenir.
mMRNA, protein dizisindeki kodlayici bilgiyi tasir ve ribozomda gerceklesen translasyon

sonrasinda proteinlerin olugmaktadir (20). Proteinlerin sentezi Sekil 2.4.” de gosterilmistir.

DNA m - RNA

S/ Transkripsiyon Translasyon

o | /
Ribozom Amino asitler Protein

Sekil 2.4. Proteinlerin hiicre iginde sentezi (21).

2.3. Gen ve Genom Kavramlari

Gen, genom dizisinde yer alan kiicik DNA bélimleridir ve kalitimda rol oynayan
fonksiyonel birim olarak da tanimlanir (5). Genler, canli hiicreleri icin gerekli olan proteinler,
enzimler, diger molekaillerin kodlarini tasir ve boylece kalitimsal karakterlerin nesilden nesile
aktarilmasi saglanir. Ayni zamanda canlilardaki tim genetik, fizyolojik ve biyokimyasal
olaylarin denetimi ve dogru sekilde ilerleyip ilerlemediginin kontrolli de genler sayesinde

gerceklesir.



Genom, DNA' daki tim genetik bilgi olarak tanimlanmaktadir ve organizmalarin
kromozomlarindaki genetik sifreyi temsil eder. Kromozom ise, DNA’ nin histon proteinlerinin
etrafina sarilarak yogunlasmasiyla olusan ve canlilarda kalitimi saglayan genetik birim olarak
tanimlanmaktadir.

Genom bir kalitim birimidir ve genom analizine ise genomik adi verilmektedir.
Genomik analizler, bir organizmanin tanimlanmis olan genleri, ne oranda kullandigi bilgisini
bizlere vermez. Bir gen, birbirinden farkli biyolojik fonksiyona sahip olan birgok proteini
kodlarken bu proteinler sentez sonrasinda farklilasmaktadir (7). Cogunlukla sentez sonrasi
gerceklesen degisimler genlerden bagimsiz oldugundan; hastaliklarin 6nlenmesi, teshis ve
tedavisine yonelik, tek basina genomik analizler ile yeterli bulgu elde edilememektedir (8).

Proteinlerin olusturdugu karmasik agin tasidigi bilgiler, genomikten saglanan bilgiden
daha fazladir ve tek basina genomikten yola cikilarak bu bilgi aginin aydinlatilamayacagi
distnulmektedir. Proteinlerin tanimlanmasi ile hiicre i¢i ve hiicreler arasinda olusan
kimyasal tepkimeler, hiicrelerin canliliklarini nasil koruduklari, birbirleriyle nasil iletisim
kurduklari, hiicre yapisinin gelisimi ve hiicre ¢esitliliginin saglanmasi gibi bilgiler acgiga
kavusacaktir. Bu bilgilerin 1siginda eczacilik ve ilag alaninda etkili sonuglar ortaya konmustur

(22).

2.4. Proteom ve Proteomik Kavramlari

"Proteom" terimiilk defa 1994’ de yapilan sempozyumda, Avustralyal arastirici Marc
R Wilkins ve ark. (23) tarafindan onerilmistir. Proteom; protein ve genom sozcliklerinden
olusmaktadir. Bir hiicre, organ ya da organizmaya belirli zamanda ve belirli ortamdaki
proteinlerin toplamina proteom denir.

"Proteomik" ise proteom analizi olarak tanimlanmaktadir. Proteomik, bir hiicre veya
organizmanin tiim protein iceriginin incelenmesini saglar. Ayni zamanda proteom, genomun
kodladigi proteinleri tanimlarken hiicreden hiicreye degisiklik gosterir.

Proteomik, belirli bir yerde ve belirli bir zamanda bulunan tiim proteinlerin yapilarini,
miktarlarini, yerlesimlerini, degisim sonrasi fonksiyonlarini, diger proteinler ve buyuk
molekiillerle olan etkilesimlerini incelemektedir. "Belirli bir yer" terimi, farkli proteinlerin

farkli hiicre boliimlerinde ve farkli hiicre tiirlerindeki ifadesini, "belirli bir zamanda" terimiise
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farkh gelisim evrelerinde, farkli cevresel kosullarda, yashlik ve gesitli hastaliklardaki stirecleri
ifade eder (3).

Proteom, genomun statik yapisinin aksine, hastalik, stresli olma ve glintin farkl saat
dilimlerinde bile farkhlik gostermektedir (10). Boylece bir organizma; viicudun degisik
bolgelerinde, her bir hiicre donglisii evresinde ve degisen cevre kosullarinda degisik protein
ekspresyonlarina sahip olur. Genom, sabit ve organizma igin tanimlanabilir bir yapiyken;
proteom, hiicreden hiicreye degisen ve uyaranlara cevap olarak biyokimyasal etkilesimlerin
oldugu dinamik bir yapidir. Boylelikle, proteomik uygulamalari ile hastaliklarla alakali
dinamiklerin daha iyi anlasilacag dustinilmektedir (24).

insan genomu binlerce gen igerirken, insan viicudundaki proteom c¢ok daha
karmasiktir ve yaklasik milyonlarca farkl protein icerir (25).

Fonksiyon gosteren proteinlerin ¢ogu modifiye formlardadir ve 150" den fazla
translasyonun ardindan modifikasyon gerceklesir; ancak gen dizileri protein aktivite ve
fonksiyonlari igin ihtiyag duyulan bu PTM'’ lere dair bilgi verememektedir (3).

Gen (Urlnlerindeki sentez sonrasinda meydana gelen degisimleri, hicredeki
konumlari ve ne miktarlarda olduklarinin agiga kavusmasi icin genomik sonrasi bilgilere
ihtiyac duyulmaktadir (4). Bu noktada proteom ve proteomik teknolojisi karsimiza
¢tkmaktadir.

Proteomik calismalar genomik arastirmalarin devami olarak distinilmektedir ve
postgenomik calismalar olarak da adlandiriimaktadir. Proteomik ¢ok genis bir kavramdir ve
proteinlerin tanimlanmasi ve analizinin yapilmasi, hiicredeki yerlerinin belirlenmesi, yapisi,
diger proteinlerle olan etkilesimleri, modifikasyonu seklinde c¢ok fazla calismayi
kapsamaktadir.

Proteomik veriler, hastalik durumundaki hiicrelerin ve dokularin siniflandirilmasinda
ve farkl biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasinda 6nemlidir. Hiicreler ve organizmalarda
yer alan tim proteinlerin yapisi, etkilesimleri ve fonksiyonlari, cesitli yontemler kullanilarak
tanimlanmaktadir. Proteomik analizler, kanserli hastanin patogenezini anlamada
klinisyenlere ve bilim adamlarina yardimci olmak icin biyobelirtecler seklinde 6nemli biyolojik

bilgiler elde etmek amaciyla serum ve dokuya uygulanabilen arastirmalari icermektedir (26).
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Belli bir zamanda kanser safhasinin ve ilerlemesinin dnemli bir biyolojik gostergesi
olan biyobelirtegler, kanser slrecini takip etmek, yeni terapétik ajanlarin etkisini ve
glivenirliligini ortaya koymak igin en o©nemli araglardir (27). Bu biyobelirteglerin
tanimlanmasi, spesifik proteinlerin hedeflenmesi ve saglik hizmetlerinin daha iyilestirilmesi

icin gerekli bilgi, proteomik analizlerden elde edilen veriler ile bulunmaya calisiimaktadir (28).

2.5. Proteomik ve Genomik iliskisi

Proteomik ile genomik arasinda dogrudan bir iligki vardir; ¢linki genomik, hiicre veya
organizmaya ait genlerle ilgilenirken ayni zamanda bu genlerin proteinleri ne sekilde
kodladigi ile de alakalidir. Genomik statiktir; ¢linki organizmanin hiicre icindeki DNA dizilimi
her zaman sabittir. Bunun aksine, protein icerigi hiicreden hiicreye degisiklik gdstermektedir
ve proteomik dinamiktir.

Bu statik ve dinamik olma durumuna bir 6rnek olarak tirtil ve kelebek
degerlendirildiginde, ikisi de ayni genoma sahip olmalarina ragmen; proteom yapilarinin
farkh olduklari ve bu nedenle de farkli morfolojilerde ve kabiliyetlerde olduklari sonucu

gozlemlenmektedir (Sekil 2.5.) (29).

Sekil 2.5. Tirtil ve kelebegin protein profilinin degisimiyle birlikte gegirmis oldugu

morfolojik degisim.

Bunun diger bir 6rnegi ise yine ayni genomlara sahip fakat proteomlari farkli olan

iribas ve kurbagadir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. iribas ve kurbaganin protein profillerinin degisimi ile gecirmis oldugu

morfolojik degisim.

Proteinlerin kodlanmasi ve PTM' lerin sonucunda protein ve gen sayisi arasinda
buylk bir fark olusur ve bunun sonucunda protein profilinde degisiklikler meydana

gelmektedir (30).
2.6. Bir Gen - Bir Enzim Hipotezi ve insan Genom Projesi

Gegmisten gliniimiize hayvan ve bitkiler izerinde deneyler ve gozlemler yapilarak
canllarin kalitsal ozellikleri arastirilmistir. Kalitsal 6zellikler birbirinden bagimsiz birimler
olarak aktarilmaktadir ve bu kalitim birimleri gen olarak tanimlanmaktadir. Genom ve
proteom arasindaki iliski konusunda da uzun yillardan bu yana arastirmalar yapilmaktadir. Bu
konuda ilk olarak 1941 yilinda Tatum ve Beadle’in yaptigi calismalarin sonucunda, 1948’ de
bir gen-bir enzim hipotezi ortaya atilmistir. Ekmek kiifl olarak gecen "Neurospora carassa"
adll mantar tirl ile yapilan arastirmanin sonucunda; aminoasitlerin birbirlerine
doniusumlerinde U¢ degisik enzimin gorev aldigl ve her bir enzimin sentezinden degisik bir
genin sorumlu oldugu sonucu elde edilmistir; yani bu hipotez bir tek genin tek bir proteini
kodladigini belirtmektedir (31). Bu hipotezde, "Neurospora carassa" mutantlari tizerinde
calisilip protein eksikligi ya da proteinin deformasyonu ve mutasyon arasinda dogrudan bir
iliskinin oldugu tespit edilmis, sonrasinda tiim canli tirlerinde de gecerliligi gézlenerek ortaya
konmustur.

Protein dizileme (protein fingerprint) ile ilgili 1957 vyillarinda gergeklestirilen
arastirmalarin sonucunda, bir gesit hiicre hastaliginda (orak hiicre hastaligl), hemoglobin

beta zincirine ait altinci sirada bir nokta mutasyonu gézlemlenmistir. Boylece glutamatin
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yerine baska bir aminoasit olan valin gecmistir. Buna bagl olarak modifikasyonun, protein
zincirinin timinde degil, yalnizca bir polipeptid zincirinin Gzerinde oldugu sonucuna
varilmistir. 1958’ de Davis, bir gen - bir enzim hipotezinin yerine bir gen - bir polipeptid
hipotezinin gecerli olabilecegini ve bir gen - bir enzim terimlerinin yalniz ilgili arastirma
programi igin kullanilabilecegini sdylemistir (32).

DNA’ nin yapisi aydinlatildiktan sonra yapilan arastirmalar, bir gen - bir protein
iliskisinin farkl degerlendirmelerine neden olmustur. Ornek olarak, DNA zincirinde bulunan
gen dizilerinden hareketle bazi niikleotidlerin bloke edilmesi sonucunda birtakim
mutasyonlar gorilmastir. 1967 yilinda Yanofsky ve arkadaslari, triptofan sentetaz protein A
adi verilen gene ait baslangig¢ nikleotid dizileri Gzerinde yaptiklari degisikliklerle protein
dizisine ait baslangic amino asitlerinin de farklilastigini ve ayni sekilde nikleotid dizilerinin
orta ve son bollimlerinde yapilan degisiklik sonucunda yine amino asit dizilerinde de ayni
bolimlerin degistigi gorismustir (33).

1984 yilinda Los Hamas ve Lawrence Livermore Laboratuvarlar’ nda insanlarin
kromozomlarina ait bilgilerin toplandigi kiitiphanelerin olusturulmasi ile insan genomunun
dizilenmesine ait ¢alismalara baslanmistir. 1990 yilinda 18 (ilkenin destegiyle "insan Genom
Projesi" 15 yillik bir siire icin baslatiimistir (34). Projenin baslatiimasiyla genom dizileme
¢alismalari hizlandirilmis ve sonuglarin bir araya getirilmesi ve paylasimi saglanmistir.

Projede, insan genomunun sifrelerini ¢dzmek; yani DNA bazlarina ait dizilim sirasini
belirlemek, kalitimsal 6zelliklerle ilgili olan genleri tanimlamak ve gliniimiizde tedavisi
mimkin olmayan 3.000’ den fazla genetik kaynakli hastaliklara olan yatkinligi belirlemek
amaclanmistir. Boylece ilgili genlerin yerleri ve yapilar belirlenerek hastaligin tani ve
tedavisine isik tutacagi dustintlmistir (35).

Gelisen teknoloji ile birlikte insan Genom Projesi 2003’ de tamamlanmis ve bdylece
insanlarin DNA dizileri kayit altina alinip internet ortaminda paylasiimistir.

Projenin sonuglarindan elde edilen bilgilere gore, insan genomu 24 kromozomun
icinde yaklasik olarak 2.85 milyar nikleotid bulundururken, yaklasik 20.000 ile 25.000
arasinda gen bulundugu soylenmistir (36).

Projeye baglanirken, insanlarin morfolojik ézellikleri 100.000" den fazla oldugundan

100.000 ‘in Gzerinde genin kesfedilmesi beklenmistir, ¢clinki bir gen - bir enzim hipotezinde
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belirtildigi Gzere; her bir 6zellik bir enzim tarafindan kontrol ediliyorsa mRNA ile 100.000’ in
Uzerinde genin transkripte edilmesi gerekmektedir. Proje sonucunda beklenildigi gibi
100.000 kadar mRNA ile protein kodlayan yalnizca 23.000 kadar gen bulunmustur (37).

Ayrica beraber kodlanan 100.000 kadar protein ¢ok fazla sayida modifikasyonlara
ugrayarak farkl hiicrelerde analiz edilebilecek yaklasik 500.000 kadar proteini olusturdugu
distnldlmektedir (38).

Projeden elde edilen sonuclar ile bircok genetik hastaligin teshis ve tedavisi
aydinlatilirken ¢ok sayida hastaligin da genetik risk haritalari olusturulmustur (39).

Proje sonrasinda hala aydinlatilamayan hastalik ve hiicre igindeki biyolojik
mekanizmalar var oldugundan, arastirmalarin odagi, tek bir gen ve proteinin
karakterizasyonundan ¢ok canli organizmaya ait olan bircok proteinin izlenmesi ve

yorumlanmasina yonelik ydntemlere kaymistir (26).
2.7. Kiyaslamali, Yapisal ve islevsel Proteomik Teknikler

Proteomik analizlerde numunede bulunan proteinlerin ayirimi ve tanimlanmalariigin
temel olarak li¢ ayri teknik uygulanmaktadir. Bunlar:

* Kiyaslamali (ekspresyon),

* Yapisal (structural),

* [slevsel (functional) proteomiktir.

Kiyaslamali proteomik, iki farkli kosulda elde edilen sonuglarin birbiriyle
karsilastiriimasiyla hem nitel hem de nicel olarak protein analizlerinin gerceklestirildigi
tekniktir. Saglikl hiicre, bir hastalik veya cevresel bir faktore maruz kaldiginda veya geliserek
degistiginde proteinler de degisime ugrar ve farklilasan bu proteinler kiyaslamali proteomik
ile arastirilir. Ya da bir ilag veya kimyasal madde ile muamelede farklilasan proteinler bu
teknik ile incelenir (40).

Bu tez calismasinda, MCF-7 meme kanseri hiicre hattindan birine ABS uygulanmis ve
digerine ise uygulanmamistir. Bu iki grupda bulunan proteinler, iki boyutlu (2D) jel
elektroforez yontemi kullanilarak ve kitle spektrometrisinin de yardimiyla analiz edilmistir ve
bu iki grup arasinda farklilasan proteinler tespit edilmistir. Boylece kanserle iliskili proteinler

belirlenmeye galigilmistir.
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Yapisal proteomik, protein ve protein komplekslerinin ti¢ boyutlu yapilarinin analizini
kapsayan bir tekniktir. Proteinlerin yapilarinin ortaya g¢ikarilmasi hem genomik hem
proteomik calismalar agisindan oldukca 6nemlidir ve ayni zamanda proteinin ¢ boyutlu
yapilarinin analizi sayesinde enzim - substrat iliskisi seklinde etkilesimlere de agiklik
getirilebilmektedir. Enzimlerin bircogu protein yapisindadir ve bilgisayar destekli bir sekilde
ilac molekiillerinin tasarlanmasinda hedef enzim molekiliine ait U¢ boyutlu yapidan
faydalanilarak uygun afiniteli ilac molekilleri ortaya cikarilmaktadir. Sonug olarak, yapisal
proteomik sayesinde elde edilen sonuglar, yeni ilaglarin arastiriimasi ve tasarlanmasinda
oldukg¢a 6nemlidir (41).

islevsel proteomik ise cogu proteinin fonksiyon ve isleyisinin, baska proteinlerle
etkilesimi sonucu ortaya kondugu tekniktir. Protein yapisinin belirlenmesinden sonra
metabolik diizeyde aldigi rolii belirlemek ve protein agindaki rollini arastirmak énemlidir.
Ayrica bu protein ag haritalari var olan sistemler igerisindeki proteinlerin birbirleri ile olan
etkilesimini ortaya koymaktadir. Ayrica proteinlerin ugradigi modifikasyonlarin belirlenip
haritalanmasi, proteinin hangi bdélgede ve nasil degisiklige ugradigini gostermektedir.
PTM’ ler, proteinin yapi ve islevleri lizerinde etkilidir ve tim bu modifikasyonlarla ilgili

calismalar da islevsel proteomik arastirma alani icinde yer almaktadir (42).
2.8. Proteomik Arastirma Stratejileri

Protein karisimlarinin nitel ve nicel analizlerine dayanan proteomik ¢alismalarda,
yukaridan asaglya (top-down), asagidan yukariya (bottom-up) ve ortadan asagiya (middle-

down) seklinde adlandirilan stratejiler kullaniimaktadir (43) (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Proteomik stratejileri (43).

"Asagidan yukariya" proteomik tekniginde, kiitle spektrometrisi (MS) yardimiyla ve
proteolitik parcalamayla aminoasitlere ait sekanslar belirlenip ve proteinler tanimlanmaktdir.
Biyolojik numune, proteinlerin yapisindaki peptid zincirini parcalayan tripsin ve benzeri
proteolitik enzimler tarafindan peptid karisimi olusturmak icin tanimlanan bolgelerinden
(arjinin ya da lizin) parcalanir ve bir karisim elde edilir. Bu karisim sivi kromatografisi (LC)
yardimiyla bilesenlerine ayrilir ve sonrasinda tandem kitle spektrometrisi (MS/MS) ile analiz
edilir (44).

Bu tez calismasi kapsaminda asagidan yukariya proteomik calisma strateji teknigi
kullanilmistir ve proteinin yapisina dair daha ¢ok bilgi elde edebilmek icin MS ile beraber
uygulanmaktadir.

"Ortadan asagl" proteomik tekniginde, ekspresyona ugrayan aminoasit veya
aminoasit kalintilarinin kombinasyonlarinin boliinmesi sonucunda, 5 - 15 kDa araliginda olan
buylik peptid fragmanlari olusturulmaktadir. Enzimle veya kimyasal pargalanma gibi

yontemler kullanilarak pargalanma gerceklesmektedir (45, 46).
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"Yukaridan asagiya" proteomik teknigi ise bir parcalanma gerceklesmeden, biyolojik
numunelerde bulunan par¢alanmamis proteinleri peptidlerine ayirmak amaciyla MS' in de
kullanildig1 analizleri kapsamaktadir. Bu arastirma teknigi sayesinde genetik ya da kimyasal

olarak modifikasyona ugramis proteinler yapisal olarak tanimlanabilmektedir (47).

2.9. Proteomik Galismalarda Kullanilan Yontemler

Proteomik calismalarda, proteinleri tanimlayabilmek ve nicel olarak tespitlerini
yapabilmek amaciyla analiz 6ncesinde proteinlerin ayirimi icin birden fazla ydntem
kullanilmaktadir ve bunlarin gogu MS ile beraber uygulanmaktadir. Bu yéntemlerden biri de
yuksek ayirimli 2D jel elektroforezdir ve son yillarda yliksek duyarlliga sahip MS ile beraber
kullanilmaktadir (48, 49).

2D jel elektroforez yontemi ile proteinlerin ayinrminda; 1. boyut proteinlerin
izoelektrik noktalarina (pl) gére ayrildiklari izoelektrik odaklama (IEF) basamagy, 2. boyut ise
proteinlerin molekiler agirliklarina gore ayrildigi Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel
Elektroforez (SDS-PAGE) basamagi olarak tanimlanmaktadir (50).

Bu sekilde proteinlerin ayirnmi gerceklestirildikten sonra proteinlerin farkli boyama
teknikleri (gimis ya da SYPRO-Ruby ve Coommassie mavisiyle boyama) ile renklendirilmesi
ve sonrasinda uygulandigi jellerden kesilip parcalanmasi gerekmektedir. En son asamada ise
MS gibi analitik tekniklerin yardimiyla proteinlerin analizi gergeklestiriimekte ve gesitli
bilgisayar yazilimlariyla analiz edilen proteinler karakterize edilmektedir (51).

Elektroforetik ve kromatografik teknikler ile protein ve peptid karisimlarinin,
fizikokimyasal ©zellikleri baz alinarak ayirnmi gerceklestirilir ve bu teknikler proteomik
arastirmalarda kullanilan temel stratejilerdir (52).

Peptid karisimlari, temel olarak farkl Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)
teknikleri normal faz kromatografisi (NP), iyon degisim kromatografisi (IEX), boyut eleme
kromatografisi (SCX), afinite veya ters faz kromatografi (RP), nikleer manyetik rezonans
(NMR) ve kapiler elektroforez (CE) ile ayrilir. Elektroforetik ve kromatografik tekniklerin
kullanilmasinin  bir avantaji ise kompleks protein/peptid karisimlarinin fizikokimyasal

ozelliklerine gore ayrilmasidir (52).
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2D jel elektroforez teknigi diger yontemlere gore daha fazla emek gerektirmesi,
disik verim ve yuksek miktarda numune ihtiyaci olmasi gibi dezavantajlara sahip olmasina
ragmen proteinlerin ayinminda, literatiirde hala fazlasiyla kullanildigi gorilmektedir. Ayni
zamanda, 2D jel elektroforez teknigi, proteinleri pl ve molekiler kitle gibi iki farkh

fizikokimyasal parametreye gore ayirdigindan yiksek miktarda ¢oziindrlik saglanir.
2.10. iki Boyutlu (2D) Jel Elektroforez

Elektroforez, iletken bir ¢Ozelti icindeki yUkli parcaciklarin veya molekillerin
elektriksel alan varliginda ve uygun pH' daki tampon ¢6zeltilerde gé¢ etmesi olayidir. Farkli
yuk ve bilyuklikteki parcaciklar farkli hizlarda go¢ ederek birbirlerinden ayrilmaktadirlar.
Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon ¢ozeltide yiiklii taneciklerin goc hizlarina
dayanan bir ayirma yontemidir. Elektroforez, bir dizlemde bulunan destek ortaminda
gerceklestiriliyorsa “tabaka elektroforezi”, kapiler tlp icinde gerceklestiriliyorsa “kapiler
elektroforez” adini alir.

Elektroforez yontemi; molekil agirligi saptama, saflastirma, saflik kontrold, genetik
hastaliklari saptama ve enzim tayininde, ayrica immiinoloji ve molekiiler biyoloji alanlarinda
da kullanilmaktadir. Poplilasyonlardaki genetik varyasyonlarin hesaplanmasi, canhlardaki
cesitli enzim ve protein seviyeleri, farkli elektroforez tirleri ile analiz edilebilmektedir (53).

Elektroforez yontemleri su sekilde siniflandirilabilir:

- Kagrt Elektroforezi

- Selliloz Asetat Elektroforezi

- Jel Elektroforezi
e Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)
e Agaroz Jel Elektroforezi

- Kapiler Elektroforez

Elektroforez, belirli bir elektriksel alanda molekadillerin yiiklerine ve blyukliklerine
gore ayrilmasidir. Karisimda bulunan molekiile etki eden kuvvet (F), molekdle ait net yiik (q)
ve elektriksel alan (E) ile dogru orantilidir (Formil 2.1).

F=qxE (2.1.)
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Formiilden de anlagilacag lzere molekllin net yiUki (q) arttinca molekilin
hareketini saglayan kuvvet (F) de artar. Esit kiitledeki iki molekilden net yiikii daha fazla olan
daha hizli hareket edecektir. Ayni yiiklere sahip iki molekil arasinda ise slrtlinme kuvvetinin
etkisiyle molekil kitlesi blyik olan daha yavas hareket edecektir. Stirtiinme kuvveti, calisilan
jele ait viskozite (akiskanhga karsi gosterilen direng) ve porozite (bir boslugun birim dolu
hacmine orani) gibi fiziksel 6zelliklere bagli olan stirtinme katsayisi (fs) ile tanimlanmaktadir.
Molekillerin kiitleleri ve biyuklikleri arttiginda, hareket edecek molekdillerin maruz kaldig
stirttinme kuvveti de artacaktir ve molekuiliin gog hizi da buna bagli olarak diisecektir. Buna
gore molekdliin elektroforetik hareketliligi (W) ve elektrik alan biytkliglne bagh olarak go¢
hizi (v) Formil 2.2. ve 2.3.” de verilmistir:

u=q/f (2.2))

v=E.u (2.3)

Bu formiillere gore; molekiliin elektroforetik hareketliliginin (u), molekilin
ylk/kitle oranina bagl oldugu gorilmektedir. Yuk/cap oranlari ayni olan molekdiller, ayni
ortamda elektrik alanin etkisiyle esit hizlarda hareket edeceklerdir.

Elektroforez teknigi ile basarili bir ayinmin gerceklesmesi, analiz numunesi ile
reaksiyon vermeyen ve numunenin elektriksel alanda ilerlemesine engel olmayan bir
zeminin yani jelin secimine baghdir (54).

DNA ve RNA ayirnminda genelde agaroz jel kullanilirken, proteinlerin ayirimi igin
poliakrilamid jel kullanilmaktadir (55).

1970' li yillarin basinda, birbirinden bagimsiz 2 ayrn elektroforetik protein ayirim
yontemi bulunmaktaydi. Bunlardan biri Laemmli (56) tarafindan ortaya atilan SDS ile
proteinlerin ayirnminda hala siklikla kullanilan zon elektroforez teknigi ve bir digeri ise Gronow
ve Griffith (57) tarafindan gelistirilen IEF teknigidir. Bir siire sonra bu iki bagimsiz
parametrelerin (molekiler kitle ve pl) 1siginda ayirmin gerceklestirildigi teknikler bir araya
getirilmistir.

1975 yilinda O’Farrel ve Klose isimli arastirmacilar tarafindan 2D jel elektroforez
yontemi ortaya konmustur (58, 59). Gelistirilen bu teknikte, dncelikle proteinler strip denilen
bir seridin Gizerinde belirli pH gradientleri arasinda elektrik alanin etkisiyle pl' larina gore

ayrilirlar ve bu islem 1. boyut olarak tanimlanir. pl' larina gore ayrilmis olan proteinlerin
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sodyum dodesil silfat (SDS) poliakrilamid jelin Gzerinde kitlelerine gore ayrildiklari islem ise
2. boyuttur. Bu sekilde proteinlerin her biri, iki boyutlu olarak pl ve kiitlelerine gore farkl ve
kendine 06zgli bolgelerde konumlanarak dagilim gosterir. Proteinlerin bu sekilde
konumlanmalari, 6zellikle kiyaslamali proteomikte ¢ok énemli oldugundan, bu teknik ¢ok
fazla tercih edilmektedir (60). Ayni zamanda proteinlerin, pl ve kiitle gibi bagimsiz iki
parametreye gore ayirimi gerceklestiginden, jel boyunca oldukga homojen bir dagilim
meydana gelmektedir. Bu teknikte, tekrarlanabilirlik sorunlari olsa da ayni anda birden fazla
jelle calisma yapilarak tekrarlanabilirligin artirilmasi amaglanmakta ve halen giiniimizde
yaygin olarak kullanilmaktadir (61).

Uygulanan bu teknigin genel olarak sematik gosterimi Sekil 2.8.” de verilmektedir.

Protein karigimi Azalan pl
1. Boyut
izoelektrik Odaklama
(IEF)

(Proteinler izoelektrik
noktalarina (pl) gbére
aynilir)

(IPG) seridi poliakrilamid

Hareketsiz pH gradienti
SDS jeline yerlestirilir

LR _ % S 3% B %% 1

e >
o
2. Boyut -
SDS-PAGE e
(Proteinler molekil ° SDS-PAGE
agirhklarina gore . o . )
ayrilir)

Sekil 2.8. 2D jel elektroforez teknigi.
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2D jel elektroforezi teknigi 10 temel basamaktan olugmaktadir ve bu basamaklar
sirasiyla asagida agiklanmistir (62, 63):

1. Proteinlerin izolasyonu: Proteinlerin analizinden 6nce bulunduklari hiicre
icerisinden alinmalari gerekmektedir. Proteinin hticre igerisinde tutulmasini saglayan hiicre
zarinin kinlmasindan sonra elde edilen protein ve niikleik asitlerden meydana gelen ¢ozelti
lizat olarak tanimlanmaktadir. Analize gegilmeden 6nce kontaminasyon olusturabilecek tim

bilesenlerin lizat ¢ozeltisinden uzaklastirlmasi gerekmektedir (64).

2. Proteinlerin Coktiirilmesi: Protein karisiminda olusabilecek
kontaminasyonlardan kurtulma yollarindan biri proteinlerin ¢oktirilmesi ve ¢okeltinin
yikanip yeniden ¢ozlilmesidir. Coktirme yontemi ile ayni zamanda daha derisik bir protein
karisimi elde edilebilmektedir. Bu islem, saflastirma ve daha derisik ¢cozelti elde etmek

amaciyla kullanilsa da islem sirasinda protein kayiplari da olusabilmektedir (65).

3. Numune Hazirlama: Bu basamak basarili bir protein analizi icin ¢ok énemlidir.
Protein ¢oktlirme islemi sonrasinda ¢cokelegi yeniden ¢ozmek icin kullanilan ve lizat tamponu
veya yukleme tamponu seklinde tanimlanan ¢ozeltiye protein yapisinin korunmasi ve 2D jel
elektroforez yonteminin sorunsuz gerceklesebilmesi icin belirli kimyasallar eklenmelidir.
Yikleme tamponunun ayrica proteinlerin oksidasyonunu ve modifikasyonlari 6nlemesi,
hidrofobik yapidaki proteinleri ¢bzmesi, disilfiir ve hidrojen baglarini ¢dzerek gruplari

¢ozeltide serbest hale gecirmesi gibi gorevleri de bulunmaktadir.

4. Belirli miktardaki proteinlerin hareketsiz pH gradyani (IPG; immobilize pH gradyan)

seritlerine tatbik edilmesi ve sonrasinda IEF teknigi ile pl' lari esas alinarak ayriimasidir.

5. IPG serit Gizerinde pl’ larina gore ayrimi saglanan proteinlerin SDS-PAGE teknigi ile

molekiiler kiitlelerine gére ayinminin gerceklestirilmesidir.
6. Poliakrilamid jelin Gzerinde ayrilmig olan proteinlerin renklendirilmesidir.

7. Renklendirilen proteinlerin imaj goriintiileme ile jel haritalarinin olusturulmasi ve

jel Gzerinde spotlarin belirlenmesidir.

8. Analiz edilmesi icin segilen protein spotlarinin jellerden kesilmesi ve sonrasinda bu

proteinlerin tripsin gibi bir enzim yardimiyla peptidlerine pargalanmasidir.
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9. Peptidlerine ayrilmis olan proteinlerin MS ile analizlerinin yapilmasidir.

10. Son basamak ise analizi yapilan proteinlerin veri bankalarindan faydalanilarak

belirlenmesi ve karakterize edilmesidir.
1. Boyut - izoelektrik Odaklama (IEF) Teknigi

Proteinleri olusturan aminoasit zincirlerinde bulunan yan gruplar nedeniyle,
proteinler asidik ortamda katyonik vyapida, bazik ortamda ise anyonik yapida
bulunmaktadirlar. Hem katot hem de anot tarafindan esit miktarda cekildigi noktada,
aminoasitlerin yan zincirlerindeki gruplar en st diizeyde iyonlasabildigi halde proteine ait
toplam net yik sifir olmaktadir. Bu noktada pH degeri, proteinin pl' si olarak
tanimlanmaktadir. Proteinler pl' larinda elektrik alanin etkisi altinda hareket etmezler ve bu
nedenle belirli bir pH gradyaninda bulunan ve elektrik alanin etkisindeki proteinler, her bir

proteinin kendi pl' sina kadar go¢ edip bu noktada hareketsiz kalmaktadir (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. Proteinlerin pl' larina gére ayirmi.

IEF tekniginde IPG olarak adlandirilan seritler kullanilmaktadir. Bu seritlerin
tekrarlanabilirlik sorunlari olmamasi, saglam ve tutarli sonuglar elde edilmesi, zamandan
tasarruf etmek amaciyla hazir olarak satilanlari daha ¢ok tercih edilmektedir (66). Bu ticari

IPG seritler farkl boylarda ve farkli pH araliklarinda bulunmaktadir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Ticari IPG seritler (67).

IEF teknigi, sabit bir pH gradyan ortaminda amfoterik (hem asidik hem de bazik 6zellik
gosteren) tirlerin, belirli bir elektrik alanin etkisinde pl’'larina gore ayrilmasi olarak
Ozetlenebilir (61). Bir proteinin pl degeri, hem net yiikiin hem de proteinin elektroforetik
hareketliliginin sifir oldugu pH' dir. Analiz edilecek numune, elektrik alan uygulanan jel
ortamina yerlestirildikten sonra protein molekdlleri, yiklerine bagh olarak kendi pl'larina
gelene kadar jel izerinde hareket ederler.

IEF teknigi ile baglica peptidler ve proteinlerin ayinmi gergeklestiriimektedir. Ayrica
bakteri hiicreleri veya amfoterik nanopartikiller gibi diger yapilar da IEF ile ayrilabilir (68).

IEF isleminde jellere uygulanacak olan voltaj degeri oncelikle disik tutulmaldir,
boylece IPG seritlerin 1sinmasi onlenir ve tuzlarin sebep oldugu girisimler tuzlarin
uzaklastiriimasiyla onlenir. Voltaj degeri sonra dogrusal bir sekilde artirilir ve bu degerde uzun
stire tutulduktan sonra elektroforez islemi sonlandirilir. Uygulanacak olan voltaj programini
bu sekilde ayarlamak proteinlerin yeterli miktarda odaklanmasini saglamak agisindan
oldukca 6nemlidir. Proteinler yeterli odaklanamazsa "under focusing" seklinde adlandirilan
olay gerceklesir ve 2. boyut SDS-PAGE basamaginda jelin Uzerinde yatay cizgiler gozlenir.
Voltaj gereginden fazla uygulandiginda ise "over focusing" olusur ve bu da proteinlerin ¢ok
fazla odaklanmasina sebep olurken; bazi proteinlerde modifikasyon meydana gelip gergek pl
degerlerinden uzaklasabilir. En uygun IEF islemi, uygulanacak olan en yiiksek degerdeki voltaj

degeri ile jellerin en kisa stireyle muamele edilmesidir (65).
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2. Boyut - Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein ya da polipeptid molekillerinin kitlelerine gore akrilamid jel Uzerinde gog
etmesi ve sonrasinda jel lizerinde go¢ etmesi sonlanan molekdllerin yerlerinin tespit edildigi
tekniktir.  Akrilamid monomerlerinin  bir c¢apraz baglanma reaktifiyle (N, N’-
metilenbisakrilamid gibi) polimerlesmesi sonucu elde edilen poliakrilamid jel yapilarinin
elektroforez icin uygun bir ortam oldugu belirtilmistir (69).

Proteinlerin jel elektroforez teknigi ile ayrilmasinda, anyonik bir deterjan olan SDS
yaygin olarak kullaniimaktadir. Proteinler igin yiiksek afiniteye sahip olan SDS, protein
molekdllerine sikica baglanarak kendi yuklerini saf disi birakip denatiirasyonu saglar. Bu
sekilde SDS varliginda proteinler kendi yiklerinden bagimsiz, birim kitleleri basina sabit,
homojen bir negatif ylik kazanirlar ve yikleri esit oldugu icin sadece molekul agirliklarina gére

goc etmeye baslayip ayirimlar gerceklesmektedir (Sekil 2.11.).

SDS &ncesi Yuklu R gruplarn

Hidrofobik alanlar

Sekil 2.11. SDS 6ncesi ve SDS ile muamele sonrasi molekdillerin yikleri (70).

Sonug olarak jelin Gizerinde her proteinin kendi molekil agirhgina gore aldigi yol

farklik gostermektedir (Sekil 2.12.).
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Protein karnigimi

Sekil 2.12. Proteinlerin poliakrilamid jel (izerinde kutlelerine gore farkli hizlarda

gerceklesen gocu (71).

pl' larina gore IPG seritler (izerinde ayrilan proteinler (1. boyut), SDS-PAGE
basamaginda, seritler 6zel bir hiicre icerisine konulan poliakrilamid jelin bulundugu kasetin

Uzerine yerlestirilip bu basamakta molekiiler agirliklarina gére ayrilirlar (2. boyut) (Sekil 2.13).

Sivi
agaroz s == =
Katot AN 14 IPG serit
tamponu | | A —— - ,
5 . /
S S 7 > Poliakrilamid Jelin
Marker B e S e e 11 iginde bulundugu kaset
Anot "] W 5 e . B+l Elektroforez sirasinda
tamponu 3% R e ortaya cikan hava kabarciklari
f—!

Sekil 2.13. SDS-PAGE isleminin sematize edilmis hali (54).
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Sekil 2.13.' de sematik olarak gosterilen SDS-PAGE uygulamasindan sonra kaset,
hicre icinden cikarilir ve proteinler artik jel tGzerine gecip kitlelerine gore ayrildigindan IPG
serit atilir.

Normalde renksiz olan proteinleri renklendirmek ve jelin Gizerinde gozlemleyebilmek
icin gesitli kimyasallar kullanilir. Coommassie mavisi ve giimiis boyama gibi kolorimetrik
yontemler siklikla kullaniimaktadir ve floresan boyalar ile renklendirme isleminin daha
yuksek hassasiyet ve genis bir dogrusal aralik sagladigi tespit edilmistir (72, 73).

Daha sonraki basamakta, proteinler jelin tzerinde renklendirildikten sonra 2D imaj
analizi ile jelin Gzerinde bulunan ve proteinleri temsil eden spotlarin tespit edilip istatistiksel
olarak degerlendirilmesi gerceklestiriimektedir. Bu islem "image capturing" denilen
cihazlarin yardimiyla jellere ait goériintilerin bilgisayar ortamina aktarilmasiyla yapilmaktadir.

Sonrasinda ise dijital ortama aktarilan jel gériintiilerinin PDQuest™, ImageMaster
2D, Z4000, Z3, Progenesis ve Phoretix gibi ticari olarak bulunan imaj analiz programlarinin
kullanilarak analizi yapilir ve jel haritalari olusturulur. Her bir numune igin bir minimum sayi
(3ile 5) 2D jel harita kopyasi Uretilir ve protein ifadesi iki farkl numunede (6rnegin biri normal
ve digeri patolojik) karsilastirilir. Bu analizlerle, normal ve patolojik numune icin 1 tane sanal
ana (master) 2D haritasi olusturulur. Ayni yazihm, yogunluklari farkli olan ve 6lgllebilir

dlzeyde dustik ve yiiksek miktarda ifade edilmis proteinleri karsilastirir.

2.11. Proteomik Caligmalarda Kiitle Spektrometrisi

Kitle spektroskopisi, yUkli partikillerin bir manyetik ya da elektriksel alandan
gecerken diger yukli partikullerden, kutle/yik (m/z) oranlarina gore ayrilmasina dayanan
analitik bir tekniktir. Molekdiller ilk olarak iyonize forma getirilir ve kitle analizér( ile
ayrilmadan once bir iyon kaynaginda gaz fazina donustirilir. Numunelerin analizi icin
normalde yiiklli olmayan her bir partikdl, iyonize hale getirildikten sonra kendine 6zgii bir
kutle (m) ve yik (z) sahibi olurlar. Kutle spektrometrelerinde, her m/z degerindeki iyon
sayllari dedektor ile kaydedilir ve m/z degerlerinin siddete yani intensiteye karsi cizilen
spektrumlar kullanilarak bilesikler karakterize edilmektedir (74, 75).

Bu teknik proteinlerin kiitlelerini yliksek hassasiyetle analiz etmek icin kullanilir. Her

bir proteinin yapitasi olan aminoasitler belirli oldugundan, proteinleri olusturan peptidlerin
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kitlelerinin yardimi (peptid dizileme galismalari) ya da aminoasit yapilarini peptidlerden
sirayla kopararak elde kalan kitle degerlerinin belirlenmesi (De Novo dizileme) ile
proteinlerin analizi yapilabilmektedir. Onceki yillarda proteinler, zaman alan ve Edman yikimi
adi verilen yontem ile belirlenirken, peptid dizileme yontemi (PMF)' nin gelistiriimesi ile
protein analizleri oldukga hizlanmistir (76).

Kitle spektroskopisi analitik teknikler arasinda oldukg¢a énemlidir. Bir molekuliin
kitlesini yliksek hassasiyetle 6lger ve bu 6zelligi nedeniyle genis bir uygulama alanina sahiptir.
Proteinlerin kiitlelerinin belirlenmesi, proteinlerin tanimlanmasinin yani sira kiitlede olusan
degisimler sayesinde proteinlerde meydana gelen modifikasyonlarin belirlenmesi ve
proteinlerin etkilesimleri gibi bircok konuya da isik tutmaktadir (77). Bu nedenlerden dolayi
MS, proteomik calismalarda kullanilan temel yéntemlerden biridir.

MS' de, kromatografik bir ayirim ya da direkt enjeksiyon sonucunda spektrometrenin
numune giris bélimiine ulasan analit, iyon kaynaginda iyonlastirilip gaz fazina gegirildikten
sonra genelde yikli bir kapilerin yardimiyla kitle analizériine tasinir. Kiitle analizoriinden
sonra dedektorde sinyaller kaydedilir. Kiitle spektrometreleri yiiksek vakum altinda ¢alisan

analitik cihazlar olup sematik gésterimi Sekil 2.14."de verilmistir.
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Sekil 2.14. Kitle spektrometresinin genel semasi (78).
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2.11.1. iyonlagtirma Kaynaklan

Numunenin sisteme girisinden sonra gergeklesen ilk islem iyonlastirmadir. Calisilacak
maddenin tlriine ve analiz sonucunda elde edilmek istenen bilgilere gére iyon kaynag
secilmektedir. iyon kaynaginin, yiiksek iyon verimi ve miimkiin oldugunca kiiciik eneriji
dagimi gibi &zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. iyonlastirma islemi, istenilen
iyonlastirma tiriine gore elektronlar, elektriksel ark (kivilcim), fotonlar, 1s1 ve kimyasal
reaksiyonlar gibi birgok kaynaktan faydalanarak gergeklestirilmektedir.

lyon kaynaklari, gaz faz iyon ve desorpsiyon iyon kaynaklari seklinde iki grup altinda
toplanabilir. Gaz fazli iyon kaynaklarinda, numune oncelikle buharlastirilir ve sonrasinda
iyonize edilir. Desorpsiyon iyon kaynaklarinda ise numune kati ya da sivi halden direkt olarak
gaz fazindaki iyonlara donistirilir. Ugucu olmayan ve isiya dayaniksiz bilesiklere kolaylikla
uygulanabilen desorpsiyon kaynaklari, diger yontemlere gore daha avantajlidir.

Siklikla kullanilan Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve Matriks Destekli Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI), desorpsiyon iyon kaynaklari sinifina girmektedir. Bu iyon
kaynagi, istya dayaniksiz ve ugucu olmayan orneklerle de kolayca calisilmasini olanak
saglamaktadir (79).

ESI iyon kaynaklar; genomik, proteomik, metabolik calismalarda ve protein,
polipeptid, metabolit, oligoniikleotid analizlerinde ¢ok sik kullanilmaktadir. Daha yeni bir

teknik olan MALDI ise protein ile peptid analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (75, 77).
Elektrosprey lyonizasyon (ESI)

ESI, bliylk polar molekiillerin parcalanmadan iyonlastiriimasinda kullanilan yumusak
(soft) iyonizasyon teknigidir. Elektrosprey iyonlastiricilar, genelde polar olan bir ¢oziicide
¢6zinmus olan analitin, 3 - 4 kV arasinda elektrik potansiyelinde kiigiik bir metal kapilerden
sprey seklinde plskirtilerek iyonlastirimasi esasina dayanir (80). Cikisi fazlasiyla dar olan bu
kapiler ile ¢cikis yoniinde bulunan levha arasinda yiiksek bir potansiyel fark olusturulur (81).

Metal kapiler yuklendiginde cihaz icindeki ¢ozeltide bulunan ayni yiike sahip iyonlar
disariya dogru itilir ve bunun sonucunda yiikli damlaciklar olusur. Elektriksel alanin etkisiyle
bu yiikli sivi, kapilerin ucunda Taylor konisi olarak tanimlanan bir koni olusturur ve bu koni

sayesinde ylzeydeki yik orani azalir. Koninin ucunda damlaciklar olustuktan sonra cihazin
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girisine tasinirlar. Sonrasinda ¢ozeltiyle ayni anda gegirilen ve sicakligi 300 - 450 °C arasinda
degisebilen azot gazi ile ¢ozlicli buharlastirilarak ortamdan uzaklastirilir ve boylece kiigtilen
taneciklerin tizerinde olusan yiik molekiillere aktarilir, iyonlar da kiitle analizortine iletilir.

ESliyon kaynagi, HPLC ve CE gibi teknikler ile birlikte kombine olarak kullaniimaktadir
(82). Sekil 2.15.'de ESlI sistemi sematize edilmistir.
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Sekil 2.15. ESI sistemi (83).
Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirma (MALDI)

MALDI tekniginde, lazerden gelen enerijiyi absorblayan ve matrik olarak tanimlanan
bilesikler ile diisiik ucuculuk ve yiksek molekiler agirhga sahip analitler parcalanmadan
analiz edilir. Analit, kendisinden ¢ok daha fazla miktarda bulunan ve mor 6tesi yani ultraviyole
(UV) 1sinlart soguran bir matriksin icine gomiilerek analize hazir hale getirilir. Bu teknikte
analit, matriksle karistirilip sivi haldeki matriks - numune karisimi, ¢elik MALDI plakasi tizerine
tatbik edilir ve sonrasinda havayla kurutulur (84).

UV veya Infrared (IR) isinlari absorbe eden, konjuge zayif organik asit bilesikleri
matriks olarak kullanilir. Kesikli lazer 1sini uygun bir dalga boyunda kullanilan matrikse
gonderildikten sonra matriks bilesenleri parcalanmaksizin siiblimasyona ugrar ve disik
miktarda bulunan analit molekiilleri gaz fazina gecer. Ayni zamanda gerceklesen ¢ok sayida
carpismanin etkisiyle arti ve eksi yiiklii analit molekiilleri meydana gelir (85). Arti yiiklenmis
molekdiller, elektrik alanin etkisi altinda buharlagsmanin gerceklestigi ylizeyden uzaklastirilir

ve kiitle spektrometresine gecerler.
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Bu teknikte kullanilan matriksin 2 ana gorevi vardir: Birincisi, desorpsiyonu saglamak
icin lazer enerjisini almak; bir digeri iyonizasyon icin numuneye aktarilan H* iyonlari kaynag
olmaktir (86).

MALDI - MS, gaz halinde protonlanmis iyonlar olusturan ve analitin molekdler
agirhigini belirlemek igin kullanilan bir tekniktir. MALDI, yumusak bir iyonlagtirma teknigidir ve
analitlerden az sayida fragment (par¢alanma lriinii) meydana getirerek analizi gerceklestirir.
Bu sebeple, niikleik asit ve protein gibi biyomolekiiller gibi cok sayida numunenin analizinde

siklikla kullanilmaktadir (87). MALDI teknigi Sekil 2.16.” da sematize edilmistir.
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Sekil 2.16. MALDI lazer iyonlastirma teknigi (88).
2.11.2. Kiitle Analizorii ve Dedektér

Kitle analizori, iyonlastirma kaynagindan cikan Grlnlerin m/z oranlarina gére
ayinminin gerceklestigi boliimdur. Kiglik kiitle farkhliklarini yiiksek bir hassasiyetle olcebilen
sistemler tercih edilmekte ve bunun icin manyetik sektorli, kuadropol ve ugus zamanli kiitle
analizorleri ¢ok sik kullanilmaktadir. ESI veya MALDI iyonlastirma kaynaklariyla kombine
sekilde kullanilabilen ucus zamanli kitle analizorii (TOF) omiks calismalarda siklikla
kullanilmaktadir (87).

TOF kiitle analizoriinde, elektrik alanin etkisiyle ivme kazanan farkh kitlelerdeki

iyonlarin dedektore ulasma zamani olgildr.
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Kitle analizorlerinden gegen iyonlar son adimda dedektére ulasir. Elektron gogaltici
oOzellikteki dedektorde, garpismanin etkisiyle olusan akim, dnce analog voltaja sonra ise
sinyale dondlslr. Dizi diyot ve devamli diyot elektron cogaltici dedektorler en sik kullanilanlar
arasindadir (79).

Cihazda daha hafif iyonlar daha hizliilerler ve dedektore agir iyonlara gore daha 6nce
ulagirlar. Dedektore ulasmak icin belirli bir m/z degerindeki iyonunun aldigi zaman daha
sonra bir kiitleye dontisturGlur ve iyonlarin sayi/siddeti degerine karsi grafige gegirilir. Ayrica
bazi durumlarda, iyon kaynaginda olusturulan ve TOF analizériinde hizlanan ayni m/z
degerindeki iyonlar, tam olarak ayni zamanda harekete baslamayabilir ve ayni kinetik
enerjilere sahip olmayabilir. Bu durumda ayni m/z degerindeki iyonlar dedektore farkl
zamanlarda ulasirlar, pik genislemesi gbzlenir ve ayirm gicl diser.

Bu tez calismasi kapsaminda  kullanilan  Matriks  Destekli  Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon, Ucus Zamanl Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF/TOF-MS)

cihazinin sematik hali Sekil 2.17.” de gosterilmistir.
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Sekil 2.17. MALDI-TOF/TOF-MS sematik gosterimi (89).
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2.12. Peptid Dizileme ve De Novo Dizileme Calismalari

Proteomik galismalarda, tripsin yardimiyla pargalanan proteinlerden elde edilen
peptidlere ait kitle miktarlar, yiiksek kesinlik ve dogrulukla ESI-TOF-MS vya da
MALDI-TOF-MS ile belirlenmektedir (90). Peptidlerin kiitle degerleri ile gesitli veri tabanlari
kullanilarak bilinen proteinlere ait peptid dizisi degerlerinin karsilagtiriimasi ile proteinlerin
analiz edilmesi, "peptid dizileme calismalarn (peptide mass fingerprint)" olarak
tanimlanmaktadir.

Peptid dizileme galismalarinda, tripsin gibi bir proteaz enzimi ile enzimatik olarak
parcalanmis bir proteinden bir "kitle parmak izi" elde edilir. Genelde MALDI-TOF yardimiyla
elde edilen bu degerler, veri tabaninda kayitli, teorik olarak ulasiimasi beklenen peptid kiitle
degerleri kiyaslanir. Peptid eslesmelerine gore proteinler siralanabilir (91-93). Ayni zamanda
kitle parmak izi ile benzer miktarlardaki proteinlerden meydana gelen karisimlar da veri
tabanlarindaki bir eslesmeyle birbiriyle iliskili peptidler arastirilabilir (94).

Diger bir alternatif ise "De Novo Dizileme" ¢alismalari olup Tandem-MS kullanilarak
gerceklestirilir. MS' de izole edilip kitlesi belirlenen bir peptid iyonu (precursor ion)
sonrasinda carpismalarla parcalanarak fragmentlerine (product ions) ayriir ve bu
fragmentlerin m/z degerleri ikinci bir kiitle spektrometresi ile 6l¢uliir (65). Fragment iyonlara
ait kitle degerlerinin 1s1i8inda ilgili peptide ait olan aminoasit dizilimi belirlenebilmektedir.
Peptidin parcalanmasiyla olusan ve ¢ok sayida bilgiyi icinde barindiran iyonlar, aminoasitlerin
arasinda bulunan peptid baginin kirilmasi sonucu olusur (95). Bu tir iyonlar, parcalanan
omurga baginin tiriine ve icerigindeki terminal atoma gore bir harf ile tanimlanmaktadir. “b”
tlrd ve "y" thrd iyonlarin yani sira "a, ¢, x ve z" tiri iyonlar da meydana gelmektedir (Sekil

2.18.). Gozlenebilirligi en yiiksek olanlari, "a, b ve y" tiri iyonlardir.
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Sekil 2.18. Peptidlerin parcalanmasi sonucu olusan "b" ve "y" tiir( iyonlar (96).

R, R,

Peptidler parcalanirken var olan yiikiin amino terminali tarafinda kalmasi sonucunda

"b" tlri iyonlar, karboksi terminali tarafinda kalmasiyla ise "y" tirl iyonlar meydana gelir.
Peptid zinciri "b" ile "y" tlrl iyonlarin olusmasi sonucunda C-N ve N-C yoninde her iki
taraftan da fragmentlerine ayrilmaktadir (97, 98). "ANELLLVNK" peptidine ait Tandem-MS ile

analizine ait spektrum, b ve y iyonlarini gostererek Sekil 2.19.” da verilmistir.
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Sekil 2.19. "ANELLLVNK peptidinin Tandem-MS ile analizi sonucunda elde edilen "b"

ve "y" iyonlarini gosteren spektrum (99).



34

2.13. Protein Veri Bankalari ve Protein Modifikasyonlari

Proteomik analizlerde peptid dizileme ve De Novo dizileme c¢alismalari igin
gelistirilmis bircok yazihm ve veri tabanlar bulunmaktadir. SwissProt, UniProt, NCBI,
MASCOT, MatrixScience bunlardan bazilaridir. internet ortamindaki veri tabanlari ve
yazilimlar proteomik analizleri oldukga hizlandirmaktadir (100, 101).

Bu veri tabanlari ve yazilimlarin bazi sinirlamalari vardir. Bunlardan biri, biiylik protein
molekiillerinin cok fazla miktarda teorik peptid olusturmasi ve bunun sonucunda karisik
spektrumlarin elde edilmesidir. Korunmus dizilerdeki spektrumlarin bir baska protein
tarafindan olusturulabilme ihtimali de bulunmaktadir ve kiiglk peptidler veri tabanindaki
bircok proteinle eslesebilirler.

Bu sebeple bu calismalarda bir hata payr bulunmaktadir; fakat bu hata payinin
belirlenebilmesi agisindan da arastirmalar mevcuttur (102). Tim deneysel ¢alismalarin
sonunda, dikkatli bir sekilde gerceklestirilen veri analizi basamagi da dogru yorumlanmis bir

analiz sonucu agisindan blyiik 6nem arz etmektedir.

2.14. Kanser ve Proteomik Analizler

Kanser, hicrelerdeki DNA hasari sonucunda, hiicrelerin kontrolsiiz bliylime ve
normal olmayan hiicre yayilimi ile ortaya gikan hastaliklar grubunu tanimlamaktadir.

Kanser gelistikleri dokuya gére farkli isim almaktadir. Beyaz kan hiicreleri olarak
bilinen |6kositlerin kanseri "I6semi," bag dokusunda gelisen ve 6zellesen lenfositlerin timord
"lenfoma", derinin melanosit denilen pigment hiicrelerinden olusan kanserler "melanoma",
mide, akciger gibi karin boslugundaki organlarin epitel hiicrelerinden kaynaklanan kanserler
"karsinoma", bag doku ve kas dokusundaki kanserler de "sarkoma" olarak adlandirilir.
Terminolojik olarak spesifik tip kanserler; meme, kolon, akciger ve prostat kanserleri gibi
organ adlariyla da isimlendirilirler (103).

Apoptoz yani programli hiicre 6limi; fonksiyonunu kaybetmis, fazlaca Gretilmis,
diizensiz gelismis, gorevini tamamlamis ya da hasara ugrayan hiicrelerin cevredeki hiicrelere
zarar vermeden yok edilmesini saglayan, genetik olarak kontrol edilebilen programlanmis
hiicre olimidur (104). Hiicre kendi kendisini aktif olarak yok eder. Apoptoz oranlari timor

derecesi ile iligkilidir ve daha agresif timorler daha yiksek apoptoz ve proliferasyon
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oranlarina sahiptir (105). Gelisme siirecinde mitoz béliinme, organizmanin normal biylimesi
ve gelisimi icin gereklidir; apoptoz ise organizmanin bitiinligline karsi tehdit olusturan
hiicreleri uzaklagtirmak igin gerekli olan bir mekanizmadir (106).

Saglikh bireylerde sinir hiicreleri haricinde diger tim normal hicreler yasam icin
sistemli olarak bliyir, bolin(r ve 6lurler. Cocukluktan yetiskinlige kadar olan silirecte hiicreler
daha hizli béllnirken, sonrasinda birgok dokuda yer alan hiicrelerde sadece 6len hiicrelerin
yenilenmesi amaciyla boliinme gerceklesir. Normalde yeni hiicrelerin olusumuna ihtiyag
yoksa her hiicrenin kendi mekanizmasiyla bu hiicredeki bélinme durdurulur. Kanser
hicreleri ise blylylp bolinmeye devam eder ve viicutta diger bolgelere yayilir. Kanser
hicrelerittimorleri olustururlar ve bu timorler saglikli dokulari sikistirabilir, icine sizabilir veya
dokulari tahrip edebilirler. Kanser hiicreleri kan veya lenf dolasimi ile viicudun diger
bolgelerine de gidebilir ve bu bolgelerde de tiimor olusumuna neden olup blyirler. Olusan
tlimorlerin hepsi kanser degildir. Timor hiicreleri ¢evresindeki dokulara yayllmalarina gére
"iyi huylu (benign)" ve "kétii huylu (malign)" olarak siniflandirilirlar. iyi huylu olan timér
hicreleri viicudun diger boélimlerine yayilmazlar. Canlinin yasamini ¢ok fazla tehlikeye
sokmazlar ve sinir sistemi, damarlar ve kanallara basin¢ yaparak belirti verirler ve genelde
cerrahi opreasyon ile alinirlar. Kot huylu timorler ise olustuklari yerden ayrilip viicudun
degisik bir bolgesine giderek ikinci bir timorli olustururlar. Kanserin vicudun diger
bolgelerine bu sekilde yayilmasi "metastaz" olarak tanimlanmaktadir (107). Bazi kanser
tlrleri digerlerine gére daha hizl biiyir, yayilir ve tedaviye farkl sekilerde cevap verirler (108).
Kan ve lenf yoluyla diger organlara tasinan hiicreler, birbirine yapismazlar, hiicrelerden gelen
sinyallere cevap vermezler ve apoptoza ugramazlar (109).

Kanser hastaliginin olusmasinda bircok faktor rol oynamaktadir. Bunlar arasinda
glines 15181, radyasyon, endustriyel atiklar, kronik irritasyon, ilaglar, besinler, hareketsiz bir
yasam, stres, tansiyon yiksekligi, sigara, alkol, virlsler, bakteriler, immiin yetmezlik gibi
bircok faktor sayilmaktadir. Kanser olusumunda genetik faktorlerin de rol aldigi bilinmektedir
(110, 111).

Hicresel davranisi genler kontrol etse de proteinler de bu mekanizmalar tizerinde
etkilidir. Spesifik olarak kanser ile ilgili olarak tanimlanan proteinler, timériin blylimesini,

yayllmasini, metastazi, cevreleyen hiicrelerle etkilesimi ve tedaviye yaniti yonlendirir (112).
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Proteinler organizma icerisinde, biyolojik fonksiyonlar ve hiicre fenotipinden
sorumludur. Kanser hiicreleri tarafindan salgilanan proteinler normal hiicrelerden farklidir.
Kanserli hiicrenin proliferasyonu (¢ogalmasi) ve asiri protein salgilanmasi birbirleriyle iliskilidir
ve erken dénemde kanda tespit edilebilir.

Proteomik yaklasimlar, proteinin hiicreden ne sekilde salgilandig, hicredeki
fonksiyonu ve karsilikli olarak etkilesimleri, protein miktarlari, hiicre hasarindan sonra
gostermis oldugu degisimler ve protein izerinde olusan modifikasyonlar konusunda bilgi
vermektedir. Ayrica proteinlerin hastaliklarin spesifik belirtecleri olarak oynadiklari roli
arastirmaktadir. Ozellikle hastaligin erken teshisinde ve yeni tedavi secenekleri konusunda
proteomiks alaninda yogun olarak arastirmalar yapilmaktadir (113).

Proteomik analizlerin amaci; kanserin patogenezinin daha iyi anlagiimasini saglamak,
teshis icin yeni timor biyobelirteclerini bulmak, proteomik analizlerden elde edilen veriler
araciligiyla hastaligin erken teshis ve tanisini saglamaktir. Onkoproteomik, kanser
hicrelerindeki protein etkilesimlerini inceleyen proteomiklerin bir koludur. Onkoproteomik,
kanserle ilgili tiim protein ag, terapotik etkinligin ve toksisitenin degerlendirmesi, prognoz ve
ilag direnci ile iliskili kanser-protein agindaki degisikliklere dayali tedaviyi hedeflemektedir ve
ilag kullanimini bireysellestiren bu tiir calismalar klinikte Gnemli bir yere sahiptir (27).

Kanser tedavisi Uizerine ¢alismalar devam etmektedir. Omik bilimlerin gelismesi ile
klasik kanser tedavi yontemleri daha detayl sekilde incelenirken, ayrica alternatif tedavi
yontemleri (izerinde de ¢alisiimaktadir. Bu alternatif yontemlerden biri antikanserojen etki
gosteren bitkisel Grdnlerin  kullanimidir. Biberiye, zerdecal ve Uzim cekirdegindeki
resveratrol gibi maddelerin bazi kanser tiirleri Gizerinde etkisi oldugu proteomik ¢alismalarla
ortaya konmustur.

Genomik ve proteomik calismalarda, ileri analitik teknikler kullanilarak bitkisel
kaynakli Griinlerin  kanser hastaliginda iyilestirici etkilerinin  molekiiler diizeyde
arastirilmasina ait literatiirde ¢ok sayida calismaya rastlanmaktadir (114-120).

Kanser arastirmalarinda proteomik calismalar, islevsel ve dizenleyici yolaklarin
tanimlanmasi, dokuda ve biyolojik sivilarda hastaliga sebep olan molekiil yapilarini ortaya
clkarma, hastalik evrelerine, hastaliga, kisiye 6zgu farkliliklara dair ¢ok sayida degerli veriler

ortaya koymaktadir (121, 122). Guniimizde c¢ok sayida biyolojik ornekler ile yapilan
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proteomik calismalarda artis gozlemlenmistir. Meme kanserinde de hastaligin stirecini daha
iyi anlayabilmek amaciyla tiimér dokusu ve biyolojik sivilar (serum, igne aspirasyon sivisi,
duktal lavaj sivisi ve hiicrelerarasi timor sivisi) ile gok sayida ¢alismalar yapilmistir (112, 113,

123).
2.14.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda gorllen en yaygin kanser tiiri olmakla birlikte; basta
gelismis Ulkeler olmak tizere en sik goriilen kanser kaynakl 6liim nedenlerindendir (124).
Meme kanserinin gorilme riski, gelismis toplumlarda ¢ok daha yiiksek oldugundan, érnek
olarak Amerika’da 10 kadindan biri, tGlkemizde ise her 25 kadindan biri, hayati boyunca
meme kanserine yakalanmaktadir (125).

Meme kanseri risk faktorleri; demografik ozellikler (cinsiyet, yas gibi), reproduktif
oyku (menars yasi, dogum yapma sayisi, ilk hamilelik yasi, menapoz yasi), ailesel ve genetik
faktorler (aile 6ykisu, bilinen veya siiphe edilen BRCA1, BCRA2 ve diger gen mutasyonlari),
cevresel faktorler (hayat tarzi, alkol ve sigara kullanimi, fazla radyasyona maruz kalma vb.)
seklinde 6zetlenebilir (126). Anne ya da kizkardeste meme kanseri gorilmesi, riski 2-3 kat
arttirirken, ikinci derece bir akrabasinda meme kanseri olan kadin icin risk iki kattan daha az
artar.

Meme kanserinde yas 6nemli bir risk faktoridur. Yirmi yasin altinda meme kanseri
goriilme ihtimali oldukca distktiir. Meme kanseri teshisi konan kadin hastalarin % 70’ i,
50 yasin Gzerindedir. Yani elli yasin izerindeki kadinlarda meme kanseri gorilme sikligi, yasi
50' nin altinda olan kadinlardan yaklasik dort kat fazladir (127).

Bir diger risk faktorl ise erken menars ve ge¢ menopozdur. Meme kanserinin
goriilme riskini artiran bu faktorlerin, uzun siireyle 6strojene maruz kalmayla iliskili oldugu
distniilmektedir (128). Ulkemizde yapilan bir ¢calisma sonucunda, 15 yasin altinda menars
olan kadinlarda, digerlerine gore 1.72 kat daha fazla meme kanseri goriilme ihtimali oldugu
ortaya konmustur (129).

Kadinlarda gebelik ve emzirme de risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Meme
hicreleri, gebelik ve emzirme sirasinda veya sonrasinda olgunlasip farkllasir ve ovulatuvar

dongli sayisi azalir. Bu konuda yapilan arastirmalarda, ilk dogum yapilan yas ile meme kanseri
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arasinda pozitif bir iliski oldugu, bir diger calismada ise daha 6nce hi¢c dogum yapmamis
olmanin bir risk faktort olmadigl; ancak 20 yas altinda ya da 30 yas sonrasinda dogum
yapmanin meme kanseri gorilme riskini artirdigi belirtilmistir (130).

Ostrojene maruz kalma siiresiyle meme kanseri gelisiminin iliskili oldugu
distnilmektedir. Yapilan bircok calisma, Ostrojenin ve progesteronun meme hiicreleri
Uzerinde blyumeyi ve proliferasyonu arttirici etkisi oldugunu ortaya koymustur. Tek basina
ostrojen aliminin meme kanseri gelisme riskine etkisi, kombine Gstrojen ve progesteron
alimindan daha ytiksek bulunmustur. Gliniimiizde 6strojen kullanilmasi tartismalidir, fakat
menapoz semptomlarinin giderilmesi amagh kullanilan ylksek 6strojen dozlarinin orta
derecede risk artisina yol agtigi gosterilmistir (131).

Meme kanserinin olusmasinda hormonlarin etkisi ¢ok fazladir ve bu hormonlar
arasinda en buyuk risk faktoriiniin de 6strojen oldugu bildirilmistir (132). Steroid yapisinda
bir hormon olan 6strojen, genelde ovaryumlardan, az miktarda bébrek Gsti bezlerinden ve
plasentadan salgilanir. Dogal strojenler olan B-Ostradiol (E2), 6stron (E1) ve 6striol (E3)" diir.
Bunlardan en fazla salgilanani B-6stradiol, en az salgilanani ise 6strondur. Ostriol ise 6stradiol
ve ostronun Ozellikle karacigerdeki oksidasyonu sonucu olusmaktadir. Biyolojik olarak meme
dokusunda en etkin olan 6strojen ise B- dstradioldiir (133).

Hormonlar, hiicrelerdeki etkilerini, hiicre ylizeyinde veya iginde bulunan ve ilgili
hormona karsi spesifik afinitesi olan reseptor proteinlerine baglanarak gosterirler.
Reseptor - hormon iliskisi hiicrede bir takim biyokimyasal degisikliklere yol acar. Meme ve
uterus dokusu Ostrojen reseptorleri nedeniyle Ostrojenin etkilerine agiktir. Meme kanseri
hastalarinda 6strojen reseptorlerinin pozitifliginin % 40 - 80 oranlarinda oldugu bulunmustur.
Ostrojen kendi reseptoriinii aktive ederek hiicrenin daha c¢ok béliinmesine neden
olmaktadir. Kanserli hicrelerde bulunan Ostrojen reseptorli, normal hiicrelerdekinden
belirgin derecede fazladir (134).

Menopoz oncesi ovaryumda olusan Ostrojen sentezi, postmenopoz déneminde
durur ve serbest Ostrojen miktari biyolojik etki seviyesinin altina iner. Ancak yine de 6strojene
bagli meme kanserlerinin blylik bolimd bu donemde ortaya cikmaktadir (132).

Vicut yag oraninin artmasi ile meme kanseri riskinin arttigi bilinmektedir. Avrupa

Beslenme ve Kanser Calisma Grubu (European Prospective Investigation into Cancer and
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Nurition-EPIC) nun olusturdugu rapora gore; kilolu kadinlarin zayif olanlara gére % 31
oraninda daha fazla meme kanseri riski tasidig bulunmustur (130).

Son vyillardaki genetik calismalar, meme kanserinde genetik faktorlerin de risk
olusturabilecegini gostermistir. Kalitsal bazi sendromlarin varliginda meme kanserinin
gorilme sikliginda artis gozlenmistir (135). Kalitsal meme sendromu bircok gen
mutasyonuna bagli olarak gelisebilir; ancak siklikla BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki
mutasyonlar tespit edilmistir. Kalitimsal olarak BRCA1 ve BRCA1l genlerinde gelisen
mutasyon, anne ya da babadan aktarildiktan sonra bu kromozom ciftinde meydana gelen
baska bir mutasyon sonucunda kanser gelismektedir. Mutasyona ugrayan BRCA1 ve BRCA2
genlerini tasiyan insanlarda meme kanseri riskinin belirgin olarak arttigi bulunmustur
(136-138).

Meme kanseri belirtilerini bilmek, meme kanserinin ilerlemesini engellemek ve
erken teshis ve boylece tedavinin basari sansini ylkseltmek adina ¢ok énemlidir. Meme
kanseri belirtileri su sekilde siralanabilir:

- Memede genelde agrisiz, sert yapili, hareket ettirilebilen ya da yerinde sabit olan,
zamanla buy(kligl degisebilen, ele gelen sislik ve kitleler,

- Meme boyutu ya da seklinde gozle goriilebilir degisiklik olmasi,

- Meme cildi izerinde gozlenen kizariklik, kasinti, morluk, yara, damar genislemesi,
iceri dogru ¢cokuntd, yayilmis kiclk sislikler ve portakal kabugu gortindsd,

- Meme basinda ve ¢evresindeki renk, sekilde degisiklik,

- Meme basindan gelen kanl ya da kansiz akinti,

- Koltuk altinda elle fark edilen agril veya agrisiz sislikler (139).

Meme kanseri tedavisi yonteminin basarisi; hastanin yasina, cinsiyetine, genel
durumuna ve yasam kalitesine gore degiskenlik gostermektedir. Tedavi, hastaligin hangi
evrede olduguna bagl olarak degismektedir. Evre 0 da ameliyat sonrasinda kemoterapi
tedavisi uygulanmasina gerek duyulmamaktadir. Radyoterapi de cogu zaman tedaviye
eklenir. Evre | ve I de ise kitle kiiclktiir, ameliyat ardindan kemoterapi tedavisi uygulanip
uygulanmayacagina karar verilir. Evre llI’ de kemoterapi tedavisi uygulandiktan sonra hasta

ameliyat edilir. Evre IV’ de ise eger ki kanser vicudun ¢ok fazla bdlgesine yayllmamis
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durumda ise cerrahi operasyon uygulanabilir; ancak kanser yayilimi fazla ise sadece ameliyat

kesinlikle 6nerilmez. Sadece kemoterapi ve bazen radyoterapi tedavisi uygulanir.
2.15. MCF-7 Meme Kanseri Hiicre Hatti

Bu tez calismasi kapsaminda, MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) meme kanseri
hiicre hatti ile ¢alisiimistir. ABS' nin, MCF-7 hiicre hatlarinda proteom diizeyinde meydana
getirebilecegi degisiklikler ve meme kanseri tedavisinde ne derece etkili olabileceginin
proteomik analizler ile ortaya konulmasi planlanmistir.

MCF-7 hicreleri, 1970 yilinda 69 yasinda Kafkas kadin hastanin metastatik
dokusundan elde edilen epitel hiicrelerdir. insan meme kanseri hiicre hatti olup, morfolojik
olarak aderent bir ylzeye tutunarak blylyen fibroblast benzeri hiicrelerdir. Bu hiicreler
ostrojen reseptore pozitif 6zellik gosterdiginden dolayi meme kanseri arastirmalarinda
siklikla kullanilir. Bu hicrelerin bliylimesi in vitro olarak TNF alfa ve anti-estrojenler ile inhibe
edilebilir (140).

MCF-7 meme kanseri hiicre hattina ait genel bilgiler Tablo 2.1’ de, diislik ve yiksek

¢OzUnrlik gorantlleri ise Sekil 2.20.” de sunulmustur.

Tablo 2.1. MCF-7 meme kanseri hiicre hattina ait genel bilgiler (141).

Organizma Homo sapiens, insan
Doku Meme bezi, meme
Hiicre tipi Epitel hicreleri
Hastalik Adenokarsinom

Yas 69

Cinsiyet Kadin

Etnik kéken Kafkas
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ATCC numarasi: HTB-22

Diigiik yogunluk Yiiksek yogunluk

Sekil 2.20. Disuk ve yiksek yogunluktaki MCF-7 meme kanseri hiicre goriintileri

(142).

2.16. Kanser Tedavisinde Kullanilan Geleneksel ve Alternatif Yontemler

Genellikle glinimizde kanser tedavileri dort farkl sekilde uygulanmaktadir:

e Cerrahi: Kanserli dokuyu ve cevresindeki yayilma riski tasiyan saglikli dokunun bir
kisminin cerrahi midahale ile alinmasidir. Cerrahi mudahalenin - mimkin olmadig
durumlarda ise radyoterapi ya da kemoterapiye basvurulmaktadir. Cerrahi ne kadar standart
yontem olsa da opresayon sirasinda anestezi ve sonugta 6lim riskinin olmasi, operasyon
sonrasl uzun bakim siiresi ve kanser hicrelerinin baska dokulara yayilmasi ve bunun
sonucunda timoriin tamamiyla yok olmamasi gibi yan etkileri bulunmaktadir (143).

¢ Radyoterapi: Uygun dozlarda 1sin uygulayarak kanser hiicrelerinin éldirilmesine
dayanan tedavi seklidir. Genelde tedavi dozuna ve tedavi edilen bolgeye gore olusan yan
etkiler su sekildedir: Bulanti ve kusma, epitel ylzeylerin zarar gérmesi, agiz ve bogaz
kurumasi, bagirsak sorunlari, 6dem, fibroz, sa¢ dokiilmesi, tiikirik ve gdzyasinin kurumasi,

lenflerin 6demi, sekonder kanser, kalp hastaliklari, kisirlik, biligsel gerileme gorilebilir.
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o Kemoterapi: ilac kullanimina dayanan tedavi seklidir. Viicuttaki istenmeyen
hiicrelerin éldurilmesi planlanir. Kemoterapik ilaglar tek veya birkag ilacin ayni anda verildigi
kirler halinde uygulanir. Her hastaya ait kemoterapi protokolii digerinden farkli olup hastaya
Ozeldir. Bu ilaglar, zararl hiicreleri 6ldiirirken; normal hiicrelere de zarar verip yan etkilere
yol acmaktadirlar. Ayrica bu ilaglar, hizla béliinen hiicreleri 6rnegin sag, gastrointestinal
sistem, kemik iligi gibi sistemleri daha ¢ok etkilerler. Ancak etkilenme kisiden kisiye farklilk
gosterebilir. Tad degisikligi, agiz ve bogaz kurumasi, asir yorgunluk, anemi ve kanama
problemleri, diyare, bulanti ve kusma, kabizlik, asiri agri, derideki yan etkileri, sa¢ dokiilmesi,
kilo kaybl, bagisiklik sistemi sorunlari ve viral enfeksiyonlar, hafiza degisiklikleri gibi yan etkiler
gozlenmektedir (144).

e Alternatif Tip: Bagisiklik sisteminin gliclendirilmesi ve asil tedaviye destek olmayi
amaglayan ancak guvenilirligi ve etkinligi halen arastirilan yontemlerdir (145).

Kemoterapide uygulanan antikanser etkili ilaglarin etki mekanizmalari halen kesin
olarak bilinmemesine ragmen kuvvetli bir antiproliferatif etkiye sahip olduklari ortaya
konmustur (146).

Kemoterapi amagl kullanilan ilaglar kanserli hiicreye karsi toksik etki gdsterir, ancak
ayni sekilde saglikh hiicrelere de bu toksik etkiyi gostermekte ve bundan etkilenen saglikli
hiicreleri iceren organlari da tahrip etmektedir. Antikanser ilaglarin bu yan etkileri nedeni ile
hastalarin 6limu ile sonuglanabilmektedir. Literatlirde yer alan bir ¢alismada, kemoterapi
tedavisi goren kanser hastalarinin % 80’ ninde iyilesme gozlenirken; geriye kalan % 20
hastada bu ilaclara karsi direng gelismis veya 6limcil derecede toksisite meydana geldigi
belirtilmistir (147). Bu nedenlerden 6tiiri giinimizde uygulanan geleneksel kanser tedavisi
yontemlerinin ve ilaglarin yetersiz oldugu dusiiniilmektedir.

GUnUmuze kadar tibbi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin antikanser aktiviteleri
Uzerine ¢ok fazla sayida arastirma yapilmistir (148-151).

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda
olusan patolojik bir durum olan kanser; kardiyovaskdler, otoimmiin bozukluklar gibi bircok
hastalikla iliskilendirilmektedir (152). Antioksidan aktivite bu nedenle, insan sagligi agisindan
oldukga ©6nemlidir ve son yillardaki galismalara gore pek ¢ok biyolojik aktivitenin de

antioksidan etkiden kaynaklandigi ileri stiriilmektedir. Ayrica arastirmalarda, dogal riinlerin
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icerigindeki fitokimyasallarin (bitkilerde dogal olarak bulunan, biyolojik olarak aktif olan
kimyasal bilesikler) oksidatif stres ile ilgili hastaliklardan korunmada 6nemli bir rol alabilecegi
ortaya konmustur. Bu fitokimyasallarin antioksidan 6zellikleri sayesinde, serbest radikallerin
hicre igin zararli olan etkilerini ortadan kaldirdigi distintilmektedir (153).

Dogal bir bilesigin kemoterapétik olarak etkili oldugunu gosteren bazi kriterler
belirlenmistir ve bu kriterlerin en énemlileri; arastirlan dogal Urlniin, kanserli hiicreler
Uzerinde gosterdigi sitotoksik etkiyi normal hiicreler tizerinde gostermemesi ve birden fazla
kanserli hiicre turlerinde etkili olmasidir.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda bazi bitki ve karisimlarinin antikanser etkisinin
arastinldigi calismalar asagida siralanmistir:

* Lampetra tridentata (glircalilik) (Creosote Bush) ve Juniperus communis L. (Juniper
Berry) (ardig) gibi bitkilerin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde antikanser etkinlikleri
arastinlmistir ve bu bitkilere ait ekstraktlarin, meme kanseri hicrelerinin ¢ogalmasini
yavaglattig gdzlemlenmistir (145).

* Nar meyve ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda, derisim ve zamana
bagimli olarak sitotoksik ve apoptotik etkiler olusturdugu ve hiicre proliferasyonununda
inhibitor etkisinin oldugu gozlemlenmistir (154).

* Aydin yoresinde baharat ve tedavi amach kullanilan 4 cesit tibbi bitki tiriinden
Euphorbia platyphyllos L. (koca sitlegen), Vitex agnus-castus L. (hayit otu), Dracunculus
vulgaris Schott. (ylanyastigl), Asphodelus aestivus Brot.'dan (ciris otu) elde edilen
ekstrelerinin, MCF-7 meme kanseri hicrelerinde in vitro sitotoksik etkisinin, konrol
gruplarina kiyasla uygulandigi siire ve derisim artisina bagli olarak arttig1 goértilmustir. Ayrica
MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda yiksek sitotoksik etkisi olan bu ekstrelerin belirli
derisimlerde, DNA hasari da meydana getirdigi ve bu ekstrelerden bazilarinin MCF-7 meme
kanseri hiicre hattinda genotoksik ve hasar yapici etkileri oldugu da gézlemlenmistir (155).

* Nerium oleander (zakkum) bitkisinin cicek ve yapragindan elde edilen ekstrelerin,
MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde belirgin derecede sitotoksik etkisi oldugu gézlemlenmistir
(156).

* Zeytin yapragindan elde edilen ekstraktin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin

cogalmasini engelledigi ortaya konulmustur (157).



44

* Kuzukulagigiller (Polygonaceae) ailesinden ¢ok yillik otsu yabani bir bitki olan ve
Ulkemizde daha ¢ok Orta Anadolu’da yol ve tarla kenarlarinda yetisen Polygonum cognatum
Meissn. (madimak) bitkisi, insan tiirtine ait saglikli epitelyal hiicrelerinde sitotoksik bir etki
olusturmazken, MCF-7 meme kanseri hicrelerinde sitotoksik etkisinin oldugu
gozlemlenmistir. Ayni zamanda antioksidan aktiviteleri de arastirmanin sonucunda ortaya
konmustur (158).

* Patates ekstraktlarinin igerdigi antioksidan 6zelligi olan fenolik bilesenler, 6zellikle
klorojenik asit ile hiicre blylimesini engelledigi ve meme kanseri hiicrelerinde de etkili
oldugu gozlemlenmistir (159).

* Ayni sekilde, soya siitliniin (160), Vigna unguiculata’ nin (borilce) (161) ve
zeytinyaginin (162), elmadan (163), Tephrosia purpurea ve Ficus religiosa (kutsal hint inciri)’
dan (164), Gzimden elde edilen ekstraktlarin (165), MCF-7 meme kanseri antiproliferatif
etkiye sahip olduklari bulunmustur.

Gecmisten glinimiize kadar olan sirecte kanser ve diger pek cok hastaligin
tedavisinde bitkisel ilaglar kullaniimaktadir. Arastirmacilar, gelismekte olan Ulkelerde tibbi
amach kullanan ve antikanser ozellik gosteren bitkilere odaklanmis ve bu bitki trlerinin
Uzerinde calismalar ytritmuslerdir (166).

Avrupa, Hindistan ve Cin' de, alternatif bitkisel ilaglara yonelik talebi karsilamak icin
bircok tibbi bitki yetistirilmektedir. Yapilan arastirmalarin sonucunda bulunan bu bitki 6zit ve
bilesiklerinin gosterdigi biyouyumluluk ve ayni zamanda kanser hiicrelerindeki sitotoksik
etkileri nedeniyle bu bitki tirlerine olan ilgi ve talep artmistir (167).

Hemostatik ajan olarak isimlendirdigimiz kanama durdurucular kanser hastaliginda
onemli bir yere sahiptir. Kanser hastaliginda siklikla lokal kanamalarla karsilasiimaktadir ve bu
kanamalar ani hasta 6liimlerine sebebiyet verebilmektedir (168). Bu kanamalar hastaligin
yani sira uygulanan kemoterapi ya da radyoterapi tedavilerinin bir sonucu olarak da meydana
gelebilmektedir (169).

Kanser hastalarinin tedavisi stirecinde kullanilan hemostatik ajanlar bitkisel, sentetik
ve polisakkarit temelli olmak (izere farkli gruplar altinda toplanmaktadir. Ozellikle kanser

arastirmalarinda, viicut ile uyumlu olmasi ve glinimuzde uygulanan tedavi yontemlerine
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oranla daha az yan etkilere sahip olmasi sebebiyle hemostatik ajanlar da sik sik
kullanilmaktadir.

Meme kanserinde etkinliklerinin degerlendiriimesine yonelik ¢alisilan ilaglar olsa da
gunuimiizde tedavisinde % 100 etkili denilebilecek sentetik ya da bitkisel kaynakli ilaglar
bulunmamaktadir (170-172).

Bu tez kapsaminda kullanilan ABS’ nin MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksik
etkisi baska bir tez calismasinda incelenmistir (173). Bu calismada, ABS’ nin MCF-7 Uizerindeki
hiicre canliigini in vitro olarak nasil etkiledigi ve klinikte kullanilan belirli kemoterdpatik
ilaclarla kombinasyonlarinin yine hiicre canllig Gizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda, kuiltir ortamina eklenen ABS’ nin etkisiyle hicre canliiginda azalma
gozlemlenmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile yapilan MTT testi sonuglarina gore;
kemoteropatik ilaglarla ABS’ nin beraber uygulanmasi sonucunda; kiimdlatif bir etki
gozlemlenmis ve ayri ayri yapilmis olan uygulamalarina kiyasla hiicre canlihigini daha fazla
azaltmistir. Ayrica, ABS’ nin bu ilaglarla kombinasyonunun mitokondiriyal yolakta bulunan
genler Uzerindeki etkisi arastirilmis ve ayri ayri uygulanmalarina kiyasla kombinasyonlarin
Bax, P53 ve Kaspaz-9 gen ifadelerini istatistik olarak arttirdigi bulunmugtur. ABS' nin
apoptotik etkisinin, calismada kullaniimis olan ilaglara gore daha Ustiin oldugu ve ilaglarin tek
basina kullanilmasindansa, ABS ile birlikte kombinasyonlarin gen ifadesindeki etkiyi arttirdig
sonuglarina ulagilmistir (173).

GlnUmuze kadar yayinlanan c¢alismalar incelendiginde, ABS icerigindeki bitkilerin
karisimindan olusan ekstrenin antikanserojenik etkilerini MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda proteomik diizeyde bir arastirmaya rastlanmamustir.

Gelismis Ulkelerde destekleyici ve alternatif olarak hastalarin kullanimina
sunulabilecek bitkisel kaynakli ilaglar biylik hizla kullaniimaya baslanmistir. Tirkiye ve Asya
bolgelerinde tibbi olarak bircok hastaligin tedavisi icin tek basina veya kombine karisimlar
halinde bitkiler kullaniimaktadir. Bitkisel kaynakli tedavi geleneksel Tirk tip tarihinde de
onemli bir yere sahiptir ve sik sik kullanilmistir. Bircok kisi, bitkisel tedavilerin “dogal” ve
“gtivenli” oldugunu disinmektedir (174, 175). Boylece hastalar bitkisel kaynakl ilaglari,
tedavide kullanilan kemoterapétik ilaglarin yaninda destekleyici ya da alternatif bir tedavi

sekli olarak kendi istekleri dogrultusunda kullanmaktadir.
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Yapilan arastirmalarda toksik etkiyi minumuma indirmek ve etkin bir tedavi
alternatifi bulabilmek amaglanmaktadir. Boylece gliniimiizde yapilan ¢alismalarda cesitli
kanser tiplerine karsi bitkisel kaynakli ilaglardaki antikanser etkiler arastiriimaktadir ve elde

edilen veriler alternatif ve destekleyici bir tedavinin 6nlinii agmak icin oldukga 6nemlidir.

2.17. Ankaferd Hemostat (ABS, Ankaferd Blood Stopper®)

ABS eskiden az gelismis bolgelerde kullanilan bir bitkisel karisimin, modern tibba
bilim insanlarinin galismalari sayesinde yeniden kazandirimasiyla ortaya ¢ikmistir. ABS,
hemostatik ajan olarak kullanilan bitkisel bir ekstrakttir.

ABS, Thymus vulgaris (kekik), Glycyrrhiza glabra (meyan), Vitis vinifera (koruk),
Alpinia officinarum (havlican) ve Urtica dioica (isirgan) bitkilerinden olusan standardize
edilmis bitkisel bir ekstrakttir. Karisimi olusturan bitkilerin tek baslarina endotel ve kan
hicreleri, damar olusumunda, vaskiler dinamikler ve mediatorler lzerinde hemostatik
etkiye sahip olduklari bilinmektedir.

* Thymus vulgaris yapraklarinin antioksidan etki ile ayni zamanda terletici,
antispazmodik ve sedatif 6zellikleri vardir. Kekik ekstrakt ve infuzyonlarinin bogaz ve brons
hastaliklariyla birlikte kronik gastrit, diyare ve istahsizlik durumlarinda da etkili oldugu
bilinmektedir (176).

* Glycyrrhiza glabra koklerinden olusan ekstratin in vitro hiicre galismalarinda
antianjiyonik etkisinin oldugu ve ayni zamanda antiinflamatuvar, antirombotik,
antiaterosklerotik, antitimoral ve antioksidan etkileri de bircok arastirma ile ortaya
konulmustur (177-179).

* Viitis vinifera’ nin tohumlarindan elde edilen ekstrakt antiinflamatuvar, antioksidan
ve antimikrobiyal olarak etkilidir (180).

* Alpinia officinarum ise brons nezlesi, Ulser, idrar kagirmanin kontrol altina alinmasi,
agiz kokusu, cocuklarda o©ksirik bogmaca, romatizma ve bogaz enfeksiyonlarnda
kullaniimaktadir (181).

* Urtica dioica sicanlarda, nitrik oksit kaynakli olarak endotel baglantili hipotansif bir

cevap olusturmasinin yanisira ekstraktinin kardiyovaskuiler, dilretik, hipotansif ve insan
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lenfositlerinde ¢ogalmayi uyarici etkilerinin oldugu arastirmalarin sonucunda bulunmusgtur
(182-184).

ABS' nin etki mekanizmasi canli eritrositlerden kapsullenmis protein aglarinin
olusturulmasi seklindedir. Bu sekilde protein aglar olusurken organizmaya ait fizyolojik
pihtilasma sistemleri lizerinde ABS’ nin bir etkisi yoktur (179).

ABS’ nin deneysel major arteriyel damar yaralanmalarinda, normal ve yiiksek arter
ici kan basinci oldugunda, kanama siiresi ve kan kaybini azalttig) ortaya konmustur. Ayni
zamanda, dis ¢ekimi ve periodental cerrahi sirasinda, 1 veya 2 mL kadar ABS, olusan
kanamanin kontroli icin de kullanilmaktadir (185). ABS, ciddi kanamali durumlarda ve burun,
tiroid, geniz eti ve bademcik kanamalarinda yapilan tedavi sirasinda da gtivenle kullaniimistir
(186-190). ABS’ nin, Ust gastrointestinal kanama, sindirim kanalinda olusan arteriyel kaynakli
kanama ve soliter rektal Ulser kaynakli kanamayi kontrol altinda tutmak igin de kullanilmistir
(191, 192).

ABS’ nin sebep oldugu eritrosit - protein agina ait onemli proteomik bilesenlerin
oldugu gozlemlenmistir. Proteomik arastirmalarin sonucunda, ABS’ nin iceriginde, insanlarin
peptidleriyle benzerlik gosteren 35 tane farkl protein oldugu bulunmustur (193).

ABS ampul, sprey ve tampon olarak 3 farmasotik formda bulunur. Tez kapsamindaki
calismalarda ABS’ nin ampul formu (2 mL) kullanilmistir. Ampul formunun icerigi

Tablo 2. 2."de gosterilmistir (194).

Tablo 2.2. Ampul formundaki ABS’ nin igerigi (194).

Etkin Madde Ampul (2 mL)
Urtica dioica (1sirgan) 0.12 mg
Vitis vinifera (koruk) 0.16 mg
Glycyrrhiza glabra (meyan) 0.18 mg
Alpinia officinarum (havlican) 0.14 mg
Thymus vulgaris (kekik) 0.10 mg

Deney hayvanlarinda yapilan toksisite testlerinin sonucunda haricen uygulanan ABS
UrUnleri; irritabilite, toksisite, stabilite ve sterilite testlerini basariyla ge¢mistir ve T.C. Saglik

Bakanlig! ilag ve Eczacilik Genel Miidiirliigii tarafindan eksternal kanamalari kontrol etmek
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icin ara Urlin olarak (Mayis 2017) ruhsati verilmistir (Ek. 1). ABS, insanlarda dental olarak
gerceklesen kanamalarin kontroliinde, acil servislerde ve 112 ilk yardim ambulanslarinda
kanamalari durdurmak ve kontrol altina almak amaciyla kullanilmaktadir.

ABS uygulanarak displazi (anormal hiicre ve/veya doku bilylimesi) ve kanserli
hiicreler Gizerinde yapilan klinik calismalardan bazilari asagida verilmistir:

Sicanlarda, 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) kaynakli oral epitelyal displaziye
karsi ABS’ nin koruyucu etkilerinin oldugu belirlenmistir (195).

insan kolon kanserinde gézlenen gastrointestinal kanamalari durdurabilmek
amaciyla ABS kullanilmistir. Bu c¢alismalarda, ulasiimasi zor bolgelere ABS’ nin kolayca
uygulanabildigi belirtilmistir. ABS’ nin herhangi bir yan etkisinin bulunmamasi, tekrar tekrar
kullanilabilecegi, antikoagiilan ve antitrombotik ila¢ kullanan hastalarin da rahatlikla ve
cerrahi muidahalelere kiyasla daha disiik bir maliyetle kullanilabilecegi gozlemlenmistir
(196).

Cocuklarda gortilen kanserlerde, uygulanan kemoterapi tedavisi sonucunda olusan
oral mukozitlerin 6nlenmesinde ve tedavi stirecinde ABS' nin etkili oldugu bulunmustur
(197).

Bircok akciger hastaligi (akciger kanseri, mesleksel astim ve akcigerlerde tozun
birikimi sonucu doku hasari ile seyreden bir meslek hastaligi olarak bilinen pnémokonyoz)
kaynak dumani ile iliskilendirilmektedir. 40 yasindaki bir kaynak iscisinde gbzlenen ve kaynak
dumanlarina bagl alveoler kanamada, bronkoskop probuyla akciger loblarina buzlu salin ve
ABS lavaji uygulandiktan sonra kanama giinden gline azalmis ve 6. gliniin sonunda
kaybolmustur (198).

Kanamali kusma ve yutma glcligl sikayetleri bulunan primer 06zofagus
adenokarsinom’ lu 10 vyasindaki erkek cocuk hastaya topikal ABS uygulamasi ile
gastrointestinal kanamanin kontrol altina alindigi ve bu uygulamanin alternatif bir yontem
olabilecegi belirtilmistir (199).

89 yasinda rektal karsinomu olan kadin hastaya uygulanan cerrahi miidahalede, 15
dakika boyunca ABS ile tampon yapilmis ve kanamanin durdurdugu gozlenmistir. Ayrica
topikal olarak yapilan ABS uygulamasiyla kanamali gastrointestinal karsinomlarda timor

vaskilarizasyonunun azaltildig da belirtiimektedir (200).
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Bazi melanom hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, ABS’ ye karsi farkli oranlarda
direng olusmus ve ABS derisimi ve inkibasyon siresi arttiginda hiicre canliliginin azaldig
belirtilmistir (201).

ABS’ nin antineoplastik etkisi Saos-2 ve Caco-2 hiicre hatlarinda da arastiriimistir.
Oncelikle, Saos-2 osteosarkom hiicreleri {izerinde yapilan ¢alismada, ABS; 2 - 10 pL/mL
derisimlerde uygulanmistir. Hicre proliferasyonunda uygulanan doza bagli azalma ve Saos-2
hiicrelerinin canliiginda azalma tespit edilmistir. istatistiksel olarak anlamli bir hiicre 6limii
gozlemlenmistir (179).

ABS’ nin antineoplastik aktivitelerini gostermek icin 16semi ve lenfoid timor hiicre
hatlarinda galisilmistir. Bu galismada 0.5, 1 ve 2 pg/mL derisimler uygulandiginda, 0.5 pg/mL
ve daha ylksek dozlarda antikanser etkinin, 0.5 pg/mL altindaki dozlarda ise hticresel olarak
farklilagmanin uyarildigi ve kansere bagli kanamalarda yapilacak tedavilere yonelik gelismeler
oldugu gozlenmistir (202).

Baska bir ¢alismada, ABS’ nin K-562 and Jurkat I6semi hiicre hatlarinda apoptoza
neden oldugu saptanmistir (203).

Caco-2 kolon kanseri hiicre hattinda bu bitkisel kaynakli hemostatik ajanin antikanser
etkisi, ultra performansli LC-MS teknigi kullanilarak proteomik calismalar ile saptanmistir
(204).

Baska bir tez calismasinda, ABS’ nin antikanser etkisinin arastirilmasi amaciyla ABS,
HepG2 karaciger kanseri, Caco-2 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlarina uygulanmistir. ABS
ile muamele edilen (islenmis, T grubu) ve muamele edilmeyen hiicrelerde (kontrol, C grubu)
karsilastirmall proteomik ¢alismalar yapilmistir. Calismalarda 2D jel elektroforez ve MALDI-
TOF/TOF-MS teknikleri kullanilmistir ve ABS’ nin calisilan kanser hicrelerinde etkiledigi
biyolojik stirecler ve yolaklar tespit edilmistir (205).

Bu tez calismasi kapsaminda, incelenen MCF-7 meme adenokarsinom hiicre hattinin
ABS ile muamelesi sonucunda 2D jel elektroforez teknigi ile proteinler ayrilip
MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilip her bir hiicre hattina ait diisiik ve yiiksek miktarda ifade
edilen proteinler tespit edilmistir. Calisma sonucu elde edilen verilerle, ABS' nin antikanser

aktivitesi molekuler diizeyde agiklanmaya ¢alisiimistir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez kapsaminda kullanilan hiicre hatti, kimyasallar, hazir satin alinan ticari
tamponlar ve hazirlanan ¢ozeltiler Tablo 3.1. - Tablo 3.4." de gosterilmistir. Kullanilan sarf
malzemeler, cihazlar ve ekipmanlar sirasiyla Tablo 3.5. ve Tablo 3.6.” da ve imaj analizi

¢alismalarinda kullanilan yazilim ve veri bankalari ise Tablo 3.7.” de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan hiicre hatti.

Hiicre Hatti Firma Kullanim Amaci
MCF-7 ATCC Hicre kaltiri calismalarinda sitozolik fraksiyon elde
etmek icin

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasal malzemeler.

Kullanilan Kimyasal Firma Kullanim Amaci
Protein yontem standardi Il (sigir | Bio-Rad Proteinlerin  miktar  tayininde
serum albiimin, 1.44 mg/mL) standart olarak
Konsantre protein boyama ¢ozeltisi | Bio-Rad Proteinlerin miktar tayininde
Aseton Sigma- Proteinlerin ¢oktlrilmesinde
Aldrich
Triklorasetik asit (TCA) Merck Proteinlerin ¢oktlrilmesinde
DL-Ditiyotreitol (DTT) Fluka Proteinlerin ¢oktirilmesinde
lyodoasetamid (IAA) Sigma- Alkilleyici ajan
Aldrich
% 30’ luk ultra saf gliserol Bio-Rad Dengeleme tamponlarinin
hazirlanmasinda
Mineral Yagl Bio-Rad IEF (1. boyut) basamaginda
Agaroz (1x Tris-Glisin-SDS, % 0.5 | Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut) basamaginda

eritilmis agaroz ve % 0.001
bromfenol mavisi iceren)

Precision Plus Protein Unstained Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut) isleminde
Standard marker olarak
Metanol Lab-Scan Jellerin yikanmasinda
Glasiyel Asetik asit Sigma- Jellerin yikanmasinda
Aldrich
SYPRO - Ruby Gel stain floresan Bio-Rad Jellerin boyanmasi basamaginda
boya
Etanol Sigma- GoOruntileme cihazinin temizliginde

Aldrich
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Tablo 3.3. Satin alinan ticari tampon gozeltiler.

Tampon Cozeltiler Firma Kullanim Amaci

Homojenizasyon ¢ozeltisi (5 mM EDTA, | Bio-Rad | Sitozolik fraksiyonlari elde etmek

10 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, pH: 7.4) igin

Yukleme tamponu (50 mM DTT, 8 M | Bio-Rad | Coktilrilen proteinlerin  tekrar

ire, % 2 CHAPS, % 0.001 bromofenol cozillip IPG seritlere yiiklenmesi

mavisi, % 0.2 Bio-Lyte 3/10 amfolit) isleminde

Dengeleme tamponu (375 mM Tris-HCl, | Bio-Rad | IEF (1.  boyut)  sonrasinda

6 M Ure, % 2 SDS, pH: 8.8) SDS - PAGE (2. boyut) icin IPG
seritlerinin sartlandirimasinda

Criterion XT MOPS tamponu (20x) Bio-Rad | SDS-PAGE (2. boyut) Criterion™ Cell
hiicresinde kullanilmak tzere

Tablo 3.4. Hazirlanan ¢ozeltiler ve tamponlar.

Cozeltiler

Hazirlama

Kullanim Amaci

20 mM DTT, % 10
(a/h) TCA iceren
aseton ¢ozeltisi

0.1234 g DTT ve 4.00 g TCA tartilmis, Gizerine
bir miktar aseton yavas yavas ilave edilip
¢ozilmis ve hacim 40 mL’ ye asetonla
tamamlanmistir.

Proteinlerin
coktiirilmesinde

DTT iceren | 13.35 mL % 30’ luk ultrasaf gliserol, 1 sise | SDS-PAGE (2. Boyut)
dengeleme hazir dengeleme tamponu kati karisgimini | icin  IPG  seritleri
tamponu 1 ¢ozmek icin kullanilmistir. Cozeltinin 4 mL’ lik | sartlandirmada

iki kisma ayrilmigtir. Bu kisimlardan ilki

kullanilmadan 6nce % 2 DTT icerecek sekilde

hazirlanmistir.
IAA iceren | 0.1 g IAA tartilmistir. Dengeleme tamponu | SDS-PAGE (2. Boyut)
dengeleme icin hazirlanan 4 mLl" lik ikinci kisma | icin IPG  seritleri
tamponu 2 kullanimdan hemen 6nce IAA ilave edilerek | sartlandirmada

karistinlmistir. Taze olarak hazirlanmistir.
Protein boyama | Konsantre haldeki protein boyama ¢ozeltisi, | Proteinlerin  miktar
¢Ozeltisi ultra saf su ile 5 kat seyreltilmis ve PTFE | tayininde

(0.45 um) filtreden stiztlmustar.
Sigir serum | 100 pL suda, 0.2 - 0.9 mg/mL derisim | Proteinlerin  miktar
albimin araliginda 6 nokta olacak sekilde, stok sigir | tayininde
standartlari serum albimin  ¢ozeltisinden  uygun

miktarlarda alinarak hazirlanmustir.
Criterion XT | Criterion XT MOPS tamponu (20x) ultrasaf su | SDS - PAGE (2. boyut)

MOPS tamponu
(1x)

ile 20 kat seyreltilerek magnetik karistiricida
karistirilmistir.

Criterion™ Cell
hiicresinde

kullanilmak Gzere
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Tablo 3.4 (Devam). Hazirlanan ¢ozeltiler ve tamponlar.

Cozeltiler Hazirlama

Kullanim Amaci

Saklama ¢ozeltisi | % 0.5 (h/h) asetik asit iceren sulu ¢ozeltidir. | Jellerin MALDI-TOF/

100 mL’ lik ¢dzeltiicin 100 mL’ lik balon jojeye | TOF-MS  analizine
biraz saf su eklenmis, lizerine 500 uL glasiyel | kadar  saklanmasi
asetik asit ilave edilip ultra saf su ile 100 mL’ | siirecinde

ye tamamlanmigtir.

Tablo 3.5. Kullanilan sarf malzemeler.

Malzeme Firma Kullanim Amaci

Mikropipet (10 - 100, 100 - 1000 uL) | Gilson Cozeltilerin hazirlanmasinda

Mikrospatiil Isolab Cozeltilerin hazirlanmasinda

Meziir (25-100-1000 L) Isolab Cozeltilerin hazirlanmasinda

IPG serit numune yikleme tablasi Bio-Rad Proteinlerin  IPG  seritlere
yuklenmesinde

Ready Strip IPG seritpH4-7,11cm | Bio-Rad IEF (1. boyut) basamaginda

Elektrot kagidi Bio-Rad IEF (1. boyut) basamaginda

Criterion TGX jel % 4 - 12 Bis-Tris | Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut)

IPG 1 Well Comb, 11 cm, 1.0 mm basamaginda

Jel kaziyici Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut)

basamaginda
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Tablo 3.6. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

Cihaz Firma Kullanim Amaci

MALDI-TOF/TOF-MS Absciex 5800 Proteinlerin tanimlanmasinda

uv - gorinir bolge | Agilent Proteinlerin miktar tayininde

spektrofotometresi

Sogutmali santrifiij cihazi Hettich Proteinlerin ¢oktlrilmesinde

Ultrasantrifiij cihazi Hettich Sitozolik fraksiyonlarin eldesinde

Homojenizator Schiitt Homgen Sitozolik fraksiyonlarin
homojenizasyonunda

Calkalamali inkiibatér Nitta Goktilrilen proteinlerin - yikleme
tamponunda ¢dziinmesi isleminde

PROTEAN IEF Sistem Bio-Rad IEF (1. boyut) basamaginda

Orbital karistirici IKA®KS 130 Basic | IPG seritlerin dengeleme
tamponlariyla karistirilarak
dengelenmesi ve jellerin boyanmasi
icin

Criterion™ Cell (midi) Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut) basamaginda

PowerPac HC gli¢ kaynagi Bio-Rad SDS - PAGE (2. boyut) basamaginda

Gorintileme cihaz Bio-Rad Jellerin goruintilenmesinde

(Universal Hood Il)

Milli - Q sistem ultra saf su | Millipore Cozeltilerin hazirlanmasi ve jellerin

cihaz yikanmast icin

Manyetik karistirici IKA Cozeltilerin hazirlanmasinda

Vorteks IKA® Vortex | Karistirma isleminin yapilmasinda

Genius 3

Tablo 3.7. Kullanilan yazilim ve veri tabanlari.

Yazilm/ Veri Tabani

Kullanim Amaci

PDQuestTM 2D Analysis
Software (versiyon 8.0)

imaj analizinde (internet (zerinden (icretsiz olarak
kullanilabilmektedir)

Image Lab (Bio-Rad)

Gorintileme cihazinda kullanilan program

MASCOT

Proteinlerin tanimlanmasi ve nicel analizinde

UniProt Proteinlerin yapisi ve fonksiyonunu belirlenmesinde
SwissProt Proteinlerin yapisi ve fonksiyonunu belirlenmesinde
String Protein-protein etkilesimlerinin bulunmasinda
QuickGo Yolak analizlerinde

KEGG Yolak analizlerinde
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Bu tez calismasinda MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ile calisilmistir. MCF-7 kanser
hiicre hattina uygulanan ABS, icerigindeki 5 tane bitki ekstresinin olusturdugu sinerjik etkiden
dolay hemostatik ajan olarak kullanilmaktadir. Calismada, ABS ile muamele edilen hiicreler
islenmis (T) grubu ve muamele edilmeyen hiicreler ise kontrol (C) grubu olarak
tanimlanmistir. T grubunda MCF-7 hiicreleri ABS ile 24 saat muamele edilmistir. in vitro
olarak gerceklestirilen hiicre kiltiri calismalarinda, ABS’ nin meme kanseri hiicrelerine
muamelesi sonucunda, stres proteinleri devreye girmektedir. Ayrica calismanin sonucunda
stres proteinleri ile birlikte baska proteinler de gozlenmistir. Bu sonug, ABS" nin bilinen
antioksidan etkisinin yaninda farkl etkilere de sahip olabilecegini gbstermektedir.

Tez kapsamindaki ¢alismada, C ve T gruplarindan elde edilen sitozolik fraksiyonlarda
bulunan proteinler 6nce pl degerlerine, sonrasinda ise kitlelerine gére 2D jel elektroforez
teknigi kullanilarak ayrilmis ve imaj analizi galismalari gergeklestirilmistir. C ve T gruplarindaki
disuk (down-regulated) ve yiksek miktarda ifade edilen (up-regulated) proteinler
karsilastinlmistir. Farklilastigi tespit edilen proteinlerin yapilari, MALDI-TOF/TOF-MS cihazi ve
PMF yardimiyla analiz edilerek aydinlatiimistir. Bu proteinlerin yapilari, fonksiyonlari,
proteinlere ait gen adlar ve amino asit dizilimleri UniProt, SwissProt gibi veri tabanlan
kullanilarak bulunmustur. Ayrica gorev aldiklari yolaklar ve kanserle olan iliskileri String,

QuickGO ve KEGG veri tabanlari kullanilarak agiklanmaya calisilmistir.

3.1. Hiicre Kiiltiirii Cahismalari

Bu calisma kapsaminda yapilan hiicre kiiltiirQi calismalari, Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal’ ndan, Dog. Dr. Ayse Ercan ve Dr. Bio. Selin Onciil
tarafindan yapilmistir.

ilk olarak Mosmann tarafindan tanimlanan ve sonra Alley ve ark. tarafindan
gelistirilen 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi, hiicre
canhliginin saptanmasi icin renk degisimine dayanan enzimatik test yontemidir (206, 207).
MTT sar renklidir ve sadece canli hiicrelerde aktif olarak absorbe olur ve mitokondriyal
rediiktaz enzimiyle suda ¢éziinmeyen mor renkli formazan bilesigine indirgenir. Olusan bu
renkli ¢dzeltinin, 500 - 600 nm dalga boylarinda spektrofotometrede absorbansi 6lciliir. Bu

degerler hiicre canliiginin gostergesi olarak kabul edilmekte ve absorbans degeri yani
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formazan yogunlugu canli hiicre sayisi ile orantilidir. Bu yontemin hassas, tekrarlanabilir
olmasi, kolay uygulanmasi ve hizli olmasi avantajlarindandir (206).

Hucreler T75 kultur kaplarinda, % 10 Fetal Sigir Serumu (FBS), % 1 (a/h)
Penisilin/Streptomisin antibiyotigi (P/S) ve %1 L-Glutamin (L-Glu) igeren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) besi ortaminda, 37 °C’ de ve % 5 CO; iceren inklibatorde inkiibe
edilerek c¢ogaltilmistir. Hlcrelerin canlilik ve ¢ogalma durumlari her giin 1sik mikroskobu
altinda izlenmis ve besi yeri taze DMEM ortami ile {i¢ glinde bir degistirilmistir. Hicreler
kultir kabinda yaklasik % 80 doluluga ulastiginda deneyler yapilmistir.

Kanser hiicresine uygulanacak en uygun ABS derisiminin belirlenmesi icin hiicre
kiltirt ¢alismalarinda kullanilan sigir serum albimine ait ylizde distrilmuis ve MTT testi
gerceklestirilmistir. ABS’ nin istatistiksel olarak anlaml sitotoksik etkisinin gézlemlendigi en
dusiik doz ve daha 6nceki yapilan g¢alismalarda kullanilan 8 uL/mL (ABS/Besi ortami) ABS
dozu, MCF-7 hiicrelerine de uygulanmistir (205).

MCF-7 meme kanseri hticreleri, ABS ile 24 saat boyunca muamele edilmis ve Cile T

grubuna ait sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir.

3.2. Sitozolik Fraksiyon Eldesi

C ve T gruplarina ait MCF-7 hiicreleri, soguk DPBS (10 mM Na;HPQOa4, 138 mM Nadl,
2.7 mM KCl, pH: 7.4, Sigma-Aldrich) cozeltisiyle 2 kez yikanip hazir satin alinan
homojenizasyon tamponununda, homojenizatdr cihazinin yardimiyla parcalanarak
homojenize edilmistir. Sonrasinda, 6rnekler 14 dakika, 4 °C’ de, 14000 g’ de santriflijlenmistir.
Nikleer ve mitokondriyal fraksiyonlarin bulundugu ¢okelek atildiktan sonra stipernatant,
1 saat, 4 °C ve 100.000 g’ de ultrasantrifiij cihaziyla tekrar santriflij edilmistir. Santrifij
sonrasinda olusan stipernatant yani sitozolik fraksiyon toplanmis ve - 80 °C’ de 500 pL’ lik

fraksiyonlar seklinde saklanmistir.

3.3. Protein Miktar Tayini

Sitozolik fraksiyonlarda bulunan proteinlerin miktarlari "Bio-Rad™ Protein Assay"
yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bu yontem, "Bradford Protein Assay" yontemini temel

almaktadir ve ¢ozlinebilir haldeki proteinlerin miktar tayini icin kullanilan dogru ve basit bir
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yontem olarak bilinmektedir (208). MCF-7 meme kanseri hiicresinden elde edilen Cve T
gruplarinin sitozolik fraksiyonlari, muhafaza edildigi -80 °C’ den ¢ikartilip oda sicakliginda
¢oziinene degin bekletilmistir. Protein miktar tayini asagida verilen igslemler uygulanarak
gerceklestirilmistir (n=3):

1. 6tane test tlipline, derisimleri 0.2 - 0.9 mg/mL araliginda olacak sekilde sigir serum
alblimin standartlarindan 100 pL kadar konulmustur. C ve T gruplarina ait sitozolik fraksiyon
numunelerinden 100 pL ayri bir tipe alinmistir. Ayrica ayn bir tiipe homojenizasyon
tamponundan 100 pL alinarak kér ¢dzeltisi hazirlanmistir.

2. Her tiipe taze olarak hazirlanmis olan protein boyama ¢ozeltisinden 5 mL eklenmis
ve vortekslenmistir.

3. Tupigindeki ¢ozeltiler 5' er dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
595 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazi kullanilarak 1 saat icinde absorbanslari
Olctlmastr.

4. Elde edilen absorbans degerleri, sigir serum albimin standartlarinin derisimine
karsi grafige gecirilip kalibrasyon grafigi cizilmistir.

5. C ve T gruplarina ait numune ¢ozeltilerinin absorbansi, kalibrasyon grafiginden
elde edilen regresyon denklemi yardimiyla C ve T gruplarina ait numunelerde bulunan

proteinlerin miktarlari hesaplanmistir.

3.4. Proteinlerin Coktiiriilmesi

MCF-7 hicresine ait C ve T gruplan icin 3 tekrarli olacak sekilde analiz
gergeklestirilmistir. Boylece 3 tane C grubu ve 3 tane T grubu olmak (izere toplam 6 tane
numune ile calisiimistir.

MCEF-7 hiicresine ait C ve T gruplarinin protein miktarlari belirlendikten sonra her bir
Eppendorf tipte 250 pl’ de 1.5 mg/mL protein olacak sekilde hesaplamalar yapilmistir ve
buna gore; C grubu icin her bir Eppendorf tiipe 143 uL ve T grubu icin 106 L sitozolik
fraksiyonlardan eklenmistir. Her bir tiipe 20 mM DTT, % 10 (a/h) TCA iceren ve -20 °C’ de
bekletilmis soguk aseton ¢ozeltisinden 1.5 mL eklenip proteinlerin ¢okip ¢cokmedigi kontrol
edilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler vortekslenmis, -20 °C’ de 24 saat kadar bekletilmis ve protein

pelletlerinin ¢oktigl gozlenmistir. Bu basamakta, proteomik analizlerde daha ¢ok protein
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tespiti icin proteinlerin geri kazaniminin en Ust seviyede olmasi oldukga 6nemlidir. Cokmus
protein pelletleri, sogutmali santrifiij cihazi ile 10 dakika, 14000 devir/dakika’ da, 8 °C’ de
santrifij edilmistir. Olusan santrifiigat mikropipetle gekilerek atilmistir. Protein pelletleri,
Uzerine -20 °C’ de bekletilmis soguk asetondan, bir kere 0.75 mL ve iki kere de 0.5 mL
eklenerek ayri ayr 3 defa yikanmistir. Pelletlerde kalan aseton, vakum santrifiij kullanilarak
oda sicakliginda ugurulmustur. Tamamen kurutulan Eppendorf tiplerdeki pelletlere satin
alinan ve hazir haldeki yiikleme tamponundan 250 pL (C ve T grubu icin son derisim 250 pl’
de 1.5 mg/mL olmustur) ilave edilmis ve 24 saat siresince oda sicakigindaki orbital

kanistinada karistirilarak inkiibe edilmistir.

3.5. Proteinlerin IPG Seritlere Yiiklenmesi

Hicre hattinda bulunan proteinlerin pl degerleri, proteinlerde gozlemlenen
varyasyon sebebiyle farkllik gostermektedir. Bu yiizden 2D jel elektroforez calismalarinda
1. boyutda kullanilacak ticari IPG seritlerin, proteinlerin pl degerlerine uygun olmasi
gerekmektedir. Calismada pH 4 - 7 IPG seritler kullanilmistir. IPG seritlerdeki pH
degerlerindeki farkhlik, analiz basamaklarindan yalnizca IEF asamasinda uygulanacak olan
programin degismesine sebep olmustur. Proteinlerin IPG seritlere yliklenmesi ise asagida
verilen basamaklardan olusmaktadir:

1. 250 pL yikleme tamponununda ¢dziinmiis 375 g protein ¢ozeltisi, mikropipet ile
IPG serit tablasindaki kanallar boyunca, kanallarin basina ve sonuna temas etmeyecek sekilde

Sekil 3.1." de gosterildigi gibi yayillmistir.
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Sekil 3.1. Numunenin IPG serit tablasina uygulanmasi.

2.-20 °C’ de saklanan IPG seritler, deney sirasinda cikarilip oda sicakhiginda 5 dakika
kadar bekletilmistir. IPG seritlerin lzerindeki jeli koruyan film, bir pens yardimiyla el

degmeden Sekil 3.2.” deki gibi ayrilmustir.

Sekil 3.2. IPG serit Gizerindeki koruyucu bandin pens ile ¢ikariimasi.

3.IPG seridinin jelin bulundugu yizU, IPG serit tablasina bakacak ve numune ile niifus

edecek sekilde bir pens ile el degmeden Sekil 3.3.” de gosterildigi lizere dikkatli bir sekilde
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yerlestirilmistir. IPG seridin jel ylizeyinin numune ile temas ettigi noktalarda hava kabarciginin
kalmamasi ve serit lizerindeki jel ile numunenin tamaminin temas etmesi igin pens, IPG
seridin Gizerinde baski uygulamaksizin ve numuneyi digari tasirmamaya 6zen gosterilerek

gezdirilmistir.

Sekil 3.3. IPG seridin numune (izerine yerlestiriimesi.

4. IPG serit tablasinin kapagi kapatildiktan sonra bu sekilde 2 saat bekletilmis ve her
bir seridin bulundugu bdlmeye 2 mL mineral yag ilave edilip 3 saat daha bekletilmistir.

5. Yeterli slire bekletilen IPG seritlerin ucundan pens yardimiyla kaldirilarak tabladaki
bélmelerde numune ¢ozeltisinin kalip kalmadigi kontrol edilmis ve numune ¢ozeltisinin IPG

seritlerdeki jel tarafindan neredeyse tamamen absorplandigi gbzlenmistir.

3.6. IEF Basamagi (1. Boyut)

Calismada pH 4 - 7 IPG seritleri kullanilmistir. Bu pH araligina uygun olarak IEF
basamaginda uygulanacak olan program secilmistir. IEF cihazinin 12 kanaldan olusan
odaklama tablasinin her iki ucunda, elektrik akiminin gegcmesini saglayan teller vardir. Teller
ile IPG seritlerin arasindaki elektrik akimi ise su ile slatiimis "elektrot kagitlan" ile
saglanmaktadir. Bu tez calismasinda, jel kismi asagiya bakan anlamina gelen "Gel-Side Down

Assembly" |EF yontemi uygulanmistir. Bu yonteme ait analiz asamalari asagida anlatilmistir:



60

1. Odaklama tablasinin uglarindaki tellerin lzerine dikdortgen seklinde elektrot
kagitlari yaklasik 5 uL ultra saf su ile islatildiktan sonra katlanmamasina ve pargalanmamasina

dikkat edilerek Sekil 3.4.” deki gibi yerlestirilmistir.

1 I‘ NL: |
4
. & dHL

Sekil 3.4. IEF odaklama tablasina elektrot kagitlarinin yerlestirilmesi.

2. Bir pens yardimiyla IPG serit tablasindan alinan IPG seritlerin pozitif ve negatif
uclari, odaklama tablasinin pozitif ve negatif elektrotlarina denk gelecek ve seritlerin jel kismi
asagiya yani tablaya degecek sekilde yerlestirilmistir.

3. 2.5 mL kadar mineral yag, IPG seritlerin tizerine mikropipet ile Sekil 3.5.” deki gibi

eklenmistir.
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Sekil 3.5. Mineral yagin odaklama tablasindaki seritlerin tizerine eklenmesi.

4. Elektrot kagitlarinin IPG seritler ile temas ettiginden emin olmak icin odaklama

tablasindaki IPG seritlerin ug kismina elektrot agirliklan Sekil 3.6.” daki gibi yerlestirilmistir.
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Sekil 3.6. Elektrot agirliklarinin odaklama tablasi Gizerine yerlestirilmesi.

5. Son olarak odaklama tablasi Sekil 3.7.” de gosterilen IEF cihazina yerlestirilmistir.
IEF icin Tablo 3.8. 'de verilmis olan program 1 gece (yaklasik 10 saat) boyunca uygulanmistir.
IEF cihaziyla yapilan odaklama islemi siiresince uygulanan programlarin voltaj ile akim

degerleri izlenerek kontrol edilmistir.
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o

Sekil 3.7. Bio-Rad marka Protean IEF sistemi.

6. Program tamamlandiktan sonra kontrol edilen toplam volt x saat degerleri

kaydedilmistir.

Tablo 3.8. IEF’ de pH 4 - 7 IPG seritler icin uygulanan program.

11 cm IPG serit | Voltaj Zaman Volt x Saat HMAMp Mod
1. Basamak 250V 20 dakika | ---- 50 Hizh

2. Basamak 8000V | 1saat -—-- 50 Gradient
3. Basamak 8000V | ---- 26000 V x saat 50 Hizh

4. Basamak 750V -—-- -—-- 50 Hold

3.7. SDS - PAGE Basamagi (2. Boyut)

2D jel elektroforez calismalarinda, oncelikle pl degerine gore sonrasinda ise
kitlelerine gore ayrilan proteinler boyanip jel haritalari gorintiilenmis ve imaj analiz
calismalan gerceklestirilmistir. Bu calismada SYPRO-Ruby boyama teknigi kullaniimistir.
Kullanilan boyama teknigi, 2. boyutta kullanilacak olan marker olarak bilinen isaretleyici ile
uyumlu olmalidir. MCF-7 hiicrelerine ait C ve T gruplari SYPRO - Ruby ile boyanip marker
olarak "Protein Unstained Standard" kullanilmistir. Proteinler 1. boyutta pl degerlerine gore
ayrildiktan sonra kiitlelerine gore ayrildigi basamak olan SDS - PAGE (2. boyut) analizindeki

uygulamalar asagida anlatilmistir:
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1. Odaklama tablasindan bir pens yardimiyla ucundan tutularak cikartilan IPG seritler,
temiz bir slizgeg kagidina jel kismi kagida degmeyecek sekilde konulmus ve IPG seritlerdeki
mineral yag miimkin oldugunca uzaklastiriimigtir.

2. IPG seritler, IPG serit tablasinin kanallarina jel kismi yukari dogru bakacak sekilde
yerlestirildikten sonra her birinin tizerine 3.5 mL kadar "dengeleme tamponu 1" eklenmis ve
orbital kanistiricida 15 dakika hareket ettirilmistir.

3. Dengeleme tamponu 1’ in bulundugu kanallardan cikarilan IPG seritler dik bir
konumda kisa bir siire bekletilip stizilmustur. Tekrar IPG serit tablasina jel kismi yine yukari
dogru bakacak sekilde yerlestirilmis ve IPG seritlerin her birinin Uzerine 3.5 mL kadar
"dengeleme tamponu 2" eklenmis ve orbital karistiricida 15 dakika boyunca hareket
ettirilmistir.

4. Dengeleme tamponu 2' den gikartilan IPG seritler, SDS - PAGE igin katot ve anot
tamponu olarak kullanilan ve hazirlanan “Criterion XT MOPS Buffer (1x)’ tamponunun
bulundugu 25 mL’ lik bir meziiriin igine daldirlip ¢ikartiimis ve boylece Uizerindeki tampon
cozeltisi uzaklastinlmistir. Hazirlanan "Criterion XT MIOPS Buffer (1x)" tamponu Sekil 3.8." de

gosterilen elektroforez hiicrelerine (Criterion™ Cell) doldurulmustur (Sekil 3.9.).

Sekil 3.8. Elektroforez hiicresi (209).
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Sekil 3.9. SDS - PAGE jellerin elektroforez hiicresine yerlestirilmesi.

5. SDS - PAGE hazir jel (Criterion XT jel % 4-12 Bis-Tris IPG 1 Well Comb, 1.0 m, 11 cm)
4 °C’' de muhafaza edilmektedir. Jelin Gizerindeki yesil renkli tarak alindiginda, jelin Gzerinde
IPG seridi yerlestirmek icin bir yuva ve marker icin hazirlanmis daha kiglik bir yuva
bulunmaktadir. Jel seffaf bir kaset icinde yer almaktadir. Kasetler her bir elektroforez
hicresine karsilikli olarak ikiser tane yerlestirilmistir.

6. "Criterion XT MOPS Buffer (1x)" tamponuna daldirilip gikartiimis IPG seritlerin
pozitif ve negatif uclarina dikkat edilerek ve jel kismi disa dogru bakacak sekilde jel tizerindeki
yuvasina yerlestirilmistir (Sekil 3.10.).

7. 6 pL marker kendi yuvasina mikropipet ile ilave edilmistir (Sekil 3.10).

8. Agaroz ¢ozeltisi 40 °C’ de i1sitmali manyetik karistirici kullanilarak akiskan bir hal
alana kadar kanistinlmistir. Jel kaseti iginde bulunan IPG serit ve marker yuvasinin Gzerine
sicak agaroz ¢ozeltisi mikropipet ile ilave edilmistir.

9. Jel kasetindeki yuvasinda bulunan IPG serit, ince diiz bir spatil yardimiyla jelle
temasi saglanmis ve jelle serit arasinda bulunan hava kabarciklari uzaklastiriimistir.

10. Elektroforez hiicresinde belirtilen cizgiye kadar anot ve katot haznelerine

SDS - PAGE tamponu doldurulmustur.
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Sekil 3.10. IPG seridin yerlestirilmesi, markerin eklenmesi ve sicak agaroz jelin

uygulanmasi.

11. 3 tane elektroforez hiicresi ¢ok cikisli glic (initesine baglanarak jel basina 1 saat
boyunca 50 V, elektroforez bitinceye kadar (yaklasik 2 saat) 75 V voltaj uygulanmistir
(Sekil 3.11.). Her bir hiicrede C ve T grubuna ait birer jelin oldugu toplam 6 jelin elektroforez

islemi ayni anda gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.11. Elektroforez hiicresi ve gli¢ kaynag.

12. Agaroz c¢ozeltisinde bulunan bromofenol mavisine ait seritin, elektroforez
stresince jel Ustiinde dogrusal ve dizgiin bir bicimde ilerleyisi izlenerek elektroforez
isleminin kontroli saglanmistir. Mavi serit jelin en altina geldiginde elektroforezin
tamamlanmis ve gii¢ kaynagi kapatilmistir. Her hiicredeki elektroforezin tamamlanma siresi
yaklasik 200 dakika stirmistiir.

13. SDS - PAGE islemi sonrasinda jel kasetleri elektroforez hiicresinden gikartilip, jelin
muhafaza edildigi kaset, jel kaziyici ile jel kasetlerinin ucu kirilmistir.

14. Piset yardimiyla saf su ile yikanan jeller, jel kaziyici ile dikkatlice yuvasindan

cikarilmis ve icinde saf su bulunan plastik kaplara konmustur.

3.8. Jellerin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

MCEF-7 hiicrelerine ait Cve T gruplari SYPRO- Ruby ile boyanmistir. Boyama isleminde
asagidaki basamaklar sirasiyla uygulanmistir:

1. Kasetlerinden ayrilan her jel farkl plastik kaplarda saf su ile yikanmistir. Bu islemde
jeller, 3 kere 200 mL’ lik saf su ile 15" er dakika orbital karstiricida hareket ettirilerek
yikanmustir.

2. %7 asetik asit ve % 10 metanol igeren yikama ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden
100 mL ilave edilerek ve orbital karistiricida 24 saat hareket ettirilmek suretiyle jellerin
fiksleme iglemi yapilmistir.

3. 24 saatin sonunda sabitleme ¢ozeltisi atilmis ve jeller 2 kere 100 mL’ lik saf su ile

15’ er dakika orbital karistiricida hareket ettirilerek yikanmistir.



67

4. Yikama suyu atilip SYPRO - Ruby yani floresans boyama ¢ozeltisinden jel ylzeyini
kaplayacak sekilde 50 mL ilave edilmistir. Plastik kaplar 6nce streg film ile sarilip hava ile
temasi engellenmis sonra da alliminyum folyoyla sarilarak isiktan korunmustur.

5. 24 saat orbital karistiricida hareket ettirilmis sonrasinda jel ylizeyi degistirilip 24
saat daha jeller orbital karistiricida hareket ettirilmistir. Jeller toplam 48 saat boyama ¢ozeltisi
ile temasta birakilmistir.

6. Saf su kullanilarak imaj goriintileme cihazinin tablasi yumusak ve partikul
birakmayan bir pegete ile temizlenmistir.

7. Goriintlleme cihazinda iyi bir goriinti elde edebilmek icin objektif yakinlastiriimis
modda (zoom) calisiimistir. Image Lab yazilimi araciligiyla SYPRO - Ruby boyama islemi icin
uygun parametreler secilip jel gorintileri TIFF ve JPEG uzantili resim dosyasi seklinde
kaydedilmistir.

8. Jeller MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilinceye kadar 40 mL saklama ¢6zeltisinde,
plastik kabin tamami hava gegirmeyecek sekilde temiz stre¢ film ile sarilarak 4 °C’ de

buzdolabinda saklanmustir.

3.9. imaj Analizi Calismalari

Bu basamakta asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir:

1. Resim dosyasl olarak kaydedilen jel goriintileri, imaj analiz programi olan
PDQuest™ yazilimina yiiklenmistir. PDQuest™ programi jel haritalarinin belirlenmesi ve
farkllasan spotlarin saptanmasi amaciyla kullaniimistir. Bu program internet (izerinden
Ucretsiz olarak kullanilabilmektedir.

2. C ve T grubuna ait 3’ er tane jel goriintileri bitln spotlar kapsayacak sekilde
PDQuest™ programi yardimiyla esit boya getirilmistir.

3. Gozle goriinebilecek en kiglk, en biyik ve en saydam spot isaretlenmis ve
program ile spot olabilecek biitiin noktalar otomatik olarak bulunmustur.

4. Program tarafindan bulunan biitin noktalarin ve otomatik olarak isaretlenen
noktalarin jel gortntileri tek tek yakinlastirilarak taranmis ve her bir jel i¢in koordinatlari
eslestirilmistir. Jel Gzerinde programin bulamadig spotlar, jel gorintileri yakinlastirarak,

manuel olarak bulunmaya calisiimis ve her bir jel icin koordinatlar eslestirilmistir.
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5. Her bir jeldeki bitiin spotlar eslestirildiginde ve spotlarin koordinatlar
belirlendiginde analiz kiimeleri tanimlanmistir.

6. Spotlar arasindan intensiteleri (yogunluklar) grup icinde birbiriyle istatistiksel
olarak % 95 gliven seviyesinde Ortlisenler "Statistic' adi verilen analiz kiimesinde
toplanmistir.

7. "Quant" adi verilen analiz kimesinde, C ve T gruplari arasinda intensitelerinde en
az 2 kat farklhilasma olanlar toplanmistir.

8. "Booln" adi verilen kiime ise Statistic ve Quant kiimelerinin kesisim kiimesidir.
Booln kiimesi, grup iginde % 95 gliven seviyesinde intensiteleri uyusurken, gruplar arasinda
intensiteleri en az 2 kat farklilasan spotlardan olusmaktadir.

9. Booln kiimesindeki spotlarin koordinatlari saptanmis ve spotlar tekrar tek tek
taranarak bir hata olup olmadigi kontrol edilmistir.

10. Farklilastigi tespit edilen ve MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmek tzere secilen

spotlar, Cve T gruplari icin ayri ayri tablolanmustir.

3.10. Proteinlerin MALDI-TOF/TOF-MS Teknigi ile Analizleri ve Peptid Dizileme

Yontemi (PMF) ile Proteinlerin Tanimlanmasi

imaj analizleri sonucunda elde edilen jellerdeki proteinlere ait spotlarin kesilmesi,
tripsin enzimi ile proteinlerin peptidlerine pargalanmasi, MALDI-TOF/TOF-MS ile analizi ve
PMF ile proteinlerin tanimlanmasi ¢alismalari, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart
Proteomik Laboratuvarr’ nda gerceklestirilmistir.

2D jel elektroforez calismalarn sonucunda farklilastig tespit edilen proteinlere ait
spotlarin kesimi, Spot-cutter robotu (Bio-Rad) ile yapilmistir. Proteinlerden peptidlerin elde
edilebilmesi icin 6nce proteinlerin jel icinde peptidlerine ayrilmasi ve sonrasinda da jelden
elde edilmeleri gerekmektedir. Bu islem icin kesilmis spotlar asetonitril ve 25 mM amonyum
bikarbonat (50:50, h/h) iceren cozelti ile calkalamali karistiricida yikanmistir. Daha sonra
ornekler, % 10 TCEP iceren 25 mM amonyum bikarbonat icinde 60°C’ de 10 dakika distilfit
baglarinin kirlmasi saglanarak indirgenmistir. Son derisimi 100 mM iyodaasetamit (IAA) olan
25 mM amonyum bikarbonat icinde, oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat bekletilerek

indirgenmis olan sistein yan zincirleri metillenmistir (alkilasyon islemi). Sonrasinda 6nce



69

spotlar asetonitril igine alinmig ve daha sonra asetonitril ugurularak uzaklastirilmigtir. Son
derisimi 10 ng/uL olan tripsin ile 30 °C’ de gece boyu peptidlerine pargalanmistir. Zip - Tip
pipet uglari (Milipore C18 pipet ucu) 6nce asetonitril ve % 0.1 triflorik asit ile dengelenmis ve
sonra her numune 25 - 30 defa pipetlendikten sonra MALDI matriks ile MALDI plaka (izerine
elie edilmistir (210).

Zip - Tip islemi sonrasi MALDI plakasina yerlestirilen 6rneklerin, MALDI-TOF/TOF-MS
cihazi kullanilarak analizleri gergeklestirmistir. Bu yontemde lazer 15181 kullanarak iyonize olan
peptidlerin, vakumlu bir tlp icerisinde ayrilmalari saglanmis ve sonra m/z degerlerine gore
peptidlere ait amino asit dizilimleri tanimlanmaya g¢alisiimistir. MALDI kalibrasyonu, eksternal
veya internal kalibrant kullanilarak yapilmig, her bir spektrum icin ortalama 200 lazer darbesi
kullanilmistir.

Analiz sonucunda elde edilen tiim spektrumlarda, arama parametreleri; bir hatali
kesim bolgesi, fiksed modifikasyon olarak karbamidometil (sistein), degisken modifikasyon
olarak Met oksidasyonu, peptid yiikii + 1, monoizotopik kiitle degerleri, peptid kiitle toleransi
150 ppm, fragment kiitle toleransi £ 0.25 Da olarak belirlenmistir ve MASCOT veri bankasinda
analiz edilmistir (210).

Cihazdan elde edilen verilerin degerlendiriimesinde, online MASCOT veri
bankasindan "Protein Pilot" programi kullaniimistir ve proteinlerin karakterizasyonlari

yapilarak hangi proteinlere ait olduklari belirlenmistir.

3.11. Farkhlastigi Tespit Edilen Proteinlerin Fonksiyonlari ve Birbirleriyle

Etkilesimleri

MCF-7 meme kanseri hicrelerine ait C ve T gruplarinda farkllastigi bulunan
proteinler arasindaki biyolojik iliskiyi ortaya koymak, birbirleriyle etkilesimlerini incelemek ve
hangi hiicresel yolaklarda goérev aldiklarini belirlemek igin String, QuickGO ve KEGG

programlari kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kultiirii Cahsmalari

Bu tez calismasinda MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullaniimis ve bu hiicreler 24
saat boyunca ABS ile muamele edilmistir. ABS’ nin istatistiksel olarak anlamli sitotoksik
etkisinin gézlemlendigi en disiik doz olarak ve daha 6nceki yapilan galismalarda kullanilan
8 uL/mL (ABS/Besi ortami) ABS dozu, MCF-7 hiicrelerine de uygulanmistir (205). Hicre
kiltlirt calismalarinda belirgin derecede hiicre 6limi gozlemlenmis ve sitozolik fraksiyonlar

elde edilmistir.

4.2. Protein Miktar Tayini

2D jel elektroforez teknigi ile ayinmin gergeklesebilmesi igin elde edilen sitozolik
fraksiyonlarda bulunan protein miktarlari, "Bio-Rad™ Protein Assay" yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Yontemde standart olarak sigir serum albtimini kullaniimigtir ve miktar tayini
icin kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil 4.1). Hiicre kilttri calismalarindan elde edilmis
sitozolik fraksiyonlardaki protein miktarlari regresyon denklemi kullanilarak belirlenmistir.

Protein miktarlari C grubu icin 2.63 mg/mL, T grubu icin 3.56 mg/mL olarak bulunmustur.

1,2
1 y =0,6320x + 0,1840
R2=0,9932
208
©
2
5 06
(7]
< 04
0,2
0
0,00 0,50 1,00 1,50
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.1. Bio-Rad™ protein miktar tayininde elde edilen kalibrasyon egrisi.
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4.3. MCF-7 Meme Kanseri Hiicrelerinde Yapilan Proteomik GCalismalar

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, C ve T gruplari ile gergeklestirilen hiicre kiltlri
galigmalari sonrasinda elde edilen sitozolik fraksiyonlarda bulunan protein miktarlar
belirlendikten sonra bu fraksiyonlardaki proteinlerin ¢oktiiriilmesi basamagina gegilmistir.
Bkz. Bolim 3.4’ de verilen basamaklar uygulanarak ¢oktrilen proteinler, yikleme tamponu
ile yeniden ¢6zllmis ve pH 4 - 7 araligina sahip 11 cm’ lik IPG seritlere yUklenmistir.
Literatlirde MCF-7 meme kanseri hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilen calismalarda
pH 3 -10 ve pH 4 - 7 araligindaki IPG seritler kullanilmistir. Daha genis aralikh olan pH 3 - 10
araligindaki IPG seritleri ile proteinlerin genel dagilimi gézlenirken, pH 4 - 7 araligindaki IPG
seritleri ile ¢ok daha iyi bir ayinm elde edilmistir (211-213). Bu verilere dayanarak bu tez
kapsaminda, birbirinden daha iyi ayrilmis ve daha ¢ok sayida spot elde edebilmek amaciyla
pH 4 - 7 IPG seritler kullaniimigtir.

Sonraki basamakta, proteinlerin pl’larina gére ayrilmalarinda, daha 6nce denenmis
bircok IEF programlari icinde Tablo 3.8’de verilen optimum kosullar uygulanmistir.

Proteinlerin ayinmi gergeklestirildikten sonra, bir diger 6nemli basamak olan jellerin
boyanmasi sirasinda, daha o6nce bircok boyama teknigi kullanilarak elde edilen jel
goriintilerinin karsilastiriimasi sonucunda, SYPRO-Ruby teknigi ile cok daha fazla sayida spot
ve daha iyi bir ayinm gorilmustir (54, 205). Bu tez calismalarinda jeller, SYPRO-Ruby teknigi

kullanilarak 48 saat boyunca boyanmistir (Bkz. Boliim 3.8).

4.3.1. imaj Analizi Sonuglari

MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat ABS muamelesi ile elde edilen T grubu ve
muamele edilmeyen C grubuna ait proteinlerin, 2D jel elektroforezile jellerin Gzerinde ayirimi
ve boyanmasi gerceklestirildikten sonra goriintileme cihazinin yardimiyla jellerin gérintileri
alinmis ve dijital ortama aktarilmistir (Sekil 4.2). Bu jel gortintiilerine ait imaj analizi calismalari
ise PDQuest™ yazilimi kullanilarak yapilmis ve sonucta proteinler C ve T gruplar arasinda

disik veya yiksek miktarda ifade edilen proteinler belirlenmistir.
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C grubu (3 tane jel) T grubu (3 tane jel)
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Sekil 4.2. Cve T grubuna ait 3 tekrarli analiz sonucu elde edilen jel goriintleri.

PDQuest™ programinin yardimiyla C ve T gruplarina ait program tarafindan
olusturulan sanal jel haritalarinda 102 tane spot bulunmustur. Elde edilen spotlar, program
tarafindan bulundugu koordinatlara gére SSP (Secilmis spot pozisyonu) adi verilen numaralar
verilerek numaralandiriimistir.

Farklilasan spotlari tespitinin sadece goz ile takip edilerek yapilmasi hatalara sebep
olacagindan PDQuest™ programinin yardimi ile spotlara ait 3 tane kiime belirlenmistir (Bkz.
B6lim 3.9). C ve T gruplarinda spotlarin intensitelerinde en az 2 kat farklilasma saptanmis
olanlarin olusturdugu analiz kiimesine Quant adi verilmis ve bu kiimeye ait 38 tane spot
saptanmistir. C ve T gruplarinda kendi iclerinde istatiksel olarak % 95 gliven seviyesinde
intensiteleri ayni olan spotlar ise Statistic analiz kimesinde toplanmig ve bu kiimede 49 tane
spot saptanmustir. Booln olarak adlandirilan bir diger kiime ise Statistic ve Quant kiimelerine

ait bir kesisim kiimesidir ve bu kiime grup iginde % 95 gliven seviyesinde intensiteleri
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uyusurken, gruplar arasinda en az 2 kat intensiteleri farklilasan spotlardan olusmaktadir.
Booln kiimesine ait 24 tane spot saptanmistir.

Belirlenen 24 tane spot ayrintili olarak tekrar incelendiginde, bazilarinin birbirlerine
cok yakin oldugu ve bu sebeple ayni protein grubuna ait olabilecekleri distintldigiinden; bu
spotlar arasinda en yliksek yogunluga sahip olanlari secilmistir.

Booln kiimesine ait 24 spottan 7 tanesi, MALDI-TOF/TOF-MS analizleri icin Sekil 4.3.
ve Sekil 4.4.” de gosterildigi gibi secilmis Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik
Laboratuvar’’ nda jellerden kesimi ve karakterizasyonlari gergeklestirilmistir. Bu sekillerdeki
jellerin Gizerinde kirmizi kutucukla isaretlenenler ABS’ nin etkisiyle azalmis olan (under
expressed), yesil kutucukla isaretlenen ise ABS etkisiyle artmis olan (over expressed) protein

spotlaridir. Kesilen spotlarin yakinlastirilmis gorintdleri ise Sekil 4.5. - 4.11." de verilmistir.

1901
4905
=
- - 3603
% -
- - Y E E e D
il — 7708

D B1209

208

Sekil 4.3. C grubuna ait MCF-7 hiicrelerinin jel gorintisa.
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Sekil 4.4. T grubuna ait MCF-7 hiicrelerinin jel goriintisu.

S5P 208

mecf7-13082018-analyze (Manﬁ.

- = 2 G f
tl vi (Raw 2D Image, Mod El t2 v2 (Raw 2D Image, Mod t3 v1 (Raw 2D Image, Mod
2 £

Sekil 4.5. 208 SSP numarali spota ait goriint(.
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SSP 1501
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cl vl {Raw 2D Image, Mod

c2 v1 {Raw 20 Image, Mod

c3 v1 {Raw 2D Image, Mod

t1 v1 (Raw 2D Image, Mod

t2 v2 (Raw 2D Image, Mod

t3 vl (Raw 2D Image, Mod

Sekil 4.6. 1901 SSP numarali spota ait gorintd.

SSP 3603
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cl vl (Raw 2D Image, Mod

c2 vl {Raw 2D image, Maod
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-
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c3 vl {Raw 2D Image, Mod

1

t1 v1 {Raw 2D Image, Mod

t2 v2 {Raw 2D Image, Mod

t3 v (Raw 2D Image, Mod

Sekil 4.7. 3603 SSP numarali spota ait gorinta.
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SSP 3606
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t3 vl (Raw 2D Image, Mod

Sekil 4.8. 3606 SSP numarali spota ait gorintd.

SSP 4905
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c2 vl (Raw 2D Image, Mod

c3 vl (Raw 2D Image, Mod

t1 vl (Raw 2D Image, Mod

t2 v2 (Raw 2D Image, Mod

3 v1 (Raw 2D Image, Mod

Sekil 4.9. 4905 SSP numarali spota ait goriinta.
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SSP 7704
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Sekil 4.10. 7704 SSP numarali spota ait gortint.
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t1 v1 (Raw 2D Image, Mod
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e
t3 v1 (Raw 20 Image, Mod

Sekil 4.11. 1209 SSP numarali spota ait goriint.
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C ve T gruplarinda farklilagan spotlardan 7 tanesi (SSP No: 208, 1901, 3603, 3606,

4905, 7704 ve 1209) secilmis ve Kocaeli Universitesi Tip Fakdiltesi Dekart Proteomik

Laboratuvar’ nda bu secilen spotlar jellerden kesilip ayrilmis ve sonrasinda tripsinle

peptidlerine pargalanip jellerden ekstre edilmistir. Ekstre edilmis proteinlerin MALDI-

TOF/TOF-MS cihazi ile analizi tamamlandiktan sonra elde edilen proteinler, veri bankalarinda

taranarak karakterize edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. MCF-7 hiicrelerinin ABS ile muamelesi sonucunda nicel olarak dusuik ve

yiksek miktarlarda saptanan proteinler.

Degisim
SSP No COrtalama | T Ortalama (C/T veya Protein Adi
T/C Orani)
ABS uygulandiktan sonra azalan
Endoplasmin OS=Homo Sapiens
208 247599.6 132909.15 2.01
GN=HSP90B1 PE=1 SV=1
60 kDa 1s1 sok proteini,
1901 270328.9 125544.15 2.15 mitokondriyal 0S=Homo
sapiens GN=HSPD1 PE=1 SV=2
ATP sentaz beta alt birimi,
3603 356352.8 152071.85 2.34 mitokondriyal OS=Homo
sapiens GN=ATP5B PE=1 SV=3
Gegisli (transisyonel)
endoplazmik retikulum ATPaz
3606 316109.8 82114.1 3.85 .
0OS=Homo sapiens GN=VCP
PE=1SV=4
Selenyum baglayici protein 1
4905 239021.1 93186 2.56 OS=Homo sapiens
GN=SELENBP1 PE=1 SV=2
Protein disilfit-izomeraz A6
T grubunda .
7704 176557.9 0.00001 . . | OS=Homo sapiens GN=PDIA6
gozlenemedi.
PE=1SV=1
ABS uygulandiktan sonra artan
Varsayilan (putative) 40S
ribozomal protein S10-benzeri
1209 28321.05 87152.65 3.1

0OS=Homo sapiens GN=RPS10P5
PE=5Sv=1




79

MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin 24 saat ABS ile muamele edilmesi sonucunda
farklilastig1 tespit edilen her bir spot, MASCOT programi kullanilarak analiz edilmis ve en
yiksek skora sahip peptid ve bu peptide ait aminoasit dizisi bulunmustur. Farkllastig
saptanan proteinlerden "Endoplasmin" proteinin "GLFDEYGSK" peptidine ait "b" ve "y" tiirl
iyon fragmentlerinin spektrumu ve m/z degerleriyle peptidin amino asit dizisi, MASCOT

programi ile yapilan analizlere 6rnek olmasi icin Sekil 4.12. ve Tablo 4.2' de verilmistir.

lsticis Mascot Search Results
Peptide View

MSAMS Fragmentation of GLFDEYGSK
Found in ENPL_HUMAN, Endoplasmin OS=Homo sapiens GN=HSP90B1 PE=1 §V=1

Match to Query 17: 1014 446154 from(1015 453430,1+) intensitv(0 0000) index(3)
Title: Locus:1 . A10.3.1.10

Click mouse within plot area to zoom in by factor of two about that point

Or. 250 to |950 Da Full range

Label all possible matches ' Label matches used for scoring &

&
b
o
£
3 =
N
I T T T T T T T T T T T T T 1
300 400 SO0 GO0 FO0 800 Q00
Monoisotoplic mass of neuntral peptide Mricalec): 1014.485E
Ions Score: 24 Expect: 0.021
Matches : 3/97 fragment ions using 4 most intense peaks (help)

Sekil 4.12. "Endoplasmin" proteinin "GLFDEYGSK" peptidine ait tim iyonlarile "b" ve

y" turl iyon fragmentlerinin spektrumu.
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Tablo 4.2. "Endoplasmin" proteininin "GLFDEYGSK" peptidine ait amino asit dizisi.

#

[P ) [E¥] -

L | R =9

-

L =T - -]

Immon. a a
30.0338 30.0338
£6.0964 143.1179
1200808 2901863
£8.0393|405.2132|387.2027
102.0550|534 2558|516.2453

136.0757 1697.3192|679.3086|7
30.0338 734 3406|736.3301 |7

60.0444 841.3727|823.3621
101.1073

b
58.0287
171.1128
318.1812

hU

433.2082|415.1976
5442402
707.3035

764.3250

562.2508

]
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PSS
e

—
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Ly
Ly
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kY ]
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]
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L

1.3570

058.4516|941.4251 9404411
8453676 |828.3410827.3570
698.2992|681.2726 680.2886
583.2722|366.2457 |565.2617
454.2296 |437.2031/436.2191
281.1663 |274.1397|273.1557
234.1448|217.1183 |216.1343
147.1128|130.0863
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5. TARTISMA

Kanser, gliniimizde insanlari hem sosyal hem de ekonomik anlamda etkileyen
olumcul hastaliklardan biridir ve teshis ve tedavisinde slrekli olarak ¢6zim bulunmaya
calisilan hastaliklarin basinda gelmektedir.

Kanser tlrlerinin gelisimleri farkl oldugundan degisik tedaviler uygulanmaktadir.
GUndmuzde, kanserin Onlenmesi ve tedavisi icin molekiler hedefler belirlenerek
gerceklestirilen kanser arastirmalari devam etmektedir. Ancak yalniz bir ilacin kullanildig
tedavi yaklasimlari ile hala daha istenilen amaca ulasilamamasi, arastirmacilari kombine
tedavi yontemleri uygulamaya ya da degisik metabolik yolaklari ayni anda etkisi altina alan
yaklasimlar gelistirmeye yonlendirmistir (214, 215).

Proteomik ve genomik calismalarda amag genlerin tanimlanmasidir. Binlerce
hiicreden olusan viicudumuzdaki biitlin yasamsal fonksiyonlarin devam edebilmesi icin
gerekli olan yapi taslari olarak bilinen proteinlerin sentezi, genler tarafindan yapilmaktadir.
Genler tarafindan katlanmis olan proteinler proteom denen yapiyi olusturur ve proteom
icinde yer alan bu proteinlerin analizleri proteomik ¢alismalarla yapilmaktadir.

Proteomik galismalar, kanserin gelisimi ve ilerleme asamalari ile ilgili gerceklesen
hiicresel olaylari molekiler diizeyde inceledigi icin cok 6nemlidir (216, 217). Klinik timor
ornekleriyle gergeklestirilen ¢alismalar ile kansere 6zgl olan protein markerlari tanimlanmis
ve ayni zamanda erken teshis igin yeni yontemler gelistirilmis olup bu sayede kanserin temeli
ve nasll ilerledigini molekiiler diizeyde aciklamak agisindan ipuglari vermistir (218).

Gen Ontolojisi (GO), gen fonksiyonlari ile alakali kavramlari ve genlerin birbirleriyle
nasil iliskili oldugunu tanimlamaktadir. Biyolojik bilgiler arttikca GO siirekli olarak
genislemektedir. GO, gen fonksiyonlarini asagida verilen U¢ acidan ele almaktadir:

e Molekiler fonksiyon; gen Urlnlerinin gerceklestirdigi molekiler dizeylerdeki
aktiviteler,

¢ Hicresel bilesen; bir gen rlinin bir islevi gerceklestirdigi hiicre yapilarina gore
konumlari,

» Biyolojik slireg; daha bliyiik stirec veya coklu molekiler faaliyetlerle gerceklestirilen

biyolojik programlar (219).
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Bu tez calismasinda, antikanser etkisi arastirilan ABS, Tirk Tip Hekimliginde
hemostatik ajan olarak kullanilmakta olup Urtica dioica (isirgan), Vitis vinifera (koruk),
Glycrrhiza glabra (meyan), Alpinia officinarum (havlican) ve Thymus vulgaris (kekik)
bitkilerinin standardize karisimindan olusan bitkisel bir ekstraktir. Karisimi olusturan bitkiler
tek baslarina, endotel ve kan hiicreleri, damar olusumu, vaskiiler dinamikler ve mediatorler
Uzerinde hemostatik bir etkiye sahiptirler. Anormal hiicre - doku biiylimesi olarak tanimlanan
diplazi ve kanser hiicrelerine ABS uygulanarak gergeklestirilmis olan klinik ¢alismalar ile ilgili
ayrintili bilgi Bkz. Boliim 2.17.” de verilmistir.

ABS kanserin neden oldugu kanamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Melanom,
osteosarkom, kolerektal ve 16semi hiicre hatlarinda ABS’ nin sitotoksik etkisi in vitro hiicre
kiltira calismalari ile incelenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda ABS’ nin antiproliferatif ve
sitotoksik etkisi kanitlanmistir. ABS’ nin iginde yer alan bitkisel proteinleri ve insan
proteinlerine benzer proteinleri saptamak amaciyla proteomik ¢alismalar gerceklestirilmistir.

Her ne kadar ABS’ nin farkli kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif etkisi ile ilgili
¢alismalar bulunsa da MCF-7 meme kanserine karsi antiproliferatif etkisini molekdler
dizeyde agiklayan bir calisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin ABS ile muamelesi sonucu
2D jel elektroforez ile proteinler ayrilmis ve MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edildikten sonra
C ve T gruplarina ait hiicreler arasinda nicel anlamda dusik ve yiiksek miktarlarda bulunan
proteinler tespit edilmistir. Proteinler ayrilip karakterize edildikten sonra ise ¢alisma sonucu
elde edilen bulgular kullanilarak ve literatlir arastirmasi ile ABS' nin antikanser aktivitesi
molekuler diizeyde agiklanmaya calisiimistir.

Calismanin ilk asamasinda ABS, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat
uygulanmistir. ABS ile muamele edilen T grubu ve muamele edilmeyen C grubu hiicrelerden
sitozolik fraksiyonlar elde edilmistir. Sitozolik fraksiyonlardaki protein miktarlari "Bio-Rad™
Protein Assay" yontemi ile belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.1.) Hiicre kiltiri calismalarindan elde
edilen sitazolik fraksiyonlarda bulunan protein miktarlari C grubu icin 2.63 mg/mL, T grubu
icin 3.56 mg/mL olarak bulunmustur. Her bir C ve T gruplariicin 2D jel elektroforez calismalari

3 kez tekrarlanarak yapilmistir.
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Ozellikle iki veya daha fazla grubun karsilastirildig karsilastirmali (ekspresyon)
proteomik calismalarda, her bir gruptaki numunenin yani 2D Jel elektroforez ile ayrilacak
proteinlerin miktarlarinin esit bir diizeyde olmasi gerekmektedir. Boylece, her bir grup igin
boyanma sonucunda imaj analizi ¢alismalar ile intensiteleri Olgllen protein spotlari,
birbirleriyle dogru bicimde karsilastirilabilecek ve disik ya da yliksek miktarda ifade edilip
edilmedigi anlasilabilecektir.

Calismada her bir jele 1.5 mg/mL protein olacak sekilde yikleme yapilmistir.
Sonrasinda proteinler -20 °C’ de bekletilen TCA ve DTT iceren aseton ¢ozeltisi ile ¢oktlirtilmis,
ardindan ¢oktirilen proteinler yikleme tamponunda ¢ozilerek IPG seritlere yliklenmistir.
Literattirde farkli pH araligina sahip IPG seritleri denenmis, spot dagilimi ve ayirimin en yiiksek
oldugu serit olarak pH 4 - 7 IPG seritlerinin oldugu tespit edildigi icin deneylerde pH 4 - 7 IPG
seritler kullanilmistir.

IPG seritlere yiiklenen proteinler 6nce IEF cihazinda Bkz. Tablo 3.8." de verilen
odaklama programiyla pl degerlerine gore birbirinden aynlmistir. IPG seritler sirasiyla
dengeleme tamponu 1 ve 2 ile muamele edilerek proteinlerin SDS ile kompleks olusturmasi
saglanmistir. Dengeleme tamponu 1’ de bulunan DTT, proteinlerin disilfit baglarini
koparmaktadir. Boylece proteinler SDS ile kolayca etkilesmektedir. Dengeleme tamponu
2" de bulunan IAA, agikta kalan -SH gruplarini alkilleyerek SDS - PAGE’ de bulunan akrilamit
yapisiyla etkilesime girmesini 6nlemektedir. IPG seritler sonra elektroforez hiicrelerine
yerlestirilerek proteinlerin kiitlelerine gére ayrilmalar saglanmistir. Protein ylklenmis jeller,
+4 °C'de % 0.5 (h/h) oraninda asetik asit iceren saklama ¢ozeltisinde bekletilmis ve en fazla
bir hafta icinde MALDI-TOF/TOF-MS ile analiz edilmistir.

C ve T grubundaki jellere yiiklenen toplam protein miktari ayni olmasina ragmen
gruplardaki protein dagiimi ve intensiteleri farkhdir. 1. boyutta pl’ larina, 2. boyutta
kitlelerine gore ayrilan proteinlerin imaj calismalari icin goriintiilenebilmesi icin 6ncelikle
boyanmasi ve jellerin gorsellestiriimesi gerekmektedir. Proteinler uygun bir bicimde
boyanmamissa jel (izerinde gozlenebilen protein sayisi ve fotograflama kosullari iyi sonug
vermeyecektir. Proteinlerin boyanmasi sonucu jel Gzerinde gozlenen spotun intensitesi
protein miktari ile dogru orantilidir. Bu ¢alismada C ve T gruplarina ait jeller SYPRO- Ruby ile

boyanmistir. Bircok boyama yontemi karsilastirldiginda SYPRO - Ruby ile boyama
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yonteminde ¢ok daha fazla sayida spot tespit edildiginden bu calisma kapsaminda bu
boyama yontemi kullanilmistir. Proteinlerin boyama ¢ozeltisi ile iyi bir bicimde boyanmasi, jel
Uzerinde gozlenebilen protein sayisi ve fotograflama kosullarini etkilemektedir.

Calismanin bundan sonraki asamasinda Bolim 4.3.1. de anlatildigi gibi imaj analizi
calismalari yapilmistir. imaj analiz programlarinin cogunda jel goriintiileri (izerinde toplam
spot intensitesine bagli olarak gortntiiniin kontrasti ayarlanabilmektedir. Yiiksek miktarda
proteinin izoelektrik odaklamasinda cikan en bulyik problem odaklamanin tam olarak
gerceklesmemesi ve sonugta olusan yatay cizgilerdir.

imaj analizlerinde ilk olarak goriintileme calismalari yapiimaktadir. Bu nedenle
gorintileme cihazi araciligiyla jel haritalari olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.2.). Manuel olarak
yapilan calismalarda hatalar olabilecegi icin farklilasan spotlarin tespitinde PDQuest™
programi kullanilmistir. Ancak programin otomatik olarak saptama yapmasi, spot olmayan
lekeleri de spot olarak verebilme ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle programin buldugu her
bir spot tek tek incelenmis, tespit edilen hatalar diizeltilmistir. Daha sonra, Bkz. Bolim 3.9.
da anlatildigi gibi PDQuest™ programi tarafindan 3 tane kiime tanimlanmstir (Statistic,
Quant ve Booln).

Goruntileme cihazi ile gérintileri alinan jellere ait haritalar, PDQuest™ yazilimi
aracihgiyla analiz edilmis, ABS’ nin etkisiyle % 95 gliven seviyesinde istatistiksel olarak anlamli
ve miktar en az 2 kat artan ya da azalan proteinler tespit edilmistir. Booln kiimesinde
saptanan spot goriintileri tekrar incelendiginde bazi spotlarin birbirlerine ¢ok yakin olduklari
gozlenmistir.  Bu spotlar ayni protein ailesine ait olabilmektedir. Bu nedenle
MALDI-TOF/TOF-MS analizi icin iglerinden intensiteleri en yiksek olanlar secilmistir.
Calismada Statistic, Quant ve Booln kiimesine ait elde edilen spot sayilar Tablo 5.1' de

verilmistir.

Tablo 5.1. MCF-7 hiicre hattinin ABS ile muamelesi sonucu tanimlanan kiimelerdeki

ve MALDI-TOF/TOF-MS analizi igin belirlenen spot sayilari.

Hiicre Toplam Analiz Edilen
Statistic Quant Booln
Hatti Spot Spot Sayisi

MCF-7 102 49 38 24 7
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MCEF-7 hicrelerine ait C ve T gruplan karsilastirilarak % 95 giiven seviyesinde en az 2
kat fark olan ve Booln kiimesindeki 24 spottan 7 tanesi MALDI TOF/TOF-MS analizi igin
secilmistir (Bkz. Sekil 4.3. ve 4.4.) Bu 7 spotun, jelden kesilip ekstre edilmesi ve proteinlerin
veri bankalari kullanilarak tanimlanmasi Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Dekart Proteomik
Laboratuvari'nda gerceklestirilmistir. PMF icin MASCOT programi ve De Novo peptid dizileme
(Bkz. Boliim 4.6.) yontemleri kullanilmistir.

MCF-7 meme kanseri hiicrelerine ABS’ nin muamelesi sonucunda, nicel anlamda
disuk ve yiksek miktarda ifade edilen proteinler tanimlanmis ve degisim oranlari Tablo 4.1.
de verilmistir.

Farkhlasan bu proteinlerin 3 boyutlu yapilari, fonksiyonlari, gen adlari ve amino asit
dizileri UniProt, SwissProt gibi veri tabanlarn ile bulunmustur (Tablo 5.2). Farklilasan
proteinlerin gorev aldigi yolaklar ve kanser ile olan iliskileri, String ve KEGG veri veri tabanlari

kullanilarak agiklanmaya calisilmistir.
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Tablo 5.2. MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat ABS uygulanmasi sonucunda

nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapilari ve fonksiyonlari (220).

Protein Adi ve Gen Protein Fonksiyonu
Yapisi
Endoplasmin Proteinlerin islenmesi ve tasinmasinda gorev alan
molekiler saperondur ve belirli reseptorlerin dizgiin
< - katlanmasi icin gereklidir. Endoplazmik retikulum ile iliskili
e, .\\f‘m\ § bozulmada gorev alirken ATPaz aktivitesine sahiptir.
N ¢ o
AW \ T
MR
60 kDa 1s1 sok Saperonin mitokondriyal protein tasinmasinda ve
proteini makromolekiler yapiminda rol oynar. HSP10 ile birlikte
proteinlerin dogru katlanmasini kolaylastirir. Ayrica yanlis
katlanmayl da onler. Mitokondriyal matristeki stres
4 kosullarinda olusan katlanmamis polipeptidlerin yeniden
Q katlanmasini ve uygun sekilde diizenlenmesini destekler.
Q@ Bu saperoninlerin fonksiyonel Uniteleri, arka arkaya gift
halka gorevi goren bulyulk alt tGnite HSP60'in heptamerik
halkalarindan olusur. Substrat proteini, HSP60'In ig
boslugunda belirli bir siire baska hicre bilesenleri
tarafindan bozulmadan katlanir.
ATP sentaz beta alt Solunum  zincirinin  elektron tasima kompleksleri
birimi tarafindan Uretilen membran boyunca proton gradyani
! varliginda ADP'den ATP dretir. F-tipi ATPazlar, yapisal bir
mitokondriyal katalitik ¢ekirdegi iceren F1 ve merkezi bir sap ve bir
- cevresel sap ile birbirine baglanan membran proton
L0 kanalini iceren F1 - iki yapisal alandan olusur. Kataliz
':,: sirasinda F1'in katalitik alanindaki ATP sentezi, merkezi sap

alt birimlerinin  bir mekanizma
translokasyonuna birlestirilir.

vasitasiyla proton




87

Tablo 5.2 (Devam). MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat ABS uygulanmasi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapilari ve fonksiyonlari (220).

Protein Adi ve Gen Protein Fonksiyonu
Yapisi
Gegisli endoplazmik Mitoz sirasinda golgi vyiginlarinin parcalanmasi ve

mitozdan sonra tekrar biraraya getirilmesi icin gereklidir.
Transisyonel endoplazmik retikulumunun (tER)
olusumunda rol alir. Arsenit kaynakli tepkilerde stres

retikulum ATPaz

granillerinin (SG'ler) temizlenmesi isleminin
diizenlenmesinde rol oynar ve protein katlanmasinda
gorevlidir.

UFD1, VCP ve NPLOC4 iceren ucli kompleks, ubikastine
edilmis proteinleri baglar, yanlis katlanmis proteinlerin
ER'den sitoplazmaya, proteazom tarafindan
parcalandiklari yere aktarilmasinda gereklidir. NPLOC4-
UFD1-VCP kompleksi, mitoz sonunda nikleer zarfin
olusturulmasi icin gereklidir. RNF19A'nin E3 ubikuitin-
protein ligaz aktivitesini diizenler. HMGCR'nin sterol aracili
ubikitinasyon ve  endoplazmik  retikulum iliskili
bozulmasinin (ERAD) son basamaginda yer alan VCP / p97-
AMFR / gp78 kompleksinin bilesenidir.

VCP

Selenyum baglayici Bagirsak bakterileri tarafindan 6nemli miktarlarda
protein 1 uretildigi bilinen bir organosulfir bilesigi olan metaniol
(Metanoetil oksidasyonunu katalizler. Sitoplazmada reaktif
oksidaz) ksenobiyotiklerin algilanmasinda rol alabilen selenyum
baglayici protein, golgi ici protein tasinmasinda rol oynar.

SELENBP1
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Tablo 5.2 (Devam). MCF-7 meme kanseri hiicrelerine 24 saat ABS uygulanmasi

sonucunda nicel anlamda farklilasan proteinlerin yapilari ve fonksiyonlari (220).

Protein Adi ve Gen Protein Fonksiyonu
Yapisi
Protein disiilfit- Yanhs katlanmig proteinlerin toplanmasini 6nleyen bir
izomeraz A6 saperon olarak islev goriir. Negatif olarak katlanmamis

protein cevabini (UPR) ERN1 gibi UPR sensorlerine
y baglayarak diizenler ve bu da ERN1 sinyalini etkisizlestirir.

) © Convulxin, kolajen ve trombin gibi agonistler tarafindan
AL/:??{ l;"_f‘ E trombosit agregasyonunda ve aktivasyonunda rol oynar.
‘7 Ve Dy
i.\‘\/ /\ Y ¢
< Y @
AP
o
Varsayilan Bir psédojen (gen benzeri olan fakat genlerden farkl
. olarak fonksiyonel Grinini kodlayamayan, sahte gen
(putative) 40S ¥ y y &

bolgeleri) Girlini olabilecegi diistinilmektedir. Ribozomun
ribozomal protein yapisal bileseni ve ribozomal kiiclik alt linite dizenegi

$10-benzeri olarak islevleri vardir.

RPS10P5

String programinda
protein yapisina dair
herhangi bir veriye

ulasilamamustir.

Huicre ici ya da hiicreler arasinda bulunan proteinler, tek baslarina bircok fonksiyona
sahip olmalarinin yanisira diger proteinlerle birlikte cesitli yolaklarda da gérev almaktadirlar.
Bu calismada MCF-7 hiicrelerine ait C ve T gruplan arasinda farklilasan her bir proteinin
fonksiyonu, SwissProt ve UniProt programi kullanilarak incelenmis ve dnemli fonksiyonlara
sahip olduklan tespit edilmistir ve ayni zamanda hangi biyolojik yolaklar etkiledigi
bulunmustur.

Farkllasan proteinlerin gen adlarn kullanilarak String programi yardimiyla

protein - protein etkilesim ag haritasi olusturulmustur (221) (Sekil 5.1.).
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FAd ) veri tabanlarinda saptanan

f ! Deneysel olarak belirlenen
At ) Komsu genler
£ %\ Fiizyon genler

[ ‘/‘ Es zamanh olusan genler

[ 2 — )

/

Makale arastirmalari

W @SELENBPI et Birlikte sentezlenme
ft  protein homolojisi
Sekil 5.1. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde ABS’ nin etkisiyle farklilasan
proteinlerin birbirleriyle etkilesimi (221).

String programi araciligiyla ABS' nin etkisiyle MCF-7 hiicrelerinde degisen proteinlerin
atlasina gore; baglantilarin, bir genomdan cekilmis, benzer boyutlarda olan rastgele protein
gruplarina kiyasla kendi aralarinda ¢cok daha fazla etkilesime girmis oldugu gozlenmektedir.
Bu da bize analiz sonucu elde edilen proteinlerin biyolojik olarak birbirlerine grup halinde
bagli oldugunu gostermektedir.

Protein atlasi incelendiginde PDIA6, VCP, ATP5B, HSPD1 ve HSP90B1 ile ifade edilen
genler komsu genlerdir. String programinda RPS10P5 genine ait herhangi bir veriye
ulasilamamustir. Programda gen ismi ile ifade edilen proteinler arasindaki iliskiler farkli
renklerde verilerek ortaya konmaya calisiimistir.

String programi araciligiyla saptanan biyolojik stirecler ve molekiiler fonksiyonlar, GO
numaralan aracihglyla QuickGO ve KEGG veri tabanlarinda arastirilmistir.  ABS’nin
endoplazmik retikulum (ER) protein isleme, RNA bozunma, 6strojen sinyal ve kanser yolaklari
Uzerinde etkili oldugu saptanmistir.

Biyolojik slire¢lerde PDIA6, VCP, HSPD1 ve HSP90B1, GO: 0006986 numarali yolak
olan katlanmamis proteine bir cevap olarak ve katlanmamis bir protein uyaraninin sonucu
olarak bir hiicrenin veya bir organizmanin (hareket, sekresyon, enzim dretimi, gen
ekspresyonu, vs. agisindan) durumunda veya aktivitesinde degisiklik ile sonuglanan herhangi

bir islemde gorev alir (222).
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Biyolojik slire¢lerde PDIA6, VCP, HSPD1 ve HSP90B1, GO: 0006457 numaral yolak
olan protein katlanmasinda ve tek zincirli polipeptidlerin veya ¢ok Uyeli komplekslerin
kovalent, kovalent olmayan montajinda dogru Uclincil yapiya yardimci olma islemlerinde
gorev alir (222).

Biyolojik slireclerde PDIA6, VCP ve HSP90B1, GO: 0030968 numarall yolak ER
katlanmamis protein cevabi olarak gorev alir. ER veya diger ER ile ilgili streste katlanmig
proteinlerin varliginin bir sonucu olarak Uretilen molekdler sinyaller serisi; transkripsiyon ve
ceviri dizenlemelerinde degisikliklere neden olur (222).

Biyolojik stireclerde VCP ve HSP90B1, GO: 0030970 numarall yolak olan ER'den
sitozol retrograde protein tasiniminda ve katlanmig veya yanlis katlanmig proteinlerin ER’dan
translokon yoluyla sitozol hareketini ydnetmekte gorev alir (222).

Biyolojik slireclerde PDIA6, VCP, ATP5B, HSPD1, HSP9OB1 ve SELENBP1, GO:
0006810 numarali yolak olan tasima ve maddelerin (makromolekiiller, kiigik molekailler,
iyonlar gibi) veya hticresel bilesenlerin (6rnegin, kompleksler ve organeller gibi) bir hiicrenin
icine hareketinde gorevlidir (222).

KEGG yolak analizi veri tabani araciliglyla ER protein isleme yolaginda (Sekil 5.2.)
PDIA6, HSP90B1 ve VCP’ nin ABS’ nin etkisiyle farkllastigi saptanmustir. ER, bir hiicre organeli
olup yeni sentezlenen peptidler, ER icine girer ve glikozillenir. Dogru sekilde katlanmis
proteinler, vezikiillere aktarip golgi aygitina aktarilir. Yanlis katlanmis proteinler ise
molekuler saperonlarla kompleks halinde ER’ da liimen icinde tutulur. Yanls katlanmis olan
proteinler, endoplazmik retikulumla iliskili bozulma (ERAD) adi verilen islemde proteazom
araciligiyla bozulur. ER’ da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi ER stresine neden olur ve
katlanmamis protein cevabi (UPR) olarak tanimlanan sinyal yolunu aktive eder. Ayrica, bazi
ciddi durumlarda, UPR tarafindan aktive edilen koruyucu mekanizmalar, normal ER

fonksiyonunu ve apoptotik hiicreleri geri getirmek icin yeterli degildir (223).
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Sekil 5.2. ER’ da protein isleme yolagi (223).

KEGG veri tabani araciliglyla RNA bozunma yolaginda (Sekil 5.3.) HSPD1’ in ABS’ nin
etkisiyle farklilastigi saptanmistir. Hiicresel RNA molekdillerinin dogru islenmesi, kontrolii ve
genetik bilginin tanimlanmasinda gibi birgok yonden énemlidir. Okaryotlarda, iki ana mRNA
yolagi, mRNA'nin poli (A) kisaltilmasiyla baslatiimaktadir. 5' ila 3' yolunda bunu, daha sonra
5've 3' transkripsiyonlarin eksoniikleolitik bozunmasina neden olan olay izlemektedir. 3' ve
5' yolunda, bliyiik ve ¢cok bolliimli bir kompleks olan, eksom dnemli bir rol oynar. Eksozom
arkeal hiicrelerde bulunur. Bakterilerde RNA bozulmasi ve islenmesinde rol oynayan anahtar
enzim olan endoribontiikleaz E, protein kompleksi adi verilen degradozomu organize eder.
RNAaz E veya R, fosfata bagli ekzoribonlikleaz poliniikleotit fosforilaz, DEAD-kutulu helikazlar

ve RNA-bozucu kompleks icindeki ilave faktorlerle etkilesime girer (224).
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Sekil 5.3. RNA bozunma yolagi (224).
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KEGG yolak analizi ile 6strojen sinyal yolaginda (Sekil 5.4.) HSP90B1’ in ABS’ nin

etkisiyle farklilastig bulunmustur. Ostrojenler, iireme, kardiyovaskiiler koruma, kemik

bitinlGgil, hiicresel homeostaz ve davranis gibi memelilerde fizyolojik olaylari diizenleyen

steroid hormonlaridir. Ostrojen, hiicresel olaylara "niikleer baslatiimis steroid sinyali" ve

"membranla baslatiimis steroid sinyali" olarak siniflandirilan iki sinyal yolu ile aracilik eder.

"NUkleer" yolakta dstrojen, alfa ER veya beta ER’yi baglar ve bu da ERE elementlerinde DNA'yi

baglar ve ERE'ye bagimli genlerin ekspresyonunu aktive eder. "Membran" yolunda, 6strojen,

plazma membraninda (mER) veya yeni G-protein bagli E2 reseptorlerinde (GPER) bir ER alt

popllasyonu yoluyla fonksiyonlarini gerceklestirebilir. Bu reseptorlerin aktivasyonu Uzerine

cesitli sinyal yollari (yani Ca**, cAMP, protein kinaz basamaklari) hizli bir sekilde aktive edilir

ve sonugcta asagl akis transkripsiyon faktorlerini etkiler (225).
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Sekil 5.4. Ostrojen sinyal yolagi (225).

KEGG veri tabani yardimiyla kanser yolaginda (Sekil 5.5.) HSP90B1’ in ABS’ nin

etkisiyle farkllastigi bulunmustur (226).
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Sekil 5.5. Kanser yolagi (226).

Analiz edilen 7 tane proteinden, UniProt (220) insan protein veri bankasi
tarandiginda, 4 tanesinin (HSP90B1, VCP, PDIA6 ve RPS10P5) ER kaynakli, 2 tanesinin (HSPD1
ve ATP5B) mitokondriyal ve 1 tanesinin (SELENBP1) ise ribozomal/sitoplazma kaynakli
oldugu goriilmistir. Bu durumda ER stresinin, ABS uygulanmis MCF-7 meme kanseri hiicre
hattinda daha yogun goriildiigl ve sitotoksik etkisinin de daha ¢cok ER (izerinden gerceklestigi
soylenebilir.

Tanimlanan proteinler icerisinden HSPD1 (60 kDa isi sok proteini) ile SELENBP1
(selenyum baglayicl protein)’ in yiksek derecede korunmus proteinler (highly conserved

protein) oldugu veri bankalarinda yapilan arastirmalar sonucunda gorilmastr.

Yiiksek Derecede Korunmus Dizi ve Proteinler

Korunan diziler, DNA'da meydana gelen ve ayni zamanda RNA, protein,
karbonhidratlardaki dizileri olusturan benzer veya ayni dizilerdir.
Evrimsel biyolojide, korunan diziler, niikleik asitlerdeki (DNA ve RNA) veya tirler

boyunca (ortolog diziler) veya bir genom icindeki (paralog diziler) veya donor ve reseptor
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taksonlar (ksenolog diziler) arasindaki proteinlerle ayni ya da benzer dizilerdir. Koruma, bir
dizinin dogal segilim ile korundugunu gosterir.

1960' lardaki ¢alismalarda, hemoglobin (227) ve sitokrom c. (228) gibi bilinen
proteinler arasindaki benzerlik dlctilmiistiir. Emile Zuckerkandl ve Linus Pauling, 1965 yilinda
molekdler saat kavramini ortaya atmistir ve bunun sonucunda, ilk filogeniler fosil kayitlariyla
yakindan eslesirken, bazi genlerin farkli oranlarda evrimlestigi gézlemlenmis ve molekiler
evrim teorileri gelismeye baslamistir (229, 230). Margaret Dayhoff' un 1966 ferrodoxin
dizilerini karsilastirmasi ile dogal segilimin, yasam icin gerekli protein dizilerini korumakta rol
oynayacagini gostermistir (231).

Nesiller boyunca, evrimsel bir soyun genomundaki nikleik asit dizileri, zaman iginde
kademeli olarak degisebilir (232, 233). Diziler ayrica kromozomal diizenlemeler nedeniyle
yeniden birlesebilir veya silinebilir. Korunan diziler, bu tiir kuvvetlere ragmen genomda
devam eden ve daha yavas mutasyon oranlarina sahip olan dizilerdir (234). Bu diziler tirler
arasinda gergeklesir. Bu durum, dizilimlerin 6zelliklerine ragmen evrimde korundugunu
gostermektedir. Sekans bilgisi normal olarak ebeveynlerden gelen genler tarafindan diger
nesile aktarildigindan, korunmus bir sekansin olmasi korunmus bir gen oldugu anlamina gelir.

Yiksek oranda korunmus proteinler, hiicrelerin ¢alismasi veya bollinmesi igin
gereklidir. Protein sekanslarinin korunmasi, proteinlerin benzer kisimlarinda ayni aminoasit
kalintilarinin varligi ile gosterilir. Protein yapilarinin korunmasi, ayni olmasa da aminoasit
kalintilari ve proteinlerin benzer kisimlari arasindaki yapilarla, zorunlu olarak 6zdes
olmamakla birlikte, islevsel olarak esdegerdir.

Korunan diziler biyoinformatik yaklasimlarla belirlenir. Yiksek verimli DNA
siralamasindaki ve MS' deki gelismeler, protein sekanslarinin ve genomlarin analizlerini

buyk 6lctide arttirmistir (235, 236).
ER Proteinleri

ER; hiicrede bulunan, vezikiller ve tiiplerden olusmus bir organeldir. Membran
proteinlerinin veya bir membran iginden gegerek (hiicre disina veya membranla gevrili bir
organelin icine) salgilanacak olan proteinlerin katlanmasi ve tasinmasi; kalsiyum, bazi lipit ve

makromolekdillerin depolanmasi gibi gesitli gorevleri vardir (237).
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ER' nin ilk ve en dnemli gorevi proteinlerin sentezidir. Tim hucresel proteinlerin
yaklasik 3' de 1'i, salgilanan proteinlerin ve hiicre yiizeyi proteinlerinin ¢ogunlugu, ER' nin
[imenine veya zarina gevrilir. Ceviri sitozolde baglatilir, ancak bir sinyal peptidi, olusan yeni
proteini ER' ye yonlendirir. Bu proteinler dogru katlanmayi saglar, glikozilasyon ve distilfit bag
olusumu gibi translasyon sonrasi degisiklikleri yapar ve son olarak katlanmis proteinlerin
kalitesini kontrol eder (237).

Sadece dogru katlanmis proteinler ER' den tasinir. Katlanmamis veya yanlis katlanmig
proteinler limende birikerek ER stresine neden olabilir. Bu islem, genel protein sentezini
azaltarak stresi gideren, protein katlama kapasitesini artirarak ve vyanls katlanmisg
proteinlerin ERAD ile uzaklastirlmasini saglayarak katlanmis protein cevabini (UPR) aktive
eder (237). Bununla birlikte, stres hafifletiimezse, sonugta apoptozu tetikler. Bazi patolojik
stuirecler, ozellikle Parkinson hastaligi veya Alzheimer gibi norolojik hastaliklarin ER stresi ile

iliskili oldugu distnulmektedir.

Mitokondriyal Proteinler

Mitokondri, enerji metabolizmasi, apoptoz, sinyal ve lipidleri, aminoasitleri ve demiri
iceren metabolik yollar dahil cok sayida hticresel siireg icin cok 6nemlidir. Mitokondri yaklasik
1000 (maya) ile 1500 (insan) farkli protein icerir (238, 239). Bunlardan yaklasik % 1' i
matriksteki ribozomlar Uzerinde sentezlenirken, kalani sitozoldeki ribozomlar (izerinde
sentezlenir. Matrikste sentezlenen mitokondriyal proteinler, canlilarda enerji kaynag olarak
kullanilan ATP sentez yollarindan biri olan oksidatif fosforilasyonun c¢ok o6nemli zar
bilesenlerini temsil etmektedir.

Mitokondriyal proteinler genellikle, elektron tasima reaksiyonlarini yirdtir ve
mitokondriyal fonksiyonlara katilir (240).

Mitokondriyal proteinler, enerji metabolizmasi, aminoasitlerin, lipidlerin, demirin
metabolizmasinda, metabolitlerin tasinmasinda, proteinlerin tasinmasi ve katlanmasinda,
protein degradasyonunda, sinyal iletiimesinde, membranin yeniden olusumunda,

birlestirilmesi ve pargalanmasinda ve son olarak apoptozda gorevlidir (241).
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Sitoplazmik Ribozomal Proteinler

Sitoplazmik ribozomlar ER ve sitoplazmada bulunur. Nikleer genlerden tretilen tim
mRNA'lari gevirir ve hiicresel protein sentezinin cogunu gerceklestirir. Ribozomlar, irili ufakli
iki ribonlkleoprotein alt birimi tarafindan olusturulur. Blyik alt birimin temel islevi,
polipeptidlerin sentezi sirasinda tRNA'yi baglamaktir (242).

Ribozomlar protein sentezinden sorumlu hiicre bilesenidir ve hiicre bliylimesini,

béliinmesini ve gelismesini kontrol etmekte rol oynar (243).

Is1 Sok Proteinleri ve Saperonlar

1962 yilinda tukurik salgisinin, 1siya maruz birakilmasi sonucunda ytiksek isiya bagli
olarak protein sentezlendigi gdzlemlenmistir. Ferruccio Ritossa’ nin gerceklestirdigi bu
calismada, i1s1 sonucu sentezlenen bu proteinler isi sok proteinleri (heat-shock proteins; HSP)
olarak adlandinlmistir (244, 245). Bu protein, normal fizyolojik kosullarda sentezlenen
proteinlerin Uglncll yapilarininin olusumu, proteinlerin ¢okmesinin engellemesi, yanlis
katlanmis ve c¢okmis proteinlerin birbirinden ayrilmasi ile dogru katlanmasinin
saglanmasinda gorevlidir. Ayni zamanda proteinleri, ribozomdan alarak gorev alacagi yerlere
tasirlar. Genellikle 1si stresine bir cevap olarak sentezlenen bu proteinler, 1si disinda da
farmakolojik ajanlara karsi sentezlenmektedir. Bu nedenle, bu proteinleri sadece 1si soku
proteini olarak degil, stres kosullarinda hicrenin cevabi olarak degerlendirmek
gerekmektedir. Bu proteinlerin molekuler agirliklari 7 - 110 kDa arasinda degismektedir ve
hem hiicre iginde bulunan sitoplazma ve organellerde hem de hiicre disinda bulunurlar
(246).

Saperonlar ise, proteinlerin katlanarak li¢ boyutlu yapisinin olusmasinda goérev alan
refakatci proteinlerdir. HSP ve saperon isimleri genellikle ayni anlamda kullanilsa da saperon
ozelligi gostermeyen HSP’ ler ve de HSP olmayan saperonlar bulunmaktadir (247).

Yiksek oranda korunmus protein grubu olan HSP' ler, cesitli fiziksel ve kimyasal
faktorlerin bozulmasindan ya da stresinden kaynaklanir (248).

ABS’ nin uygulandigi MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde, C grubundakine kiyasla;

HSP90B1 1si sok proteini 90 beta Uyesi olarak da bilinen endoplasmin ve HSPD1 60 kDa
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agirhgindaki 1s1 sok proteinlerinin miktarlarinda Tablo 4.1 de goruldigl Uzere azalma
gorilmistir ve bu sonug literatirdeki arastirma sonuglan ile uyusmaktadir. HSP
miktarlarindaki artigin, timor gelisim asamalari ve ilaca direngli fenotip gelisiminde rol
oynadigl bilinmektedir. HSP’ ler kanser gelisiminde apoptoz gibi antikanser mekanizmalarin
baskilanmasina sebep olmaktadir ve ayni zamanda metastatik genlerin ekspresyonlarini
hizlandirmaktadir(249). Bu nedenle, MCF-7 meme kanseri hiicresi Gizerinde ABS uygulamasi
sonrasinda tespit edilen HSP miktarlarindaki azalma ABS’ nin antikanser etkisini ortaya koyan

bir sonug olarak degerlendirilebilir.

5.1. Karakterize Edilen Proteinlerin Literatiir Verileri ile Fonksiyonlarinin

Aragtinlmasi ve Proteomik Analiz Sonuglarinin Yorumlanmasi

Elde edilen protein haritasi ile birlikte ABS'nin spesifik yolaklarla hiicre icerisinde
gerceklesen biyosiregleri etkiledigi gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.1). ABS ile MCF-7 meme

kanseri hiicrelerindeki protein seviyelerinde farkllik yarattigi gozlemlenmistir.

Endoplasmin (SSP No: 208, GN: HSP90B1)

Isi sok proteini 90 beta Uyesi olarak bilinen bir gendir. ATP ailesine ait olan bu gen,
proteinlerin islev gdrmesi ve tasinmasinda gorevli olan molekiiler saperonlari metabolize
eden ve proteinlerin katlanmasi gibi gorevleri olan proteinleri kodlamaktadir. Bu kodlanan
protein, melanozomlar (pigment iceren organel) ve ER lzerinde yer almaktadir. Timor
olusumui ile ilgili patojenik yani hastaliga yol acan durumlar ile iliskilendirilen bir proteindir
(246).

Grp94 olarak da bilinen bu proteinin kanserle iliskisine dair ¢cok sayida arastirma
yapilmistir ve bunlardan ozellikle meme kanseri ile iliskili olanlardan birkag¢i asagida
siralanmistir:

Grp94 proteinlerin bir araya getiriimesinde énemli bir rol oynamaktadir. Grp94
overekspresyonunun (bir genin digerine gore daha ¢ok okunmasi) timor agresifligi ile ilgili
oldugunu 6ne siren Calderon ve ark., bircok timorde yiksek Grp94 seviyelerinin
gorildugini belirtmislerdir. Grp94 ekspresyonununun hipoksi (beden dokularinda oksijen

oraninin azalmasi) sonucu, insan timor hiicre hatlari MCF-7 meme kanseri ve HepG2
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karaciger kanserinde degismedigi, ancak; daha agresif bir kanser hiicresi modeli olan
MDA-MB-231 meme kanserinde, Grp94' (in kanser hiicrelerinin istilaci kapasitesini azalttig
gozlemlenmistir. Sonug olarak, Grp94 ifadesinin tiimor saldirganligi ile baglantil oldugu ve bu
sebeple, Grp94' i hedeflemenin, kemoterapi sonuglarini iyilestirici ve timor biylimesini
onleyici etkisinin oldugu gosterilmistir (250).

Dejeans ve ark., daha ¢ok tekrarlanan meme kanseri Uzerine gerceklestirdikleri
calismalar sonucunda, Grp94 ekspresyonu ile kanser saldirganligi arasinda bir iliski oldugunu
vurgulamistir. Grp94' (in oksidatif strese ve bazi kemoterapétik ilaglara direngli bir hiicre
hattinda yliksek oranda ¢ogalmaya sebep oldugu ve ayrica, tekrarlayan meme kanserlerinde
Grp94 ekspresyonunun arttigi ortaya konmustur. Grp94' i asilama stratejisiyle hedefleme ile
beraber radyoterapi ile birlestirldiginde kanser metastazinin baskilandigi ve Grp94’ (n
kanserin tekrarini 6nlemek igin 6nemli olabilecegi, boylece yeni tedavi segenekleri

olusturabilecegi sonucuna ulasilmistir (251).

60 kDa Is1 Sok Proteini (SSP No: 1901, GN: HSPD1)

60 kDa 1sI soku proteini, mitokondriyal; protein transferi ve HSP10 ille birlikte,
transfer edilen proteinlerin dogru katlanmasindan sorumludur. Yanls katlanmayi 6nler ve
mitokondriyal matristeki stres kosullar altinda Uretilen katlanmis polipeptidlerin yeniden
katlanmasini ve uygun sekilde birlestirilmesini tesvik eder (252).

Bu gen ve meme kanseri ile ilgili arastirmalar gerceklestirilmis olsa da direkt kanserle
iliskisi olduguna dair literatlrde bir bilgiye ulasilamamis olup bu konuda daha fazla sayida
calismaya ihtiyac duyulmaktadir. Bu tez kapsamindaki analiz sonuglarina dayanarak ABS’ nin
uygulanmasiyla azalan bu proteinin baskilanmasi ya da inhibisyonu ile ABS' nin antikanser
etki mekanizmasinin, protein sentezini ve modifikasyonunu bozarak gerceklestigi

disltnilmektedir.

ATP Sentaz Beta Alt Birimi (SSP No: 3603, GN: ATP5B)

ATP sentaz alt birimi beta, mitokondriyal; mitokondriyal membran ATP sentaz (F (1)

F (0) ATP sentaz veya kompleks V), solunum zincirinin elektron tasima kompleksleri



100

tarafindan Uretilen membran boyunca bir proton gradyani varliginda ADP'den ATP (iretir
(253).

ATP5B ile ilgili meme kanserine dair yapilan bir galismada, 101 meme kanseri ve 13
¢ozllmemis meme o©rnegi, protein ekspresyonundaki kantitatif farkliklar agisindan
incelenmistir. B-F1-ATPaz olarak da adlandirilan ATP5B’ nin ekspresyon seviyesinin kot
prognozu olan bir meme kanseri hasta alt grubunda tanimlanmis ve 6nemli bir prognostik
belirteg oldugu 6ne strtlmustir (254).

Meme kanseri disinda da ATP5B ile bir¢cok kanser tiri ile ilgili calismalar

gerceklestirilmistir (255-257).

Transisyonel Endoplazmik Retikulum ATPaz (SSP No: 3606, GN: VCP)

Transisyonel endoplazmik retikulum ATPaz, valosin iceren proteinler (VCP)
grubundan bir enzimdir ve VCP geni tarafindan kodlanir.

Mitoz sirasinda golgi yiginlarinin pargalanmasi ve mitozdan sonra yeniden biraraya
getirilmesi icin gereklidir. Transisyonel endoplazmik retikulumunun (tER) olusumunda rol alir.
Arsenit kaynakli tepkilerde stres graniillerinin (SG'ler) temizlenmesi isleminin
dizenlenmesinde rol oynar ve protein katlanmasinda gorevlidir.

Yamamoto ve ark. tarafindan yapilan bir calismada; VCP proteinlerinin, mide kanseri
sonrasinda yapilan ameliyatlarin ardindan ylksek miktarda bulunmasinin 6liim oranindaki
artis ile iliskili oldugu bildirilmistir (258).

Ayrica bircok kanser hiicresinde bu gen ile yapilmis ¢calismalar bulunmaktadir (259-

261).

Selenyum Baglayici Protein (SSP No: 4905, GN: SELENBP1)

Bagirsak bakterileri tarafindan 6nemli miktarlarda Gretildigi bilinen bir organosiilfiir
bilesigi olan metaniol oksidasyonunu katalizler. Sitoplazmada reaktif ksenobiyotiklerin
algilanmasinda rol alabilen selenyum baglayici protein, golgi ici protein tasinmasinda rol
oynar (262).

Bu gen selenyum baglayici protein ailesinin bir Gyesini kodlar. Selenyum, giclii

antikarsinojenik ozellikler gosteren temel bir besindir ve selenyum eksikligi bazi nérolojik
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hastaliklara neden olabilir. Selenyumun kanser ve noérolojik hastaliklarin 6dnlenmesindeki
etkilerine selenyum baglayici proteinler aracilik edebilir ve bu genin azalmis ekspresyonu
birka¢ kanser tirlyle iliskilendirilebilir. Kodlanmis protein ubikuitin/de-ubikuitin aracili
protein par¢alanmasinda selenyum rol oynayabilir (263).

Raucci ve ark. gerceklestirdikleri galismada, ilk kez hepatokarsinomali hastalarin
karaciger dokularinda SELENBP1 ekspresyonunun azaldigini ortaya koymuslardir (264).

Meme ve yumurtalik kanserinde bu gen ile ilgili galismalar yapilmis olup SELENBP1
ekspresyonu ile kanser arasinda genellikle hastalikta ekspresyonun azalmasi seklinde bir iligki

oldugu disinilmektedir (265, 266).

Protein Disiilfit - izomeraz A6 (SSP No:7704, GN: PDIAG6)

Yanlis katlanmis proteinlerin toplanmasini 6nleyen bir saperon olarak gérev gorir
(267).

Bu gen, protein katlanmasini ve tiyol-dislfiir degisim reaksiyonlarini katalize eden ER
proteinlerinin distlfit izomeraz (PDI) ailesinin bir Uyesini kodlar ve yanls katlanmis
proteinlerin toplanmasini inhibe eder (268).

Son zamanlarda, PDIA6' nin farkh kanser tirlerinde etkili oldugunu gosteren
calismalar vardir (269, 270).

Bu tez calismasinda ABS’ nin uygulanmis oldugu MCF-7 meme kanseri hiicresinde C

grubunda bu protein tespit edilmesine ragmen T grubunda gézlenememisitr.

Varsayilan (Putative) 40S Ribozomal Protein S10-benzeri (SSP No: 1209, GN:
RPS10P5)

Bu tez calismasinda, ABS uygulandiktan sonra artis gosteren tek proteindir.

Bir psddogen olarak bilinen RPS10P5, ribozomun yapisal bileseni ve ribozomal kiiglik
alt Ginite diizenegi olarak gorev yapan bir protein olarak tanimlanmaktadir (271).

Psddogenler, gen benzeri olan fakat genlerden farkh olarak fonksiyonel Griininii
kodlayamayan, sahte gen bélgeleridir. insan genomu, yaklasik olarak 20.000 psédogen

icermektedir.



102

Son vyillarda yapilan molekdler ¢alismalara gore, herhangi bir gorevi olmadig
distinllen psédogenlerin bazi gorevlerinin oldugu ve bazilarinin ise kisa peptid ve protein
Uretebildigi gdsterilmistir. mMRNA stabilitesini ve gen ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir.
Psddogenlerin  mikroRNA tuzaklari ile timor baskilayict genler ve onkogenlerin
diizenlenmesinde gorev aldiklar bildirilmistir (272).

Sonug olarak ise bu genlerin "sahte" ismini hak etmedigini, molekiler ¢alismalar ile
bu genlerin hiicrede gen ekspresyonunda 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir.

Eksprese olarak protein lGretme yetenegine sahip 43 kDa olan bir psédogen olarak
bilinen proteinin, tiimor hicrelerinde hiicre bliylimesini durdurdugu gorilmastir (273).

Genellikle kanserli hlcrelerde biyomarker olarak kullanilan RPS10P5 geninin ABS
uygulandiktan sonra artmis olmasi, ABS’ nin antikanser etki mekanizmasini MCF-7 meme

kanseri hiicrelerinde bu sekilde gosterdigine bir isaret olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Dogma, biiylime, olgunlasma ve 6limle son bulan olaylar biitiinl olarak tanimlanan
hayatda, yasami olumsuz sekilde etkileyen ve hatta oliimle sonuclanan bircok faktor
bulunmaktadir. Bunlarin en dnemlilerinden birisi kanserdir ve yiiksek mortaliye sahip bir
hastaliktir.

Kanser, DNA' nin hasart ile hiicrelerin, kontrolsliz veya anormal sekilde blylimesi ve
cogalmasidir. Kanser, glinimiizde insanlar gerek sosyal gerekse ekonomik anlamda ¢ok
etkileyen 6limcil hastaliklarin basinda gelmektedir.

GUnidmuzde kanser tedavilerinin oldukga kisitl olmasi sebebiyle kanserin 6nlenmesi,
erken tani ve tedavisine yonelik arastirmalarin yapildigi cok sayida ¢alisma bulunmaktadir ve
bu ¢alismalar yogun bir sekilde de devam etmektedir. Yapilan bu g¢alismalarda daha ¢ok
hiicre bliyimesi, boliinmesi ve 6limu Uzerine etkili ilaclar, beslenme aliskanliklar, stres,
cinsiyet, ultraviyole isinlar, bitkisel ekstratlar gibi faktorlerin etkileri in vivo ve in vitro
ortamlarda arastiriimaktadir.

Kanser hastaliginin tedavisi icin alternatif tedavi yollari bulmaya ve ilaglar
gelistiriimeye calisiimaktadir. Su anda kullanilan kemoterapétiklerin hedef organ ve doku
disinda, ¢ok sayida organi olumsuz etkiledigi de goz oniine alindiginda bu yonde yapilan
¢alismalarin ne kadar énemli oldugu anlasiimaktadir. Ayrica kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapdtik ilaglar; hiicrede serbest radikallerin artmasina neden olmakta, hiicre
Oliminu tetiklemekte ve hedef hiicrelerde daha fazla DNA hasarinin ve mutasyonun
olusmasina neden olmaktadir. Buna gore antikanserojen 6zellik tasiyan bitkilerin ilaglar ile
kombine kullaniminin 6nemi ortaya ¢cikmaktadir.

Kanser sonucunda olusan tiimorlerin hiicrelerde meydana getirdigi degisikleri ve
kanserin olusum mekanizmalarini molekiiler diizeyde incelemek icin omiks analizler ve omiks
analizlerin bir dali olan proteomik calismalar yapilmaktadir. Kanserin etki mekanizmasi ve
yeni ilaglar ile tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi, ayni zamanda kanser hastaliginda ¢ok
biyuk 6nem tasiyan erken teshiste proteomik calismalar ¢cok biiylik 5nem arz etmektedir.

iki farkl kosul altinda toplam protein ifadesinin veya ekspresyonuna ait nitel ve nicel

analizlerin yapildig kiyaslamali proteomik, bir hastallk durumunda degisime ugrayan
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proteinlerin belirlendigi veya bir ila¢ ya da kimyasal uygulanmasi durumunda etkilenen
proteinlerin incelendigi calismalari kapsamaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, ABS’ nin bilinen hemostatik ve antioksidan etkisinin
yanisira meme kanserinde muhtemel antikanser aktivitesini molekuler diizeyde agiklamaktir.
Bu amacla gerceklestirilen kiyaslamali proteomik calismalarda, 2D jel elektroforez yontemi
kullanilarak iki boyutlu bir ayinm gergeklestirilmistir. 1. boyutta, pl' larina gore IPG seritler
Uzerinde ayrilan proteinler, 2. boyutta SDS-PAGE teknigi ile molekil agirliklarina gore
ayrilmistir. Calismanin bundan sonraki asamasinda C ve T gruplarina ait farkllastigi tespit
edilen proteinler, MALDI-TOF/TOF-MS kullanilarak tanimlanmis ve MASCOT ve De Novo
dizilimi gibi veri bankalari kullanilarak proteinlerin yapilari, fonksiyonlari ve birbirleriyle
etkilesimleri incelenmistir. String ve KEGG veri tabani kullanilarak ABS’ nin, kanser
hiicrelerinde etkiledigi biyolojik siirecler ve yolaklar tespit edilmistir. ABS’ nin antikanser
aktivitesini proteom dizeyinde agiklamak amaciyla analiz sonucu farkllastig bulunan
proteinler kaynaklardaki calismalarla karsilagtiriimistir.

GlnUmuze kadar yayinlanan calismalar incelendiginde, bu tez calismasinda
kullanilan bitkilerin karisimindan olusan ekstrenin yani ABS' nin antikanser etkisini, MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde proteomik diizeyde arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
¢alisma, MCF-7 hiicre hattinda, ABS' nin etkisini, molekiler diizeyde proteomik calismalarla
(2D jel elektroforez ve MALDI-TOF/TOF-MS) ortaya koyan ilk ¢alismadir. Calismada ABS
tarafindan % 90 guiven araliginda istatistiksel olarak anlamli olan ve nicel olarak en az 2 kat
degisen 7 tane protein analiz edilmistir (Bkz. Tablo 5.2.).

ABS uygulanmasi ile azalan ve artan proteinlerin, farkli yolaklarla birbirine bagl
oldugu gozlenmektedir (Bkz. Sekil 5.2 - 5.5.) ve bu veriler, ABS’ nin antikanser etki
mekanizmasinin spesifik yolaklar izerinden gerceklesmis olabilecegini isaret etmektedir. Bu
yolaklarin ayni zamanda hiicrelerin icerisinde gerceklesen biyolojik stirecleri etkiledigi
gorilmistdr.

MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin hormonal kaynakli olmasindan dolayi hiicre
kalturi calismalari sonucunda, ABS' nin hiicreleri ¢ok fazla tahrip etmedigi gozlenmesine
ragmen; kanserle iliskili proteinler ortaya konmustur. Elde edilen proteinlerin daha ¢ok ER

stresine bagl olarak meme kanseri hiicrelerini etkiledigi gorulirken daha agresif bir meme
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kanseri hiicre hatti kullanilarak da ABS’ nin bu kanser tiirl Gizerindeki etkilerinin daha ayrintili
gozlenebilecegi dustinilmektedir.

Bu ¢alismanin devaminda MCF-7 kanser hlcrelerine ABS uygulanarak; genomik,
metabolomik ve transkriptomik gibi farkli omik tekniklerle ABS’ nin meme kanseri tizerindeki
etkisi, molekdiler diizeyde bir biitlin olarak degerlendirilebilir. Bu omik teknikler kullanilarak
ulasilan sonuglarin degerlendirilmesiyle ABS’ nin antikanser aktivitesinin, hangi metabolik
yolaklar etkileyerek ortaya giktig konusunda arastirmalar gergeklestirilebilir. Yapilacak bu
kapsamli omiks calismalarla ABS nin etkiledigi 6nemli kanser biyobelirteclerinin
belirlenebilecegi distinilmektedir.

Bu ¢alismaya gore elde edilen bulgular isiginda, ABS’ nin meme kanseri hiicrelerinde
antiproliferatif etkisinin oldugu bulunmustur. ABS'nin ER protein isleme, RNA bozunma,
Ostrojen sinyal ve kanser yolaklari Gzerinde etkili oldugu saptanmistir. ABS' nin kanser
hastaliklarinda alternatif bir tedavi olarak sunulabilmesi icin saglikli meme hiicreleriyle de
arastirma ve ¢alismalar yapilmali ve ABS’ nin herhangi bir yan etkisinin olup olmadig tespit
edilmelidir.

Bu tez calismasinda gergeklestirilen in vitro hiicre kiltlirii ve proteomik analizler
sonucunda, ABS uygulanmasiyla nicel anlamda farklilasan proteinler saptanmistir. Belirlenen
bu proteinlerin analizleri; Western Blot, es zamanh (real time) PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yontemleri kullanilarak da vyapilabilir ve gen dizeyinde de bu protein
miktarlarinin degisip degismedigi tekrar kanitlanabilir.

ABS’ nin daha biyiik ve farkli organizmalar Gzerinde de ayni biyolojik yolaklarda ve
molekiler fonksiyonlarda yer alip almayacagi, ayni etkiyi gosterip gostermeyecegi
arastinlmaldir. Bu sebeple ABS’ nin antikanser etkisini deney hayvanlari Gzerinde de
arastirmak icin in vivo ¢alismalar gerceklestirilmelidir.

ABS’ nin saglikli hiicreler Gzerinde toksik etkisinin olmadigi tavsanlar Gzerinde yapilan
calismalarla ortaya konmustur (274). Toksik olmamasi sebebiyle ABS’ nin oral yolla alinarak
da alternatif bir tedavi sunabilecegi dustiniilmektedir. Bunun icin gerekli ek calismalarin
gerceklestirilip ABS’ nin oral yoldan kullanimi saglanabilir. Yapilacak ek ¢calismalar sonucunda
herhangi bir toksik etkisi bulunmadigi kanitlanacak olan ABS’ nin farkl dozaj formlarinda

Uretilerek alternatif bir Grlin olarak kullanilabilecegi diistinilmektedir.
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ABS’ nin saglikli hiicreler (izerindeki yara iyilestirici etkisinin oldugu yapilan deneysel
calismalarla ortaya konmus olsa da saglikli hiicreler tzerinde ABS’ nin etkisi daha ayrintili
olarak arastinlmalidir (275).

Ayrica, ABS’ nin gastrointestinal sistemde bozunma ihtimalinin de olabilecegi goz
onunde tutulmalidir. Alternatif bir Griin olarak kullanilabilmesi igin ilag tasiyici sistemlerle
hedefe tagsinmasi saglanabilir; bu sebeple doku hedefli ABS ilag tasiyici formlari gelistirilebilir.
ABS iceren ve gelistirilecek olan bu tasiyici sistemlerin saglkli ve hasta grubu
hticre/dokulardaki etkileri in vivo ve in vitro deneylerle arastirilmalidir.

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, ABS’ nin klinikte kullanilan belirli kemoterépatik
ilaglarla kombinasyonlarinin hicre canliigini daha fazla azalttig1 ve bazi genlerdeki etkiyi
arttirdigl géz online alinarak (173); kanser arastirmalarinda, kullanilan kemoterapdétik
ilaglarin toksik etkilerini minumuma indirmek ve daha etkin bir tedavi alternatifi bulabilmek
amagclanmaktadir. Kanserli hastalarin tedavi siirecinde yasadigi sorunlar ve ilaglarin yarattig
yan etkiler nedeni ile antioksidan ve antikanserojen etkili yeni ilaglarin gelistirilerek
kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir. Glinlimuzde yapilan ¢alismalarda cesitli kanser tiplerine karsi
bitkisel kaynakli ilaglarin antikanser etkileri arastiriimaktadir.

Bu tez calismasindan elde edilen bulgular ile farkl bir endikasyonda yani hemostatik
ajan olarak kullanilan ABS’ nin alternatif ve destekleyici bir tedavide kullanilabilecegi
disinulmektedir. Ancak; kemoterapétik ilaglarla birlikte ABS kullanimina yonelik tiim omik
analizler yapilmali ve elde edilen sonuglara gore bu ilaglarla birlikte ABS’ nin kullaniimasinin

bir sinerjik etki olusturup olusturmayacagi arastiriimalidir.
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